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Resumen y Abstract IX

Resumen

El Factor de Crecimiento Transformante  (TGF() es una citocina que, dependiendo del
medio al que es expuesta, puede tener funciones pro o antinflamatorias. En el ambiente
intestinal, esta citocina favorece un ambiente tolerogénico frente a los alimentos y
microorganismos comensales. Se ha visto, en estudios in vitro, que el rotavirus induce esta
citocina y que la funcién reguladora de la citocina podria ser usada por el rotavirus, en su
sitio de replicacién en el intestino, como un mecanismo de evasion de la respuesta
inmunitaria. Usando un modelo murido neonatal de infeccién por rotavirus heterélogo de
simio (RRV), se demostré que una dosis de 10’UFF/mL y, en menor medida, una dosis de
10°UFF/mL del virus indujo el ARNm de tgf81 en el intestino, pero no a nivel sistémico. Sin
embargo, la inhibicion del receptor 1 de la citocina con Galunisertib (un nuevo inhibidor
con efecto directo en el intestino) no modificéd la diarrea inducida por la infeccion. Se
encontré que, en el contexto de una infeccién por rotavirus, el diluyente del Galunisertib
tuvo un efecto sobre la pérdida de la ganancia de peso de los animales. Y que, contrario
a lo esperado, la expresion de ARNm de {gf87 (y de otros genes modulados por la citocina)
parecen disminuir en los animales que recibieron el diluyente. Con el desarrollo de este
proyecto se apoya la hipétesis de que el rotavirus induce TGF in vivo. Se deben realizar
mas experimentos, especialmente en los dias tempranos posinfeccion para entender

mejor este efecto.

Palabras clave: TGFB1, Galunisertib, rotavirus heterdlogo de simio, ratones neonatos,
RT-gPCR
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Abstract

Transforming Growth Factor 3 (TGFB) is a cytokine that, depending on the medium to
which it is exposed, can have pro- or anti-inflammatory functions. In the intestinal
environment this cytokine favors a tolerogenic environment to food and commensal
microorganismes. In vitro studies, it has been seen that rotavirus induces TGFp and have
suggested that the regulatory function of the cytokine could be used by the rotavirus, in its
site of replication in the intestine, as a mechanism of evasion of the immune response.
Using a neonatal mouse model of heterologous Rhesus rotavirus (RRV) infection, it was
demonstrated that a dose of 10’FFU/mL and to a lower extent a dose of 10 FFU/mL of the
virus induced tgfB7 mRNA in the intestine, but not at a systemic level. However, inhibition
of cytokine receptor 1 with Galunisertib (a new inhibitor with direct effect on the intestine)
did not modify the diarrhea induced by the infection. It was found that, in the context of a
rotavirus infection, the diluent of Galunisertib influenced the loss of weight gain of the
animals. And unexpected, mRNA expression of {gf871 (and other genes modulated by the
cytokine) seems to decrease in the animals that received the diluent. Thus, project supports
the hypothesis that rotavirus induces TGF@ in vivo. More experiments must be carried out

especially in the early timepoints post-infection days to clarify this effect.

Keywords: TGFB1, Galunisertib, heterologous rhesus rotavirus, neonatal mice, RT-qPCR.
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Abreviatura

Término

SMAD Familia de factores de transcripcion
SMi Inhibidor de moléculas pequefias
SNC Sistema Nervioso Central
T-bet Factor de transcripcion maestro Th1
TGFB Factor de Crecimiento Transformante Beta
TGFBRI Receptor de tipo | para TGFB
TGFBRII Receptor de tipo Il para TGFf
TNF Factor de Necrosis Tumoral
Trizol Solucion de Fenol e Tiocianato de guanidinio
TSLP Linfopoyetina estromal timica
TSP-1 Trombospondina-1
UFF Unidades Formadoras de Focos
UPL Libreria de Sondas Universales
VP Proteina Viral
Términos
Término Definicion
Anticuerpo Anticuerpos que se unen al _virus, evitan que infecte las células y
neutralizante causan un cambio conformacional en este (Owen, Punt, Stranford, &
Jones, 2015) (Paul, 2008).
Representa las caracteristicas de células T eficientes, es decir, con
Cali habilidades para proliferar, inducir la proliferacion de otras células,
alidad de la

Respuesta T

organizar la respuesta inmune y llevar a cabo funciones efectoras a
través de mecanismos citoliticos o la secrecion de citocinas (Parra
Avila, Angel Uribe, & Franco, 2014)

Carboximetilcelulosa

Es un derivado de celulosa (polimero de beta-(1,4)-D glucopiranosa)
que ayuda a modificar y estabilizar la viscosidad de una emulsion (De
Santis, Fabris, Fontani, Taccani, & Zorzetto, 1970)

Células Dendriticas

(DCs)

Células derivadas de la médula 6sea que se encuentran en la
mayoria de los tejidos, incluidos los tejidos linfoides, y que forman
parte de un subconjunto altamente especializado de células
presentadoras de antigenos profesionales, que desempefan un
papel central en el inicio de la inmunidad innata y adaptativa (Murphy,
2012)

Citocinas pro-
inflamatorias

Mediadores positivos de la inflamacién que, en una amplia variedad
de infecciones, se liberan como respuesta del huésped debido a la
activacion del inflamasoma. Estas citocinas (IL-1, IL-6, IL-8, IL-12,
IFN-y, IL-18 y el propio TNF) sirven para contener y resolver los focos
inflamatorios mediante la activacion de respuestas inflamatorias
locales y sistémicas (Srinivasan, Harris, & Kilpatrick, 2016)
(Chakraborty, Bhattacharyya, & Banerjee, 2017)

Cuantificacién
Relativa

Un ensayo para analizar los cambios en la expresion génica en una
muestra dada en relacion con otra muestra de referencia
(Schmittgen, 2006).

Diarrea aguda

Aparicion repentina de un aumento del contenido de liquido en las
heces por encima del valor normal de 10 ml/kg/dia. En términos
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Término

Definicion

practicos, se asocia con una mayor frecuencia y consistencia de
liquidos en las heces (Dalby-Payne & Elliott, 2002).

Diarrea malabsortiva

Es debida a la destruccion mediada por el virus de los enterocitos
absortivos, la disminucion de la expresion de las enzimas absortivas
inducida por el virus y los cambios funcionales en las uniones
estrechas entre los enterocitos (Greenberg & Estes, 2009).

Diarrea osmotica

Es debido a la mala absorcion, la cual es secundaria al dafio o muerte
del enterocito, o a la disminucion de la funcién de absorcion intestinal
(Crawford et al., 2017).

Eficiencia de la
reaccion PCR

Proporcion del numero de moléculas del gen diana al final de un ciclo
de PCR dividida por la cantidad de moléculas diana al inicio del
mismo ciclo de la PCR. Esta debe ser del 90 al 100%, lo que significa
duplicar el amplicon en cada ciclo (Schmittgen, 2006).

ELISA tipo sandwich

Esta variante usa un par de anticuerpos especificos para una parte
(epitope) diferente y no superpuesta de la molécula de antigeno. Un
primer anticuerpo (conocido como anticuerpo de captura) se adhiere
a los pozos, luego se agrega la solucién de muestra al pozo y un
segundo anticuerpo (conocido como anticuerpo de deteccion) sigue
este paso para medir la concentracion de la muestra (Owen et al.,
2015) (Boster Biological Technology, 2019).

Enterocito maduro

Células epiteliales del intestino que ya han alcanzado un estado de
diferenciacién y desarrollo final que se caracteriza por su ubicacion
hacia las vellosidades intestinales, por su capacidad absortiva y por
la expresion de proteinas y enzimas transportadoras
(Pathophysiology Vivo, 2014).

Factor de Crecimiento
Transformante-beta
(TGFB)

Miembro de una subfamilia de citocinas que en mamiferos
comprende tres isoformas distintas: TGFB1, TGFBR2, y TGFB3. Es
producido por un gran numero de células inmunitarias y en particular
por linfocitos, macrofagos y células dendriticas y, dependiendo del
medio al que es expuesto, puede tener funciones pro o
antinflamatorias (Travis & Sheppard, 2014).

Galunisertib

Es el primer inhibidor de moléculas pequenas (SMis, del inglés,
small-molecule inhibitor) biodisponible por via oral que actua sobre
la via de sefializacion mediada por kinasas de serina/treonina del
receptor de TGFB de tipo | (ALK5), especificamente regulando
negativamente la fosforilacion de SMAD2, aboliendo la activacién de
la via clasica de sefializacion del TGF (Herbertz et al., 2015) (Melisi
et al., 2018).

Gastroenteritis

Inflamacién de la mucosa gastrica e intestinal, regularmente de
causa infecciosa, que va a cursar clinicamente con un cuadro de
deposiciones liquidas en numero aumentado que suele
acompafarse de vomitos, fiebre y dolor abdominal (De Miguel Duran
& Perdomo Giraldi, 2011).

Gen de referencia
(housekeeping gen)

Genes que se expresan ampliamente en abundancia y se usan como
genes de referencia para la normalizacion en la PCR en tiempo real
con el supuesto de "expresion constante" (Schmittgen, 2006).

Inmunoglobulina A
intestinal

Anticuerpo dimérico secretado por células B del intestino que
proporciona proteccion inmune a la mucosa intestinal como resultado
de su capacidad para interactuar con el receptor de Ig polimérico
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(pIgR), un transportador de anticuerpos expresado en la superficie
basolateral de las células epiteliales (Cerutti & Rescigno, 2008).

Integrina

Proteinas heterodiméricas de la superficie celular implicadas en las
interacciones célula-célula y célula-matriz extracelular. Son
importantes en las interacciones adhesivas entre los linfocitos y las
células presentadoras de antigenos y en la adherencia de los
linfocitos y los leucocitos a las paredes de los vasos sanguineos y la
migracion a los tejidos (Murphy, 2012).

Citocina de la clase de Interferones de tipo | secretada por células
dendriticas, macréfagos y células infectadas por virus. Induce un

Interferon beta (IFN-B)estado antiviral en la mayoria de las células nucleadas; aumenta la

expresion moléculas MHC Clase | y activa células NK (Natural Killer)
(Owen et al., 2015).

Interferon gamma
(IFN-y)

Citocina de la clase de Interferones de tipo Il secretada por células
Th1, células CD8+ y células NK, que activa macréfagos, con la
consiguiente destruccién de patégenos intracelulares (Owen et al.,
2015).

Citocina de uniéon a GP130, una glicoproteina importante para la

Interleucina-11 (IL-11) sefalizacion mediada por STAT3 en el inicio de la metastasis por

células estromales estimuladas por TGF3 (Calon et al., 2012).

Interleucina-2 (IL-2)

Citocina que funciona como factor de proliferacion autocrino que es
esencial para promover la proliferaciéon de células T y la
diferenciaciéon hacia células efectoras o de memoria (Owen et al.,
2015).

Lauril Sulfato Soédico
(SLS)

Detergente aniénico usado como agente emulsificante y solubilizante
de medicamentos (Medicines Agency, 2015).

Linfocitos T CD4

Son células T a/B que expresan el correceptor CD4, y son las
principales células ayudadoras (Th, T helper) del sistema inmunitario
encargadas de coordinar la accion efectora de los diferentes tipos
celulares (Paul, 2008).

Linfocitos T CD8

Son células T a/f que expresan el correceptor CD8, que se
diferencian en linfocitos T citotoxicos (CTL) capaces de lisar
eficazmente las células diana que expresan antigenos reconocidos
por los CTL (Paul, 2008).

Linfocitos T
requladores (T regs)

Un tipo de célula T CD4 que regula negativamente las respuestas
inmunes. Se define por la expresion del regulador maestro FoxP3 y
se presenta en dos versiones, las Tregs inducidas (iTregs) que se
desarrollan a partir de células T maduras en la periferia, y Treg
naturales (nTregs), que se desarrollan a partir de células T
inmaduras en el timo (Murphy, 2012).

Método Pfaffl

Un método que permite corregir la eficiencia de las curvas de la
reaccion de PCR normalizando controles (gen de referencia y gen de
interés) contra muestras (Pfaffl, 2001).

Normalizacion

Un gen de control que se expresa a un nivel constante se usa para
normalizar los resultados de la expresion génica para la cantidad de
plantilla variable o la calidad de la plantilla (Schmittgen, 2006).

PCR en tiempo real
(RT-gPCR)

Reaccioén en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real que
permite recoleccion continua de sefiales fluorescentes de una o mas
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reacciones en cadena de la polimerasa en un rango de ciclos. Esto
para luego hacer la conversion de las senales fluorescentes de cada
reacciéon en un valor numérico para cada muestra (Schmittgen,
2006).

Polivinilpirrolidona
(PVP)

Es un polimero de vinilpirrilidona, higroscopico, amorfo y soluble en
agua y en solventes organicos (Ashland, 2013). Este compuesto es
uno de los tres principales excipientes farmacéuticos nuevos que
puede usarse como codisolvente (Chemical Book, 2017).

Prostanglandina E2
(PGE2)

Un lipido bioactivo del acido araquidénico que provoca una amplia
gama de efectos bioldgicos asociados con la inflamacion y el cancer.
Ejerce diversos efectos sobre la proliferacion celular, apoptosis,
angiogénesis, inflamacion y vigilancia inmunoldgica (Nakanishi &
Rosenberg, 2013).

Proteina No
Estructural 4 (NSP4)

Proteina no estructural codificada por el segmento 10 del genoma
del rotavirus, que funciona para regular la homeostasis del calcio, la
replicacion del virus y como una enterotoxina (Greenberg & Estes,
2009).

Proteina Viral 4 (VP4)

Proteina estructural codificada por el segmento 4 del genoma del
rotavirus, que forma picos o espiculas en la superficie del virion. Es
la proteina de unién viral, un determinante del crecimiento viral y un
factor de virulencia. El tratamiento con tripsina del virus divide VP4
en proteinas VP8 y VP5 (McNeal & Bernstein, 2014).

Proteina Viral 6 (VP6)

Proteina estructural codificada por el segmento 6 del genoma del
rotavirus. Es la principal proteina estructural de la capside viral
interna (capa viral media), ademas, es la proteina viral mas
inmunogénica. Los anticuerpos contra VP6 no son neutralizantes
pero inducen inmunidad protectora en algunos modelos animales
(McNeal & Bernstein, 2014) (Blutt et al., 2004).

Proteina Viral 7 (VP7)

Proteina estructural codificada por el segmento 7, 8 o 9 del genoma
del rotavirus. Es el constituyente principal de la capa externa de
rotavirus y objetivo de los anticuerpos neutralizantes (McNeal &
Bernstein, 2014).

Rotavirus de Simio
(RRV)

Del inglés, Rhesus rotavirus. Un rotavirus de simio que es idéntico
serotipicamente a las cepas de rotavirus humano tipo 3 (G3P[3])
(Mackow et al., 1988) y que ha sido usado como cepa vacunal en
humanos (Midthun et al., 1985).

Rotavirus

Son virus de ARN bicatenario sin envoltura (dsARN) que tienen una
arquitectura compleja con un genoma de 11 segmentos rodeado por
una capside proteica de tres capas (Crawford et al., 2017)

Serpine1

Gen que codifica para la glicoproteina inhibidora del activador del
plasminégeno 1 (PAI-1) que regula la formacion de plasminégeno a
plasmina, lo que favorece la invasion de células cancerosas al
degradar la matriz extracelular (Mazzoccoli et al., 2012) (Calon et al.,
2012).

Tolerancia Oral

Supresidon especifica de las respuestas inmunes celulares y/o
humorales a un antigeno mediante la administracion previa del
antigeno por via oral (Rezende & Weiner, 2018).
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Término Definicion

Citocina producida por macrofagos y células T que tiene multiples
funciones en la respuesta inmune que ayuda a prevenir la
propagacioén de una infeccién dentro del cuerpo (Murphy, 2012).

Tumor de Necrosis
Tumoral-alfa (TNF-q)




Introduccion

La infeccion por rotavirus es la principal causa de muerte por gastroenteritis
deshidratante en nifios menores de 5 afios (Crawford et al., 2017). Su via de entrada es la
oral y su principal sitio de replicacion son los enterocitos maduros de las vellosidades del
intestino delgado, donde produce alteracién del metabolismo de las proteinas
membranales y muerte celular, induciendo diarrea malabsortiva y osmética (Angel, Franco,
& Greenberg, 2007).

El principal mecanismo efector de proteccion inmune frente al rotavirus es a través
de la IgA intestinal, la cual se encarga ya sea de impedir la unién y penetracién de la
particula viral a la célula blanco mediante su interaccién con las proteinas VP4 y/o VP7 del
rotavirus, o inhibir la replicacion viral intracelular por unién con VP6 durante la transcitosis
en los enterocitos (Angel, Franco, & Greenberg, 2007). Ahora bien, para que esta
inmunoglobulina pueda ser producida y ejerza su accidén protectora requiere de la
activacion de células T CD4+ para su generacion (Crawford et al., 2017). Sin embargo, se
ha visto que estas células especificas de rotavirus se encuentran en muy bajas cantidades
en nifos infectados con el virus (Mesa, Gutiérrez, Duarte-Rey, Angel, & Franco, 2010)
(Parra et al., 2014). También serian un factor negativo que puede influir la respuesta a la
vacunacion con rotavirus (Crawford et al., 2017).

Multiples estudios (L.-S. Rodriguez, Barreto, Franco, & Angel, 2009) (L. S.
Rodriguez, Narvaez, Rojas, Franco, & Angel, 2012) (Mesa et al., 2010) se han realizado
para encontrar los posibles reguladores negativos que pudieran estar provocando una baja
respuesta de células T, necesaria para la inmunidad contra rotavirus (Crawford et al.,
2017). Se ha descrito que el TGFB, una citocina que juega un papel importante para

mantener la tolerancia a los alimentos y microorganismos comensales (Kelly, Houston,
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Sherwood, Casulli, & Travis, 2017) (Travis & Sheppard, 2014), puede estar funcionando

como un regulador negativo de la respuesta inmune frente al rotavirus.

En estudios realizados in vitro en el Instituto de Genética de la Pontificia
Universidad Javeriana, se mostré que esta citocina (producida probablemente por los
enterocitos) esta asociada con la disminucién en el desarrollo de una respuesta protectora
(L.-S. Rodriguez et al., 2009) (L. S. Rodriguez et al., 2012). Sin embargo, al administrar un
anticuerpo neutralizante contra la citocina (anti-TGF) parece ocurrir, en forma variable, el
efecto inverso, es decir, menor proteccioén, asociado a la inhibicion de la respuesta de IgA
contra el virus (Rey et al., 2019). Al administrar un inhibidor del TGFf por via intraperitoneal
(diluido en DMSOQO) existe una tendencia a ver el mismo efecto que con el anticuerpo
neutralizante, pero esto no es claro pues los ratones tratados solo con DMSO parecen
tener también una atenuacién de la respuesta inmune (Rey et al., 2019). Por lo tanto, el
papel del TGFB no esta totalmente claro en el modelo. Sin embargo, se han descrito varios
casos en los que algunos microorganismos pueden inducir TGF3 para evadir la respuesta
inmune. Por ejemplo, se ha demostrado que los productos secretados del nematodo
intestinal H. polygyrus activan la via de sefalizacion del TGF para inducir células T
reguladoras in vitro (Maizels, Smits, & McSorley, 2018). Y en otros modelos in vivo de
infeccion por Influenza, se ha visto que durante la respuesta inmunitaria temprana al virus,
el TGF, producido principalmente por células epiteliales bronquiales, limita la produccién
de IFNP induciendo disminucién de un efecto antiviral y aumento de la replicacién viral, lo
que conlleva al aumento de pérdida de peso inducido por el virus, inflamacién y cambios
histopatolégicos (Denney, Branchett, Gregory, Oliver, & Lloyd, 2018). Sin embargo, cuando
TGFp es directa o indirectamente anulado genéticamente del epitelio pulmonar de ratones
infectados con influenza, la respuesta de IFN aumenta y los ratones se protegen de la
enfermedad (Denney et al.,, 2018). De tal forma que este modelo permite apoyar la
hipétesis de que el rotavirus induce TGF para evadir temporalmente la inmunidad antiviral

y favorecer su replicacion.

En el presente trabajo se evaluara si la infeccidn con el rotavirus heterélogo induce
TGFB a nivel sistémico e intestinal y si la inhibicion del receptor 1 de la citocina con
Galunisertib (un nuevo inhibidor de la via de sefalizacion del receptor | del TGF3 con efecto
directo en el intestino) (Tauriello et al., 2018) modula los niveles de esta y la severidad de

la diarrea inducida por el rotavirus.



1.Estado del Arte

1.1 Epidemiologia y Estructura del Rotavirus

La infeccidon por rotavirus es la principal causa de muerte por diarrea deshidratante en
nifos menores de 5 afios en todo el mundo (Crawford et al., 2017). De acuerdo con los
reportes hechos en 2016 por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), se estima que a
nivel mundial ocurrieron 215.000 muertes infantiles durante 2013, debido a la infeccién por
rotavirus (World Health Organization, 2016). El 65% de todas estas muertes por rotavirus,
ocurrieron en paises de Asia y Africa, principalmente en la India con un 22% de las
muertes, seguido de Nigeria (14%) y Pakistan (7%) (World Health Organization, 2016).

En Latinoamérica y el Caribe se estima que anualmente la infeccién por rotavirus es
responsable de generar 10 millones de casos por diarrea, 2 millones de visitas al médico,
75 000 hospitalizaciones y entre 15 000 y 45 000 muertes en nifios menores de 5 afios
(Ludert, Pujol, & Arbiza, 2017).

Los rotavirus son virus de ARN bicatenario sin envoltura (dsARN), con un genoma
segmentado rodeado por una capside proteica de tres capas (Crawford et al., 2017). Cada
segmento de dsARN del genoma codifica una proteina distinta, a excepcion del segmento
11 que en algunos virus codifica para dos proteinas (NSP5 y NSP6) (Hu, Crawford, Hyser,
Estes, & Prasad, 2012). De estas proteinas codificadas por el genoma viral seis son
proteinas estructurales (VP1, VP2, VP3, VP4, VP6 y VP7) y seis son proteinas no
estructurales (NSP1, NSP2, NSP3, NSP4, NSP5 y NSP6) (Crawford et al., 2017) (Hu et
al., 2012). Las 6 proteinas estructurales forman la arquitectura de las tres capas
concéntricas de la particula del rotavirus, mientras que las proteinas no estructurales,

excepto NSP1, son esenciales para la replicacion del virus (Hu et al., 2012).
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Basicamente la estructura del virus consiste en una capa interna formada
principalmente por VP2, que junto a las enzimas VP1 y VP3 y el genoma viral componen
el centro del viridén; luego se encuentra la proteina VP6 formando la capa media de la
capside; y finalmente se ubica la capa mas externa que consta de 260 trimeros de la
glicoproteina VP7, el mayor constituyente de la capa, y 60 espiculas de VP4 que

sobresalen de la capa proteica de VP7 (Ruiz, Leon, Diaz, & Michelangeli, 2009).

1.2 Estructura, activacioén y senalizacion del TGFf

El TGFpB (del inglés, Transforming Growth Factor-3) es miembro de una subfamilia
de citocinas que en mamiferos comprende tres isoformas distintas: TGFB1, TGFB2, y
TGFB3. A pesar de que estas isoformas presentan una alta homologia, cumplen funciones
distintas, siendo el TGFB1 la isoforma mas abundante secretada por células del sistema
inmunitario (Kelly et al., 2017). Cada una de las isoformas es sintetizada en el reticulo
endoplasmico rugoso en forma de proproteina que contiene un péptido sefal que es
clivado, dando lugar a una conformacion proteica que incluye un dominio N-terminal
llamado LAP (del inglés, Latency-associated peptide) y un dominio C-terminal mas
pequefo que comprende la proteina TGF activa. Esta proproteina viaja al complejo de
Golgi formando un homodimero que luego, por accién de una furina endoproteasa, forma
un pequeno complejo de latencia (del inglés, Small latent complex, SLC) que comprende
el TGF activo (dominio N-terminal) rodeado por el LAP (dominio C-terminal) (Kelly et al.,
2017) (Figura 1-1).

Este complejo formado por uniones no covalentes entre ambos dominios es una
forma inactiva del TGF[3, ya que la presencia del LAP impide la interaccion de la citocina y
la sefializacion a través de los receptores de TGF (Travis & Sheppard, 2014). Ahora bien,
para que la citocina pueda cobrar actividad, unirse a su receptor y adquirir las funciones
biolégicas, se requieren distintos mecanismos para retirar el LAP (Worthington et al., 2015).
Por ejemplo, un potencial activador del TGF es la trombospondina-1 (TSP-1, del inglés
thrombin-activated platelets), una glicoproteina matricelular expresada y secretada por
distintos tipos celulares que incluyen células endoteliales, fibroblastos, células musculares,
células del sistema inmune y plaquetas (Zhao, Isenberg, & Popel, 2018). La TSP-1 puede
unirse directamente a LAP a través de interacciones entre secuencias especificas de
aminoacidos encontradas en LAP (LSKL) y en trombospondina (KRFK), facilitando de esta
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forma la liberacién de la forma activa de la citocina, haciéndola accesible a su receptor
(Murphy-Ulirich & Suto, 2018). Sin embargo, actualmente el papel de las integrinas (av1,
avB3, avps, avp8 o avp6) (Murphy-Ullrich & Suto, 2018) en la activacién del TGFf3 parece
mas importante, y esto ha sido confirmado por el hecho de que ratones “knockout” para
algunas de estas integrinas desarrollan respuestas inflamatorias en el pulmén (Munger et
al., 1999), desarrollo vascular defectuoso en el SNC (Zhu et al., 2002) o en estudios mas
recientes se observo alteracion de la homeostasis pulmonar durante infecciones
respiratorias (Meliopoulos et al., 2016). Todas estas alteraciones fueron relacionadas con
fallas en la activaciéon 6ptima de TGFp activo (Travis & Sheppard, 2014).

Figura 1-1: Estructura, sintesis y procesamiento del TGFB para la formacion del

pequeino complejo de latencia.
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(1) ElI TGFB es sintetizado como una proproteina que esta formada por LAP (Latency-associated
peptide) y la regidon activa de TGFB. (2) La proproteina se dimeriza y luego es clivada por una
proteasa. (3) Formacion del pequefio complejo de latencia que consiste en el TGF( activo rodeado
por LAP. Adaptado de (Kelly et al., 2017).

La estructura del receptor del TGF comprende un complejo tetramérico formado por
dos receptores homodiméricos: El receptor de tipo | (TGFBRI), también conocido como
ALKS5 (del inglés, Activin Receptor-like Kinase 5) y el receptor de tipo Il (TGFBRII) (Travis
& Sheppard, 2014). Las tres isoformas de la citocina inicialmente se unen al homodimero

del TGFBRII, esto permite el reclutamiento del TGFBRI formando de esta manera el
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receptor tetramérico. Una vez formado el complejo ligando-receptor se inicia una cascada
de sefializacion que es conocida como la via clasica de sefalizacion del TGFB (pueden
darse otras vias de sefalizacién independientes de Smad) que comienza con la
fosforilacion del tallo citoplasmatico de TGFBRI por parte de TGFBRII y culmina con el
reclutamiento y fosforilacion de factores de transcripcion intracelulares de la familia Smad
(del inglés, Similar to Mothers Against Decapentaplegic), especificamente Smad2/3. Estos
ultimos, una vez fosforilados, forman un trimero con Smad4 que luego se translocara al
nucleo y se unira a sus elementos de respuesta (SREs, Smad-responsive elements) en el
ADN para finalmente iniciar la transcripcion y regulacion de la expresién de genes (Kelly et
al., 2017) (Travis & Sheppard, 2014) para la diferenciacién celular, proliferacién, apoptosis,
migracion y produccién de matriz extracelular (Min et al., 2018).

1.3 Importancia del TGF@ en la respuesta inmunitaria

El TGF es producido por un gran niumero de células inmunitarias y en particular por
linfocitos, macrofagos y células dendriticas (Travis & Sheppard, 2014) (Owen et al., 2015).
Dependiendo del medio al que es expuesto, el TGFB puede tener funciones pro o

antinflamatorias (Travis & Sheppard, 2014).

En el contexto proinflamatorio el TGF(, por un lado, puede favorecer junto con otras
citocinas (IL-6, IL-18 e IL-23) el desarrollo de células Th17 proinflamatorias, cruciales en
respuesta a bacterias y hongos, asi como en desérdenes autoinmunes (Kelly et al., 2017)
(Korn, Bettelli, Oukka, & Kuchroo, 2009). Por otro lado, el TGF actuando en sinergia con
IL-4 induce la expresion de PU.1 que es un factor de transcripcion fundamental para la
produccioén de IL-9 por parte de células Th9, que es un subtipo de células T efectoras que
cumplen un importante papel en enfermedades autoinmunes y en inflamacion alérgica
(Kelly et al., 2017) (Jabeen & Kaplan, 2012).

En el contexto antinflamatorio, el TGF cumple un papel importante en la regulacion
de la respuesta inmune adaptativa por medio de la induccion y estabilizacién de la funcion
de los Linfocitos T reguladores Foxp3+ (Franco-Cortés, 2016), que se sabe son cruciales
en la supresién de la inflamacion (Kelly et al., 2017). El efecto de esta citocina sobre estas
células esta dado principalmente por la induccion de la expresion de Foxp3 tanto en células
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T reguladoras naturales (Thymic T regs, tTregs) (Konkel, Jin, Abbatiello, Grainger, & Chen,
2014) como en células T reguladoras inducidas (Chen et al., 2003) (Kelly et al., 2017).

Por otra parte, el TGFB puede inhibir la diferenciacion de células Th1 a través de la
supresion directa de T-bet que se sabe es un factor de transcripcion maestro en la
diferenciacion del linaje celular Th1 (Lazarevic, Glimcher, & Lord, 2013). Ademas, esta
citocina es capaz de regular negativamente la expresion de IL-12RB2 sobre células T,
reduciendo asi su capacidad de respuesta a IL-12, que actia para inducir una segunda
expresion de T-bet para estabilizar el fenotipo Th1 (Kelly et al., 2017). TGF también puede
controlar la diferenciacion de células Th1 a través de la regulacion de IFN-y producido por
células NK (Travis & Sheppard, 2014) (Laouar, Sutterwala, Gorelik, & Flavell, 2005). Con
respecto a las células Th2, TGFB también cumple un papel crucial en la regulacion de la
respuesta mediada por este linaje celular por disminucion directa de GATA3, que es el
factor de transcripcién maestro en la diferenciacién de células Th2 (Kelly et al., 2017)
(Gorelik, Fields, & Flavell, 2000). Con todo esto, se puede decir que el TGFB podria, en
cierto modo, promover la persistencia de patégenos cuando su efecto neto es
antinflamatorio o reducirla cuando es proinflamatorio (Franco-Cortés, 2016).

1.4 Galunisertib: Un importante inhibidor de la via de
senalizacién del receptor | del TGFf

El Galunisertib (LY2157299) es el primer inhibidor de moléculas pequefias (SMls, del
inglés, small-molecule inhibitor) biodisponible por via oral que actiua sobre la via de
sefalizacién mediada por kinasas de serina/treonina del receptor de TGFp de tipo | (ALKS),
especificamente regulando negativamente la fosforilacion de SMADZ2, aboliendo la
activacion de la via clasica de sefializacion del TGF( (Herbertz et al., 2015) (Melisi et al.,
2018).

El Galunisertib (el cual la primera parte del nhombre “Gal” va referida al médico
Greco-Romano Galeno) (Herbertz et al., 2015) es un inhibidor de la clase
dihidropirrolopirazol que fue sintetizado mediante sintesis convergente para generar un
compuesto quimico con la férmula 4-[2-(6-methylpyridin-2-yl)-5,6-dihydro-4H-pyrrolo[1,2-
bjpyrazol-3-yllquinoline- 6-carboxamide monohydrate. Posteriormente, mediante estudios

de cristalografia se observé que Galunisertib se une al sitio de union a ATP del receptor |
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de TGFB (TGFBRI) (Yingling et al., 2018), denominandosele como un inhibidor selectivo
de ATP-mimético (X. Liu, Yu, Chen, & Zhang, 2016).

Este inhibidor fue identificado por la compafiia farmacéutica Eli Lilly and Company
luego de un largo proceso de ensayos en células dependientes de TGFf donde se
compararon distintos compuestos similares (LY580276, LY364947, LY2109761) por su
capacidad para inhibir la autofosforilacion del dominio quinasa TGFBRI humano aislado. El
monohidrato LY2157299 reunié las caracteristicas deseadas de IC50 (concentracion
inhibitoria media: 56nM) (Cong, Xia, & Yang, 2014) y baja toxicidad cardiovascular,
gastrointestinal, inmune, reproductiva y renal en modelos de ratas y perros (Kelly M Credill,
2014).

Debido a estos bajos perfiles de toxicidad en modelos in vivo se prepard un
esquema para la estandarizacion de la primera dosis en humanos (FHD, del inglés First-
in-human dose) correspondientes a la fase | del desarrollo clinico que incluia toxicologia
preclinica y desarrollos de modelos predictivos de farmacocinética y farmacodinamica. En
modelos de raton, rata y perros se encontré que la vida media fue menos de 3 horas
(Herbertz et al., 2015), mientras que en humanos la vida media fue de aproximadamente
8 horas (Brandes et al., 2016). Sin embargo, se ha visto en modelos de escala alométrica
que el efecto farmacodinamico del inhibidor de reducir pPSMAD?2 era todavia detectable en
tejido tumoral y células mononucleares de sangre periférica hasta por 7 dias luego de
culminar la administraciéon con Galunisertib. De tal forma que, debido a estos resultados,
se realizaron esquemas de dosificacion intermitentes ya que la dosificacion continua puede

aumentar el riesgo de toxicidad cronica (Herbertz et al., 2015).

El efecto inhibidor del Galunisertib ha sido explotado principalmente en
inmunoterapia del cancer, donde ha ejercido un efecto antitumor en modelos animales de
cancer de mama, glioblastoma, cancer de pulmén, carcinoma hepatocelular y cancer
colorectal (Herbertz et al., 2015). En pacientes con glioblastoma, que fue el modelo que se
uso para realizar los primeros ensayos clinicos, se observé una reduccion en pSMAD2 en
la mayoria de pacientes tratados con Galunisertib, lo que se tradujo en la reduccion de la
expresion de dos genes (Id1 y CD44) que son regulados por el TGFf (Garcia-Dorado et
al., 2010). En carcinoma hepatocelular (HCC) se ha visto que la expresion de TGFp esta

asociada con la progresion temprana y tardia de este tipo de cancer y que las células HCC
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pueden secretar TGF31 de forma autocrina, de manera tal que el bloqueo de este circuito
de retroalimentacion puede tener un impacto beneficioso en el control de la progresion
tumoral (Herbertz et al., 2015). En efecto, en pacientes con HCC se observd que el
Galunisertib es capaz de reducir la concentracion plasmatica no solo de TGFB1 sino
también de E-cadherina, una molécula de adhesion que en presencia de TGF[3 se elimina
de las células tumorales y hace que estas sean mas invasivas y migratorias. (Giannelli,
Villa, & Lahn, 2014).

Uno de los nuevos usos terapéuticos encontrados en Galunisertib ha sido en el
modelo de cancer colorrectal (CRC) donde el TGFf juega un importante rol, no solo en la
fisiologia del colon normal, sino también en el desarrollo de la patologia y en su proceso
metastasico, lo que significa que la estrategia de inhibir la via de sefalizacion del TGFf3
puede conducir a la alteracion en el proceso de metastasis en CRC (Villalba, Evans, Vidal-
Vanaclocha, & Calvo, 2017). De hecho, se ha reportado en estudios realizados en modelos
de ratén, que el Galunisertib es capaz de reducir la expresion de genes altamente
regulados por el TGFB. Por ejemplo, en modelos de metastasis experimental generada a
partir de células KM12L4a que secretan TGF3 se mostré una marcada regulacién positiva
de IL-11, una citocina de union a GP130, una glicoproteina importante para la sefializacion
mediada por STAT3 en el inicio de la metastasis por células estromales estimuladas por
TGFB. De forma interesante, se observo que al tratar con el inhibidor a ratones portadores
de tumores derivados de células madre de CRC los niveles de expresién del gen il11 se
redujeron a niveles basales (Calon et al., 2012). Esta reduccién también se observé con
otros genes altamente relacionados a la expresion TGF3, tales como Serpine1 que codifica
para la glicoproteina inhibidora del activador del plasminégeno 1 (PAI-1) que regula la
formacion de plasmindégeno a plasmina, lo que favorece la invasién de células cancerosas
al degradar la matriz extracelular (Mazzoccoli et al., 2012) (Calon et al., 2012). Y de hecho,
se ha visto que altas concentraciones plasmaticas preoperatorias de PAI-1 estan
asociadas con una supervivencia mas corta en pacientes con cancer colorrectal
(Mazzoccoli et al., 2012).

Todo esto en conjunto apoya el hecho de que el Galunisertib es un potente inhibidor
a nivel intestinal, y que al ser administrado por via oral en ratones adultos produce una
robusta respuesta inmunitaria (Tauriello et al., 2018) y una disminucién de la expresion de

genes altamente regulados por el TGF (Calon et al., 2012).






2.Justificacion y Planteamiento del Problema

2.1 Estudios in vitro del TGFf en la respuesta inmune
contra rotavirus

En estudios realizados en nifios y adultos infectados con rotavirus se observo que la
respuesta de Linfocitos T circulantes en sangre periférica parece ser de baja intensidad
comparada con la respuesta a otros virus (Jaimes et al., 2002). Mas aun, se observé que
nifos y adultos sanos, las células T CD4+ y CD8+ especificas de rotavirus secretan IFN-y
(las células que secretan combinaciones de IFN-y, IL-2 y TNF-a parecen relativamente
bajas), sugiriendo que la principal alteracion en la respuesta T contra el virus es su calidad
(representa las caracteristicas de una célula T eficiente) y no tanto la cantidad de las
células y los mediadores producidos, pues la respuesta protectora contra muchos
patégenos involucra linfocitos multifuncionales (Parra et al., 2014). Estos resultados
impulsaron a realizar estudios mas a profundidad, para identificar posibles
inmunomoduladores que pudieran estar inhibiendo la respuesta inmune antiviral. De tal
manera que para poder alcanzar este objetivo se infectaron in vitro lineas celulares
epiteliales humanas de intestino (CEl, células Caco-2, human epithelial colorectal
adenocarcinoma cells) encontrando que la infeccién por rotavirus indujo la secrecion de
PGE2 y TGFB1, los cuales son inmunomoduladores importantes en la respuesta
inmunitaria a rotavirus (L.-S. Rodriguez et al., 2009). En un estudio complementario se
midi6 la expresion de ARNm del TGFB después de la infeccion por rotavirus de células
Caco-2 y también se encontro elevado (L. S. Rodriguez et al., 2012). La PGE2 se ha visto
que puede inducir la activacion de células T reguladoras y por ende una respuesta
inmunitaria supresora, y en el caso de TGFB1 se ha visto que es capaz de modular la
tolerancia intestinal y la respuesta de células B intestinales (Baratelli et al., 2005) (L.-S.
Rodriguez et al., 2009). Ahora bien, en estos mismos experimentos no se encontraron, en
los sobrenadantes de estas células infectadas con rotavirus, otras citocinas como IL-1B y
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TNF-a, que son mediadores inflamatorios importantes encontrados en respuestas a
patogenos intestinales (Franco-Cortés, 2016). Todo esto en conjunto hizo sugerir que los
sobrenadantes de células infectadas con rotavirus tienden a inducir una respuesta no-
inflamatoria (no-Th1) (L.-S. Rodriguez et al., 2009). Esto fue evaluado en un estudio donde
se trataron células dendriticas humanas con rotavirus purificado o con sobrenadantes de
lineas celulares Caco-2 infectadas con rotavirus y posteriormente se cocultivaron con
linfocitos T CD4+ virgenes alogénicos, de manera tal de poder determinar si el rotavirus,
en el contexto de un microambiente intestinal, era capaz de modular la funcion de células
dendriticas y estas a su vez, promover una respuesta tipo Th1 o Th2. En efecto, se
encontr6 que el sobrenadante de células infectadas con rotavirus generd células
dendriticas capaces de inducir una respuesta tipo Th1 mas baja que aquellas tratadas con
virus purificado (L. S. Rodriguez et al., 2012).

Por lo anterior, con el objetivo de establecer si TGFB1 era responsable de mediar
este efecto durante la infeccion por rotavirus, los sobrenadantes de células Caco-2 se
incubaron con anticuerpos anti-TGFB o anti-TSLP (Del inglés, Thymic stromal
lymphopoietin) antes del tratamiento de las células dendriticas. Cabe decir que estas dos
citocinas han sido ampliamente estudiadas como inmunomoduladores de la inmunidad
intestinal (Rimoldi et al., 2005) (lliev, Mileti, Matteoli, Chieppa, & Rescigno, 2009). Se
encontré un aumento significativo en la frecuencia de células T CD4+ que producen IFN-y
cuando se bloqued el TGFB1 en el sobrenadante de células infectadas con RRV (del inglés,
Rhesus rotavirus) en comparacion con sobrenadantes donde esta citocina no se bloqued
(L. S. Rodriguez et al., 2012). De tal manera que el bloqueo de TGFf1 incrementd la
capacidad de las células dendriticas para promover una respuesta tipo Th1. Todo esto en
conjunto sugirié que el TGFB1 inducido por rotavirus en las células Caco-2 podria ser un
mecanismo de evasién inmune, lo que podria explicar la baja respuesta de células T

especificas de rotavirus (L. S. Rodriguez et al., 2012).

2.2 Inhibidores del TGF usados en el estudio de la
inmunidad contra rotavirus

Una de las principales estrategias para evaluar la funcion del TGFB durante la

infeccion por rotavirus es mediante el uso de inhibidores de la sefializacion del receptor de
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TGFB, que tienen como principal ventaja bloquear el sitio de unién del ligando al receptor,
0 mejor aun, inhibir la actividad kinasa del receptor de TGFf1 (Colak & ten Dijke, 2017).
Esto permite reducir o eliminar el posible efecto inmunomodulador que pudiera estar
teniendo el TGF( en la inmunidad contra rotavirus, lo que ayudaria a apoyar o rechazar la
hipétesis de que el rotavirus aumenta los niveles de TGF[ y promueve una baja respuesta

de linfocitos T necesarios para inmunidad contra rotavirus (Franco-Cortés, 2016).

Una aproximacion usando este tipo de moléculas ha sido evaluada en estudios in
vitro con células T CD4+ tratadas con fracciones que contenian microvesiculas de CEl
infectadas con rotavirus donde se observé que al pretratar estas células con un inhibidor
sintético de la senalizacion del receptor TGFBRI, el ALK5i (del inglés, Activin receptor-Like
Kinase inhibitor, SB431542) se restaurd la viabilidad y la proliferacion de estos linfocitos
(estimulados policlonalmente), que probablemente estaban siendo modulados por el TGF[3
presente en éstas microvesiculas (Barreto et al., 2010). Estudios ex vivo similares se
realizaron con células mononucleares de sangre periférica de adultos sanos, en que se
observé que al bloquear el TGFB con su inhibidor natural, el LAP, o usando ALKS5i, las
frecuencias detectadas de linfocitos T CD4+ especificos de rotavirus productores de IFN-
y aumentaron (Mesa et al.,, 2010). Esto indica que el TGFB probablemente se esté
comportando como regulador negativo, o que hace que la respuesta de células T CD4+

sea poco eficiente (Franco-Cortés, 2016).

Para evaluar el papel del TGFf en la infeccion por rotavirus en un modelo in vivo se
han realizado estudios donde se inmunizan ratones neonatos C57BL/6 con un virus
heterdlogo de simio (RRV, Rhesus Rotavirus) en presencia o ausencia de anticuerpos anti-
TGFB y anti-LAP. En otros experimentos se administrd por via intraperitoneal y diluido en
DMSO un ALK5 inhibidor (ALK5i) de la via de sefalizacion del receptor del TGFf1
(TGFBRI) (Rey et al., 2019). En dos de tres experimentos, el anticuerpo contra TGF[
disminuyé levemente la capacidad de proteccion de la vacuna y simultaneamente parecen
existir decrementos en la capacidad de la vacuna de inducir Linfocitos T y anticuerpos
intestinales IgA especificos de rotavirus (Rey et al., 2019) pero no modulé los niveles de
diarrea inducidos por el virus. Por su parte, el ALK5Si tampoco modula el desarrollo o
intensidad de |a diarrea, pero si existe la tendencia de este compuesto a inhibir la respuesta
de IgA y linfocitos T especificos de rotavirus. Sin embargo, de acuerdo con la literatura, los
ratones control, que solo recibieron el diluyente (DMSO) tuvieron la tendencia a tener

respuestas T mas bajas que los ratones que no recibieron DMSO (Lin et al., 2015),
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sugiriendo que el diluyente puede afectar los resultados experimentales. Un aspecto
importante a mencionar es que este inhibidor solo se puede administrar por via
intraperitoneal (Segawa et al., 2010) y a la fecha no se ha demostrado que tenga un efecto
claro a nivel intestinal. Lo ideal seria tener un inhibidor, administrado en un diluyente
inocuo, que pueda ser administrado por via oral de forma que pueda tener un efecto directo
en el intestino, que es el principal sitio de replicacion del rotavirus (Crawford et al., 2017).
Una alternativa ideal para este propdsito es el uso del Galunisertib (LY2157299
monohydrate) que, como fue mencionado anteriormente, es un inhibidor de la cascada de
sefializacion mediada por kinasas de serina/treonina del receptor TGFBRI o ALK5
(Herbertz et al., 2015) que esta siendo evaluado en ensayos clinicos como terapia contra
el cancer de colon (Yingling et al., 2018) y que al ser administrado por via oral en ratones
produce una robusta respuesta inmune en el intestino caracterizada por aumento de
células T CD4 productoras de IFN-y y de células T CD8 que expresan GZMB (del inglés,
Granzyme B) (Tauriello et al., 2018). Este inhibidor es, ademas, capaz de inhibir la via
clasica de sefnalizacion del TGFBRI en la cual el TGFB funciona en forma autocrina, lo que
se traduce en disminucién de la expresién de genes, no solo de TGF[3, sino también de
otros genes que son regulados por la citocina (Calon et al., 2012). Si estos resultados se
extrapolan a un modelo murido de infeccion por rotavirus donde se inhiba el TGFf con
Galunisertib antes de la vacunacion con el virus heterdlogo (RRV), se podria determinar si
al bloquear la citocina se modulan los niveles de diarrea y la expresion de los genes
TGFB1, I111y Serpine1. Ademas, como parte del presente proyecto, uno de los objetivos
fue evaluar si el rotavirus, como se ha visto que lo hace in vitro (L. S. Rodriguez et al.,
2012), induce TGFB a nivel intestinal. Estos resultados ayudaran a clarificar el papel
inmunomodulador del TGFB en una infeccion intestinal viral in vivo, sobre lo que poco se

conoce a la fecha (Wilen et al., 2018).



3.0bjetivos

3.1 Objetivo General

Evaluar los niveles de TGFB y de diarrea inducida durante la infecciéon por rotavirus
heterélogo en ratones neonatos tratados o no con Galunisertib, un inhibidor del receptor 1

de la citocina.

3.1.1 Objetivos Especificos

= Comparar los niveles de ARNm y proteina de TGFf a nivel sistémico e intestinal
en ratones neonatos infectados con una cepa de rotavirus de simio a los cuales se

les ha inhibido o no el receptor | de la citocina con Galunisertib.

= Comparar los niveles de diarrea inducida por rotavirus de simio en ratones
neonatos a los cuales se les ha inhibido o no el receptor 1 de la citocina con

Galunisertib.






4.Metodologia

4.1 Evaluacién de los niveles de expresion de ARNm y
produccién de TGFB en animales infectados con RRV

Como primera parte de este objetivo (ver tabla 4-1) se evalué la produccion de
TGFp, a nivel de proteina y ARNm, en ratones C57BL/6 de 4 dias de nacidos los cuales,
al dia 0, recibieron por via oral 10® o 10” UFF/mL (Unidades formadoras de foco) de RRV
(un virus heterélogo utilizado como cepa vacunal en humanos) en 50uL o 50uL de Mock
(sobrenadante de células donde se cultiva el RRV). Luego, cada dos dias (hasta el dia 12),
a tres ratones por grupo se les practicé eutanasia (grupo control y grupo infectado) y se
les extrajo sangre, bazo, higado e intestino, con el fin de medir, mediante ELISA, la
concentracion de TGFf a nivel de proteina a partir de suero y contenido intestinal, y medir,
mediante PCR en tiempo real (RT-qPCR), la concentracion de TGFB a nivel de ARNm a
partir de muestras de bazo, higado e intestino. Cabe destacar que el trabajo con animales
de esta parte de la metodologia fue realizada por Laura Rey, de la Pontificia Universidad
Javeriana, como parte de su trabajo de grado orientado al estudio de la respuesta inmune
(Rey, 2018).

Tabla 4-1. Esquema general del experimento de infeccién con RRV

EDAD 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
DPI 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
EUT EUT EUT EUT EUT EUT
CTRL MOCK
(n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3)
EUT EUT EUT EUT EUT EUT
108 VIRUS
(n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3)
EUT EUT EUT EUT EUT EUT
107 VIRUS
(n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3)

CTRL: Animales no infectados; 10%: Animales infectados con 108 UFF/mL de RRV; 107:

Animales infectados con 107 UFF/mL de RRV: EUT: Eutanasia; DPI: Dias posinfeccion con el virus.
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4.1.1 Produccion de virus

El RRV fue producido en células MA104 (una linea celular de tejido de rifidn de
mono verde africano) en presencia de tripsina, y posteriormente sometido a un protocolo
de semipurificaciéon de virus mediante un gradiente de sacarosa al 40% (Ver anexo A). La
determinacion del titulo viral se realizdé usando un ensayo de formacion de focos (FFA, del
inglés, Focus Forming Assay (Vancott et al., 2006) (Ver anexo B). El titulo obtenido fue de

10° unidades formadoras de focos por mililitro (UFF/mL)

4.1.2 Animales

Los animales C57BL/6 usados para la experimentacion fueron originalmente
obtenidos de Charles River (Wilmington MA), criados bajo condiciones libre de patégenos
(SPF, del inglés Specific-pathogen-free) y alojados, durante los experimentos, en la sala
de patoégenos en la Unidad de Biologia Comparativa (UBC) de la Pontificia Universidad
Javeriana. Todos los experimentos, protocolos y procedimientos realizados sobre el
modelo murido neonatal (animales C57BL/6) fueron avalados y aprobados por el CICUA
(Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales) de la Pontificia Universidad Javeriana
(Ver anexo F). ElI CICUA se cifie a los lineamientos de la Ley 84 y de la Guia para el
cuidado y uso de los animales de laboratorio “Guide for the care and use of laboratory
animals” y realiza monitoreos pos-aval. El trabajo también fue aprobado por el comité de
investigacion y ética de la Facultad de medicina de la Pontificia Universidad Javeriana (Ver

anexo E).

4.1.3 Medicion de TGF mediante ELISA

La concentracion de TGFB1 en suero (activo, mas latente activado con HCI) y en
contenido intestinal (activo espontaneamente, sin activar con HCI) (Gomes-Santos et al.,
2017) fue determinado con un kit comercial de ELISA Duoset para TGFB1 (R&D) siguiendo
las instrucciones del fabricante (Ver Anexo C). Este kit tiene los componentes basicos
necesarios para el desarrollo de un ELISA tipo sandwich para medir TGFB1 natural y
recombinante, con un limite de deteccion de 31.3 pg/mL.
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4.1.4 Medicion de ARNm de TGFB mediante RT-qPCR

Para evaluar la expresion de ARNm de TGFf en intestino, higado y bazo se realizd
PCR cuantitativa relativa. Cada o6rgano, previamente almacenado en solucion
conservadora de RNAlater, se homogeniz6 con Tissue Tearor homogenizer, se
resuspendié en solucién de TRIzol y cloroformo, y el ARN fue purificado usando columnas
de RNeasy minikit de Qiagen. EI ARN total de cada 6rgano (£2000ng) se convirtié en ADN
complementario (ADNc) usando un kit de sintesis de ADNc (Transcriptor First Stand) de
Roche. Tanto el ARN como el ADNc aislado fue cuantificado mediante espectrofotometro

Nanodrop.

Finalmente, para determinar la expresiéon relativa de TGFB1, se tomaron
aproximadamente 50ng de cDNA en una PCR en tiempo real, en la cual se us6 GAPDH
(Glyceraldehyde phosphate dehydrogenase) como gen de referencia (housekeeping
gen). Se utilizd una mezcla maestra (LightCycler 480 probes Master) con sondas de
hidrolisis UPL (del inglés, Universal Probe Library, Roche) marcadas con FAM para el gen
de interés tgf31, y marcadas con Yellow 555 para el gen de referencia gapdh. Las
reacciones se realizaron en duplicado y se us6 agua grado PCR, como control negativo.
La temperatura inicial de denaturacion fue de 95°C por 10 min, seguida por 45 ciclos de
una reaccion de amplificacion de tres pasos con temperaturas de denaturacion,
anillamiento y extension previamente estandarizadas, de 95°C por 10seg, 60°C (63.4°C
para tgf31) por 30seg y 72°C por 10seg, respectivamente. Culminando con un ciclo de
enfriamiento y extension final a 40°C por 10seg. Se usaron los siguientes primers: Mus
musculus tgfB1 (NM_011577.2), Fwd (5-TGGAGCAACATGTGGAACTC-3") y Rev (3'-
GTCAGCAGCCGGTTACCA-5"); Mus musculus gapdh (Cat. 05 046 211 001), Fwd (5°-
ATGGTGAAGGTCGGTGTGA-3") y Rev (3-AATCTCCACTTTGCCACTGC-5") obtenidos
del software Probefinder (Roche Applied Science). La PCR en tiempo real se realizé en un
LightCycler Nano. Los resultados se expresaron como expresion génica relativa usando el
método propuesto por Pfaffl (Pfaffl, 2001) para corregir por la eficiencia de cada gen

usando el siguiente modelo matematico, donde E es la eficiencia de la curva estandar:

(E gen de interés)ACt gen de interés (Ct control—Ct muestra)

Razon = (E gen de referencia)ACt gen de referencia (Ct control-C muestra)

Lo cual determiné el “fold change o veces de cambio”, es decir, el nimero de veces
que se expresa el gen (positiva o negativamente) con respecto al grupo control.
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4.2 Evaluacion de los efectos del Galunisertib sobre la
diarrea en animales infectados con RRV

Como segunda parte de este objetivo se utilizd Galunisertib, un nuevo inhibidor del
receptor | del TGFB que se administra por via oral y que se ha demostrado tener un efecto

directo en el intestino (Tauriello et al., 2018).

4.2.1 Determinacion de la dosis de Galunisertib

Para poder establecer la dosis a usar en los ratones neonatos, se realizd un
experimento para estandarizar el protocolo de administraciéon del Galunisertib (todas las
dosis de Galunisertib dada a los animales se calcularon de acuerdo con los pesos
estimados de los ratones de la UBC). Con base en la literatura (Tauriello et al., 2018) se
administraron dos dosis diferentes de Galunisertib, una dosis alta de 720ug/g y una dosis
baja de 320ug/g (Para detalles en la preparacién de las dosis, ver anexo D). Ademas, se
considerd el uso reportado de Galunisertib por via oral (Tauriello et al., 2018) y en

esquemas de 1 o 2 veces al dia. El experimento se resume en la tabla 4-2:

Tabla 4-2. Esquema de inhibicion de Galunisertib en ratones C57BL/6

0 12 24 36
Grupo 48 horas Dosis
horas | horas | horas | horas
1 X X X X Eutanasia 720 ug/g
2 X X Eutanasia 720 ug/g
3 X X X X Eutanasia 320 ug/g
4 X X Eutanasia 320 ug/g
5 X X X X Eutanasia Diluyente

Se tuvieron 5 grupos experimentales, en los cuales se usaron dos ratones C57BL/6 de 4 dias de
nacidos por grupo. En las primeras 4 condiciones experimentales se administré por via oral, el
Galunisertib: 720 pg/g de forma continua (Grupo 1), 720 ug/g de forma intermitente (Grupo 2), 320
Mg/g de forma continua (Grupo 3), 320 ug/g de forma intermitente (Grupo 4). Finalmente, el ultimo
grupo correspondio a los animales controles, es decir, el grupo 5 solo recibio el diluyente del farmaco
(1% carboximetilcelulosa de sodio, 0.4% lauril sulfato de sodio, 0.05% anti-espumante A (de Sigma)
y 0.085% polivinilpirrolidona) (Tauriello et al., 2018) (Para detalles de la funciéon de cada reactivo

del diluyente, ver Glosario de términos).
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A las 46-48 horas después de la primera dosis, a los ratones se les practico
eutanasia por dislocacion cervical y el intestino delgado se obtuvo para evaluar el ARNm
de TGFB1 y de 2 genes regulados por la citocina. Es decir, el efecto del Galunisertib se
midio tanto por el efecto sobre el ARNm del TGFB, y ademas, indirectamente con la
disminucion de los niveles de ARNm de genes modulados por el TGF8, como son Serpine
(gen que codifica para la glicoproteina inhibidora del activador del plasminégeno 1, del
inglés Plasminogen activator inhibitor-1, PAI-1) (Laping, 2002) e I/11 (gen que codifica para
interleucina 11, IL-11) (Calon et al., 2012).

4.2.2 Esquema de tratamiento

El tratamiento con Galunisertib se comenzé al dia -1 (ratones de 4 dias de edad) por
via oral y a la dosis seleccionada previamente. Al siguiente dia (Dia 0), los grupos que
corresponden recibieron por via oral con sonda orogastrica aproximadamente 50 uL de 108
UFF/mL de RRV o “mock” y se les sigui6 el tratamiento con Galunisertib o el diluyente
escogido en el experimento de estandarizacion a los ratones infectados. Luego, durante 5
dias (a partir del dia 0) se les evalud la presencia e intensidad de la diarrea, esto significa:
presencia de heces diarreicas después de la palpacion suave del abdomen. La severidad
de la diarrea fue evaluada por un experimentador que desconocia los tratamientos (en
ciego), hasta que ésta desaparecid (aprox. 4-5 dias). Se evaluaron los siguientes

parametros:

Tabla 4-3. Evaluacion cuantitativa de la severidad de la diarrea en ratones C57BL/6

N° de Camada
N° de Animal o tratamiento
Severidad de la Diarrea Puntaje | Parametro
2 Amarillo
Color de la diarrea 1 Amarillo — Marrén
0 Marrén
Total
2 Muy sucio
Grado de Suciedad Perianal 1 Algo sucio
0 Limpio
Total
Consistencia de las heces Muy flguida
Liquida
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Pastosa

Sélida

Total

Para evaluar el efecto del Galunisertib sobre los niveles de TGF y los genes que esta

citocina modula, a los dias 1, 2, 3 y 12 post vacunacion se les practico eutanasia a 3

ratones de cada grupo (sin darles la dosis de inhibidor ese dia) para obtener intestino

delgado y evaluar el ARNm de los genes seleccionados tgf31, serpine1 e il11. El esquema

general del procedimiento se muestra en la siguiente tabla:

Tabla 4-4. Esquema general del experimento de inhibicion con Galunisertib en

ratones vacunados o no con RRV

DPI -1 1 5 6 7 8 9 10 1" 12
EDAD 4 6 10 1" 12 13 14 15 16 17
DIA 1 DIAR

MOCK
CTRL EUT
DIA 2 DIAR
MOCK | DIAR
CTRL EUT
DIA 3 DIAR
MOCK | DIAR | DIAR
CTRL EUT
DIA 12
MOCK | DIAR | DIAR | DIAR | DIAR | DIAR EUT
CTRL
DIA 1 RRV | DIAR
GAL

GAL GAL EUT

DIA 2 RRV | DIAR | DIAR
GAL

GAL GAL GAL | EUT
DIA3 L RRV | DIAR | DIAR | DIAR

GAL GAL GAL | GAL | EUT
DIA 12 RRV | DIAR | DIAR | DIAR | DIAR | DIAR

GAL GAL | GAL | GAL | GAL | GAL | GAL | EUT

GAL GAL GAL | GAL | GAL | GAL | GAL

DIA 1 RRV | DIAR
DIL

DIL DIL EUT
DIA 2 ol RRV | DIAR | DIAR

DIL DIL DIL EUT
DIA3 ol RRV | DIAR | DIAR | DIAR

DIL DIL DIL DIL EUT
DIA 12 RRV | DIAR | DIAR | DIAR | DIAR | DIAR

DIL DIL | DIL | DIL | DIL | DIL | DIL | EUT

DIL DIL DIL DIL DIL DIL DIL

DPI -1 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
EDAD 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17
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El tratamiento se comenz¢ al dia -1 (ratones de 4 dias de edad) por via oral a la dosis seleccionada
previamente (320ug/g o 720ug/g). Al siguiente dia (Dia 0), los grupos correspondientes (GAL:
Galunisertib, DIL: diluyente de Galunisertib y CTRL: Controles) recibieron por via oral con sonda
orogastrica aproximadamente 50 uL de 108 UFF de RRV (Grupo GAL y Grupo DIL) 0 50 pL de Mock
(Grupo control). Luego, durante 5 dias posterior a la inoculacién con el virus o con Mock, se les
evaluo6 la presencia e intensidad de la diarrea (DIAR). El tratamiento con Galunisertib se continué
dando en algunos grupos hasta los dias estipulados para la eutanasia (EUT) de estos. Estas se
practicaron a los dias 1, 2, 3 y 12 post vacunacion a 3 ratones de cada grupo (sin darles la dosis de
inhibidor ese dia) para obtener intestino delgado para evaluar el ARNm de los genes seleccionados,

y ademas suero y contenido intestinal para evaluar por ELISA el nivel de TGF31 a nivel de proteina.

4.3 Evaluacioén de los niveles de expresion de ARNm y de
produccién de TGFB en animales infectados con RRV
y tratados o no con Galunisertib

4.3.1 Medicion de ARNm de tgf31, serpine1 e il11 mediante RT-
gqPCR

Para determinar la expresion relativa de los genes seleccionados: tgf31, Serpinet e
1111, 50ng de ADNc se utilizé una PCR en tiempo real en la cual se us6 GAPDH
(Glyceraldehyde phosphate dehydrogenase) como gen de referencia (housekeeping
gen). En este caso, se utilizé TagMan™ Fast Advanced Master Mix, ensayos de expresion
génica Tagman que contienen primers especificos de genes y sondas de hidrdlisis Tagman
marcadas con FAM (Tagman Gene Expression Assays de Applied Biosystems, Thermo
Fisher Scientific). Los conjuntos de sondas/primers utilizados fueron: (tgf31
(Mm01178820_m1); /111 (Mm00434162_m1); Serpine1 (Mm00435860_m1) y gapdh
(Mm99999915_g1).

Las reacciones fueron realizadas en duplicado y se us6 agua grado PCR como
control negativo. La temperatura inicial de denaturacion fue de 95°C por 2min, seguida por
40 ciclos de una reaccion de amplificacion de dos pasos con temperaturas de
denaturacién, anillamiento/extension de 95°C por 1seg y 60°C por 20seg, respectivamente.
Los resultados se expresaron como se menciond antes, a través del método Pfaffl de

expresion génica relativa (Pfaffl, 2001).
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4.3.2 Analisis Estadistico

Mediante el uso de estadistica no paramétrica se realizaron comparaciones entre
los grupos. Para la evaluacion del porcentaje de animales con diarrea y analisis de
mortalidad se uso prueba de Fisher, y para la evaluacion de la intensidad de la diarrea se
uso prueba Mann Whitney. Ambas pruebas se realizaron mediante el programa GraphPad
Prism 6 (Graph pad software, inc. San Diego, CA). Una p<0.05 se considerd
estadisticamente significativa.



5.Resultados

5.1 Evaluacién de los niveles de expresion de ARNm y de
produccién de TGFB en animales infectados con RRV

Se sabe que la infeccion por rotavirus de simio, RRV o SA11, aumenta los niveles
de TGFB1 en células Caco-2 (L.-S. Rodriguez et al., 2009) o en células HT29 (Chanda,
Nandi, & Chawla-Sarkar, 2016), respectivamente. Con el objetivo de apoyar o no la
hipotesis que la infeccion por rotavirus heterdlogo induce TGFB en un modelo in vivo,
ratones neonatos C57BL/6 entre 5 a 7 dias de edad fueron infectados con dos dosis de
RRYV, un virus vacunal que se sabe induce proteccion en ratones, pero que sigue siendo
virulento, traduciéndose en una diarrea leve en los animales durante 5 dias (Vancott et al.,
2006).

Se determind el nivel de transcripcion del ARNm de TGFB1 en los dias 2, 4, 6, 8, 10
y 12 posteriores a la infecciéon con 1x10%® UFF/mL RRV o 1x10” UFF/mL RRV en intestino
(intestino delgado y grueso), higado y bazo en ratones lactantes de 5 dias de nacidos.

Ratones infectados con la dosis mayor (1x107 UFF/mL de RRV) tuvieron incremento
de la expresion relativa del transcrito del gen para tgf31 en el intestino a todos los distintos
puntos de tiempo evaluados (Figura 5-1A), especialmente en los dias 2 y 12 posinfeccion,
con una mediana de 22,3 veces y 7,5 veces comparado con los ratones no infectados,
respectivamente. En el caso de los ratones infectados con la dosis menor (1x10% UFF/mL
de RRV) también se observéd un incremento consistente al dia 8 y 12, con valores de
mediana en 3,1y 5,2, respectivamente (Figura 5-1A). Al dia 6, en los ratones vacunados,
ya sea con la dosis mayor o menor, se observo un incremento de la mediana de 12 veces,
sin embargo, los datos presentan mucha variabilidad, por lo que es dificil establecer una

conclusion.
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En higado y en bazo solo se observaron leves incrementos (2 veces comparado con
los ratones no infectados) en la expresion relativa del gen en animales infectados (Figura
5-1B-C). De tal forma que estos resultados indican que la infeccion con RRV produce
regulacién positiva del gen tgf31 en el intestino, pero no (0 en muy bajos niveles) en higado

y bazo.

Figura 5-1: Niveles de ARNm de tgf81 a distintos puntos de tiempo luego de la

infeccion con RRV
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Ratones C57BL/6 fueron vacunados con 108 UFF/mL o 107 UFF/mL de RRV. A los dias 2, 4, 6, 8,
10 y 12 posinfeccion, a 1 a 4 ratones de cada grupo (representados en circulos grises) se les
practico eutanasia para obtener intestino, higado y bazo para evaluar niveles de ARNm de tgf31.
El fold-change o veces de cambio de las muestras de animales infectados fue calculado por el
método Pfaffl (Pfaffl, 2001) en comparacion con ratones no infectados y utilizando niveles de ARNm
de gapdh endégenos para la normalizacion. Se muestran los niveles de ARNm del gen {gf37 en (A)
intestino (B) higado, y (C) bazo. Los datos se muestran en escala logaritmica en base 10, las barras

representan la mediana del grupo y los valores por encima o por debajo de 1 (linea punteada) indica
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regulacion positiva o negativa del gen, respectivamente. Las muestras del dia 10 no se incluyeron
en el analisis porque solo se tenian datos de los animales controles e infectados con 108, pero no

de aquellos infectados con 107.

Posteriormente se determind, mediante ELISA, la concentracion de TGF1 en
suero y contenido intestinal (porcidn de intestino delgado y colon con contenido fecal). En
contraste con los resultados de expresion génica encontrados en intestino, al dia 2 y 12
posinfeccion, en suero (Figura 5-2A) y contenido intestinal (Figura 5-2B) no se observé
ningun incremento de TGFB1 en los ratones infectados con algunas de las dos dosis, en
comparacion con los ratones no infectados, ademas, los datos presentan mucha

variabilidad para generar alguna conclusion.

Figura 5-2: Niveles de TGFB1 en suero y contenido intestinal a distintos puntos de

tiempo luego de la infecciéon con RRV
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Ratones C57BL/6 fueron infectados con 10¢ UFF/mL o 107 UFF/mL de RRV. A los dias 2, 4, 6, 8,
10 y 12 posinfeccion 1 a 4 ratones de cada grupo se les practicd eutanasia para obtener suero y
contenido intestinal para evaluar por ELISA los niveles de TGF1. Se muestra la concentracion de
la citocina en pg/mL en (A) suero, y (B) contenido intestinal. Los datos se muestran en escala lineal,
las barras representan la mediana del grupo y las figuras representan los animales controles
(circulos azules), animales que recibieron 10® UFF/mL (circulos verdes) o 107 UFF/mL de RRV
(circulos naranjas). Las muestras de suero del dia 10 no se incluyeron porque solo se tenian datos

de los animales controles, pero no de los animales infectados.

5.2 Efectos del Galunisertib sobre la diarrea en animales
infectados con RRV

Con el objetivo de estandarizar la dosis de Galunisertib se realizd un primer
experimento, donde se administré a un grupo de ratones (n=2) una dosis de 320 ug/g o
una dosis de 720 pg/g, siguiendo el esquema de tratamiento descrito en la metodologia
(Tabla 4-2). Se observé que todos los animales que recibieron la dosis de 720 ug/g, ya sea
en forma continua o intermitente, murieron (Figura 5-3), pero no aquellos que recibieron la
dosis 320 ug/g. De tal forma que estos resultados indican que una dosis de Galunisertib

de 720 ug/g una o dos veces al dia tiene un efecto letal en ratones neonatos.

Figura 5-3: Curva de Sobrevida de cada grupo a los distintos puntos de tiempo

evaluados
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Se tuvieron 5 grupos experimentales (ver tabla 4-2), en los cuales se usaron dos ratones C57BL/6
de 4 dias de nacidos por grupo. En las primeras 4 condiciones experimentales se administré por via

oral el Galunisertib: 720 ug/g de forma continua (Grupo 1), 720 ug/g de forma intermitente (Grupo



Capitulo 5 29

2), 320 yg/g de forma continua (Grupo 3), 320 ug/g de forma intermitente (Grupo 4). Finalmente, el

ultimo grupo correspondié a los animales controles que recibieron el diluyente del farmaco.

Tomando en cuenta estos datos se concluyd que la dosis de 320 pg/g podria
administrarse en un esquema de una o dos veces al dia. Sin embargo, para asegurar el
bienestar de los animales, debido a que la administracion de la dosis dos veces al dia
podria acercarse a la dosis letal, se selecciond para el siguiente experimento la dosis de
320 ug/g una vez al dia.

Luego se realiz6 un segundo experimento que tuvo como objetivo evaluar la
capacidad del Galunisertib de inhibir la expresion de los genes serpinet, ill11 y tgfB1 en
ratones vacunados con RRV (tratados o no con Galunisertib) o no vacunados (ratones
Mock, aquellos inoculados con el sobrenadante de células donde se cultiva el RRV). En
resumen, el tratamiento se comenzé al dia -1 (ratones de 4 dias de edad) por via oral a la
dosis seleccionada previamente (320ug/g). Al siguiente dia (Dia 0), los grupos
correspondientes (Galunisertib, diluyente del Galunisertib y controles) recibieron por via
oral 108 UFF/mL de RRV (Grupo Galunisertib y Grupo diluyente) o Mock (Grupo control).
Luego, durante 5 dias luego de la inoculaciéon con el virus o con Mock se les evalué la
presencia e intensidad de la diarrea. El tratamiento con Galunisertib se continué
administrando en algunos grupos, hasta los dias estipulados para la eutanasia de estos
(ver tabla 4-4). Las eutanasias se practicaron a los dias 1, 2, 3y 12 posinfeccion a 3 ratones
de cada grupo (sin darles la dosis de inhibidor ese dia) para obtener intestino delgado,
bazo e higado para evaluar el ARNm de los genes seleccionados, y ademas suero y
contenido intestinal para evaluar por ELISA los niveles de TGFf a nivel de proteina.

Todos los animales que conformaron el grupo del dia 1, 2 y 3 posinfeccién tuvieron
buena evaluacion del bienestar durante el tratamiento, sin embargo, el grupo de ratones
que conformod el dia 12 (Galunisertib, n=2 y diluyente, n=3) presentaron retraso en el
crecimiento a partir del dia 8 postratamiento, de tal forma que a partir del dia 9
postratamiento se comenzaron a tomar los pesos de los animales de forma individual para
poder administrar las dosis exactas del inhibidor. Para poder llevar comparaciones, se
tomaron los pesos de los animales del grupo control que seguian el mismo esquema de
tiempo pero que no recibieron Galunisertib o diluyente. En la figura 5-4 se presentan los
pesos registrados de los ratones de cada grupo, comparado con el peso esperado de los
animales de la Unidad de Biologia Comparativa de la Pontificia Universidad Javeriana. Se

observé que los animales del grupo control tuvieron una cinética de crecimiento muy
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similar, lo cual era lo esperado, pero no se observd este mismo comportamiento en los
animales que fueron tratados, ya sea con Galunisertib o diluyente. De igual forma, a partir
del dia 8 postratamiento los animales comenzaron a recibir el Galunisertib o el diluyente
de forma intermitente (cada dos dias) hasta el dia 12 posinfeccién que culminé el
experimento. Estos resultados sugieren que, en el contexto de una infeccion por rotavirus
heterdlogo, el diluyente del Galunisertib causa un retardo en el crecimiento en animales

neonatos.

Figura 5-4: Cinética de crecimiento de animales infectados o no con RRV y tratados

con Galunisertib o diluyente.
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Ratones C57BL/6 de 4 dias de edad fueron tratados con 320ug/g de Galunisertib en 50uL de
diluyente. Al dia siguiente los animales de cada grupo fueron infectados con 108 UFF/mL de RRV
(Dil: Diluyente, n=3 y Gal: Galunisertib, n=2) o Mock (Ctrl: Control, n=4). A partir de los 12 dias de
nacimiento (9 dias postratamiento) se comenzaron a hacer toma de pesos periédicas antes de cada
tratamiento con el inhibidor. Se muestra la cinética de crecimiento desde el dia 12 al dia 16,

excluyendo el dia 15 donde no hubo registro de los pesos de los animales de la caja 2.

Con respecto al analisis global de la mortalidad, éstas solo se presentaron los
primeros tres dias de tratamiento. De los animales tratados con Galunisertib, 4 de 15
ratones murieron (26.6%), y de 13 ratones que recibieron el diluyente solo se encontré una
mortalidad (7.6%). Sin embargo, al realizar prueba de Fisher no se encontré diferencia
estadisticamente significativa (p=0.333). De tal forma que no se puede concluir que el

Galunisertib causa mortalidad en ratones neonatos infectados con RRV a una dosis de 320
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Mg/g, una vez al dia. Ademas, es importante mencionar que estas mortalidades fueron
dadas en los grupos (cajas) de los animales subjetivamente mas pequefios de lo esperado,
y las dosis dadas estos primeros dias no se ajustaron al peso de los ratones, pues como
se ha dicho antes, soélo al dia 9 luego del tratamiento fue que se comenzaron a ajustar las
dosis, de acuerdo con el peso individual de los ratones.

También se estudié el efecto de la inhibicion del TGFR en los niveles de diarrea
inducidos por la infeccién por rotavirus. Sélo al dia 1 posinfeccion (Figura 5-5A) se observé
una cierta tendencia del Galunisertib para inhibir la diarrea (2 de 13 animales), sin
embargo, como en otros experimentos realizados en el laboratorio usando anticuerpos
anti-TGFB (Rey et al.,, 2019), no se encontraron diferencias, cuando se analizaron
comparativamente con los animales que recibieron diluyente (6 de 13 animales) (prueba
de Fisher p=0.208). Al dia 4 posinfeccién todos los animales (2/2) tratados con el
Galunisertib presentaron diarrea, comparado con 0 de 3 animales en el grupo diluyente
(sin diferencias estadisticas, prueba de fisher p=0.428).

Por otro lado, se evalud la intensidad de la diarrea (Figura 4B) donde se tomé en
cuenta el puntaje promedio de ésta, entre el numero total de animales con diarrea, sin
encontrar diferencias entre los grupos (prueba de Mann Whitney, p=0.805). De manera tal
que estos datos sugieren que en el grupo de ratones infectados con RRV vy tratados con
Galunisertib, la frecuencia de animales que desarrollaron diarrea y los puntajes de
intensidad de la diarrea fueron comparables con aquellos animales tratados con el
diluyente. Por lo tanto, el Galunisertib usado para inhibir el TGFf no modificé la

enfermedad inducida por la infeccién con RRV.

Figura 5-5: Frecuencia e Intensidad de la Diarrea en animales tratados con

Galunisertib
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Ratones C57BL/6 de 4 dias de edad fueron tratados con 320ug/g de Galunisertib en 50uL de
diluyente. Al dia siguiente los animales de cada grupo fueron infectados con 108 UFF/mL de RRV
(DIL: Diluyente y GAL: Galunisertib) o Mock (Ctrl: Control). Luego, durante 5 dias (a partir del dia 0)
se les evaluo la presencia (A) e intensidad de la diarrea (B). Para este experimento se utilizaron 13
animales por grupo que fueron disminuyendo a razén de las eutanasias estipuladas por dia de
infeccion. (A) Los numeros en fraccion indica el nimero de animales con diarrea entre el numero

total de animales evaluados.
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5.3 Evaluacién de los niveles de expresion de ARNm y de
producciéon de TGFB en animales infectados con RRV
y tratados o no con Galunisertib

Como ultima parte de este trabajo se quiso evaluar la capacidad del Galunisertib de
inhibir la produccion de TGFB1. En la figura 5-1A se observo que el RRV, en la mayoria de
los tiempos evaluados, es capaz de aumentar los niveles del transcrito de tgfB71 en
intestino. Por lo anterior, el siguiente objetivo era confirmar estos resultados y evaluar si
en presencia de un inhibidor de la senalizacion del TGF1 con efecto directo en el intestino
(Tauriello et al., 2018) se podria revertir este efecto. Y no sélo eso, puesto que el TGFf31
también modula la expresion de otros genes tales como Serpine1 e il11 (Calon et al., 2012)
(Tauriello et al., 2018), se quiso evaluar la expresion de estos genes, que podrian ser
usados como marcador indirecto del papel del TGF31 en inmunomodulacién y en particular

en nuestro modelo de infeccién por rotavirus heterélogo.

Como fue descrito en la metodologia, ratones neonatos de 5 dias de edad fueron
infectados con 108 UFF/mL de RRV en presencia o ausencia de Galunisertib. Luego, a los
dias 1, 2, 3 y 12 posinfeccion se midié el ARNm en muestras de Intestino. Por otro lado se
evaluo la produccion de TGFB1 a nivel de proteina en muestras de suero y contenido

intestinal.

Contrario a lo esperado (Figura 5-6A), no se observo incremento en la produccion
de ARNm de TGFB1 en los ratones vacunados con RRV y tratados con diluyente, ni
inhibicion de la expresion de TGFB1 en el intestino, al tratar con Galunisertib. Tampoco se
encontraron diferencias entre los tratamientos con los tres genes evaluados al dia 1, 3y
12 posinfeccién, mientras que si se observd una leve disminucion de la expresion de
ARNmM de los tres genes, al dia 2 posinfeccion en animales tratados con el diluyente. Sin
embargo, estos resultados no son concluyentes debido a la gran variabilidad encontrada

en los datos y bajo niumero de ratones.

En conjunto, estos resultados indican que el tratamiento con Galunisertib no tuvo el
efecto esperado de inhibicion de la expresion de TGFB1 ni de los genes modulados por
esta citocina, a saber serpine1 e il11.

Figura 5-6: Niveles de ARNm de tgf31, serpine1 e il11 a distintos puntos de tiempo

luego de la infeccion con RRV en animales tratados o no con Galunisertib
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Ratones C57BL/6 fueron vacunados con 10% FFU/mL de RRV. A los dias 1, 2, 3, y 12 posinfeccion
1 a 3 ratones de cada grupo (representados en circulos grises) se les practicé eutanasia para
obtener intestino para evaluar niveles de ARNm de tgf31, serpine e il11. El fold-change o veces de
cambio de las muestras de animales infectados fue calculado por el método Pfaffl (Pfaffl, 2001) en
comparacion con ratones no infectados y utilizando niveles de ARNm de gapdh enddgenos para la
normalizaciéon. Se muestra los niveles de ARNm del gen tgf37 en (A), del gen serpine1 en (B) y del
gen il11 en (C). Los datos se muestran en escala logaritmica en base 10, las barras representan la
mediana del grupo y los valores por encima o por debajo de 1 (linea punteada) indica regulacion

positiva o negativa del gen, respectivamente.

En muestras de suero de los ratones reportados en la figura 5-7A, los niveles de
TGFB1 fueron comparables entre ratones infectados con RRV (tratados con Galunisertib o
Diluyente) y el grupo control Mock. También se observé, especialmente en el grupo control
y Diluyente, una correlacion positiva entre dias posinfeccion y niveles de TGFB1, que

podria ser proporcional al crecimiento de los ratones.

En el contenido intestinal (Figura 5-7B) se observo, al dia 12 posinfeccion, una leve

disminuciéon en los niveles de la citocina en los animales tratados con Galunisertib
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(promedio=57, n=2), en comparacion con el grupo Diluyente (mediana=135, n=3) y el grupo
control (mediana=185, n=4). Sin embargo, los datos de este Ultimo grupo presentan mucha
variabilidad, por lo que es dificil inferir que hay diferencias entre tratados con Galunisertib
y controles, ademas, el nUmero de animales es pequeio en el grupo Galunisertib. En
conclusion, todos estos datos revelan que en muestras de suero y contenido intestinal no

detectamos diferencias entre los tratamientos.

Figura 5-7: Niveles de TGFB1 en suero y contenido intestinal a distintos puntos de

tiempo luego de la infeccion con RRV en animales tratados o no con Galunisertib
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Ratones C57BL/6 fueron infectados con 108 UFF/mL de RRV. A los dias 1, 2, 3 y 12 posinfeccion 1
a 4 ratones de cada grupo se les practico eutanasia para obtener suero y contenido intestinal para
evaluar por ELISA los niveles de TGFB1. Se muestra la concentracion de la citocina en pg/mL en
(A) suero, y (B) contenido intestinal. Los datos se muestran en escala lineal, las barras representan
la mediana del grupo y las figuras representan los animales controles (circulos azules), animales

que recibieron el diluyente, Dil (circulos verdes) o Galunisertib, Gal (circulos naranjas).






6.Discusion

Con el objetivo de evaluar si la infeccion con RRV induce TGFp a nivel sistémico e

intestinal y si la inhibicion del receptor 1 de la citocina con Galunisertib modula los

niveles de diarrea inducida por el rotavirus, se infectaron ratones neonatos entre 4 y 7

dias de edad con un virus heterélogo de simio (RRV). Basicamente, se realizaron dos

tipos de experimentos: El primero consistio en infectar ratones neonatos con dos dosis

del virus: 1x10’UFF/mL y 1x108UFF/mL; y un segundo experimento que consistié en

infectar ratones neonatos con 1x108UFF/mL del virus en presencia o ausencia de

Galunisertib (Ver flujograma en Anexo A).

En resumen, con el desarrollo de este proyecto se establecié que:

Los animales que recibieron RRV, especialmente con la dosis mayor, tuvieron
aumento en la expresion del ARNm de tgf31 en intestino, pero no en higado y
bazo, ademas, no presentaron incremento en los niveles de la citocina en suero
y contenido intestinal. Lo que sugiere una compartamentalizacion de la
respuesta, pues no se evidencio respuesta a nivel sistémico.

El diluyente del Galunisertib tuvo un efecto negativo sobre la ganancia de peso.
Y, contrario a lo esperado, la expresion de ARNm de tgf31 parece disminuir en
los animales que recibieron el diluyente.

El tratamiento con Galunisertib no tuvo el efecto esperado sobre la inhibicion de
la expresion de TGFB1 y de los genes modulados por esta citocina, a saber,
serpinet e il11.

El Galunisertib no tuvo ningun efecto sobre la frecuencia e intensidad de la

diarrea inducida por el rotavirus.

La mucosa intestinal tiene un papel muy importante en la defensa contra patégenos

intestinales y en el mantenimiento de la homeostasis intestinal, dado por una

combinacion entre la microbiota, células epiteliales, tejido linfoide organizado, células
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T, células dendriticas y citocinas, que establece un ambiente tolerogénico en el
intestino (Rezende & Weiner, 2018). Este ambiente esta caracterizado por la
produccion de citocinas inmunoregulatorias, principalmente TGFB, un importante
regulador negativo que, como mostrados en estudios previos usando modelos in vitro
(L.-S. Rodriguez et al., 2009) (L. S. Rodriguez et al., 2012), podria ser utilizado por el
rotavirus para la evasion de la respuesta inmunitaria en su sitio de replicacion: el
intestino.

En este estudio, se evalué esta hipotesis usando un modelo de infeccidén por
rotavirus en ratones neonatos, que ha sido bien estudiado y que asemeja muy bien la
infeccién en humanos (Burns et al., 1995). Ademas, ha mostrado ser aplicable al
estudio de la enfermedad con cepas no muridas (Uhnoo et al., 1990). En este modelo
se uso un rotavirus heterdlogo de simio (RRV), que es idéntico serotipicamente a las
cepas de rotavirus humano tipo 3 (G3P[3]) (Mackow et al., 1988) y que ha sido usado
como cepa vacunal en humanos (Midthun et al., 1985). Este virus, aunque no produce
enfermedad en humanos (Midthun et al., 1985), en ratones produce una leve diarrea
que dura de 5 a 6 dias (Vancott et al., 2006). Esto sucede porque la mayoria de las
cepas heterélogas se replican muy ineficientemente en el intestino de estos animales,
y se requiere una dosis de 5 a 6 logaritmos mas altos que el virus homoélogo a fin de
producir diarrea (Uhnoo et al., 1990). Sin embargo, se ha visto que para que ratones
BALB/c puedan ser completamente protegidos, frente a un reto con un virus murido,
necesitan recibir una dosis de 1x10” UFF/mL de RRV por animal (Feng, Burns, Bracy,
& Greenberg, 1994). Por lo anterior, en este estudio se decidié comparar ratones
infectados con 1x108 UFF/mLy 1x107 UFF/mL de RRV (Feng et al., 1994).

Luego de administrar 1x10’UFF/mL a ratones neonatos se observo, en todos los
13 animales evaluados (Figura 5-1A), una estimulacion del ARNm de tgf371 en el
intestino, lo cual pudiera en cierto modo apoyar la hipétesis de que el RRV induce
TGFB1 en un modelo in vivo. Sin embargo, los resultados son un tanto cuestionables
porque, en un experimento piloto realizado en el laboratorio, se observd que al usar
esta misma dosis en ratones neonatos de 5 a 7 dias de edad se produce mortalidad de
hasta un 25% un dia luego de la infeccion (Rey, 2018). No obstante, se desconoce la
causa de esta mortalidad, porque en otros estudios con ratones neonatos que usa la
misma dosis, ya sea en ratones BALB/c a los 7 dias de edad (Vancott et al., 2006), o
en ratones 129Sv a los 5 dias de edad (Feng, Yasukawa, Sen, & Greenberg, 2013) no
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se observo este efecto letal. Quizas una de las explicaciones es debida a la atresia
biliar producida por RRV, sin embargo, esto solo ha sido observado a dias tardios (7 a
8 luego de la infeccion) con una dosis de 1.5x108 UFF/mL/ratdn por via intraperitoneal
en ratones BALB/c infectados a un dia de nacimiento (Wang et al., 2011). Ademas, es
importante resaltar que hasta el momento no existen estudios donde hayan utilizado
esta dosis en ratones C57BL/6. Por lo tanto, estudios adicionales parecen ser
necesarios para determinar la causa de mortalidad en estos ratones.

Ninguno de los animales que recibieron 1x10°UFF/mL de RRV presentd mortalidad.
Mas aun, se observo que al utilizar 1x10’UFF/mL se obtuvo una menor proteccion
(mayor excrecion de antigeno viral en materia fecal) frente a un reto con un virus
homodlogo 12 dias luego de la infeccidén, comparado con aquellos que recibieron una
dosis baja de 1x108UFF/mL que obtuvieron una proteccion parcial (Rey, 2018). Estos
resultados podrian hacer pensar que, es posible que el aumento en la expresion
relativa del transcrito del gen para tgf31 haya favorecido una menor proteccion en los
animales infectados con la dosis alta de RRV. A este respecto se decidid usar la dosis
de 1x10°UFF/mL para los siguientes experimentos.

Segun lo predicho por estudios in vitro realizados en nuestro laboratorio (L.-S.
Rodriguez et al., 2009) (L. S. Rodriguez et al., 2012), esta es la primera vez en la
literatura que se reporta la induccion de TGFB1 a nivel de ARNm en un modelo in vivo
de infeccion por rotavirus en ratones. Nuestros resultados también parecen concordar
con estudios previos en cerdos gnotobidticos inoculados con rotavirus humano, donde
se observd aumento significativo en los niveles de TGFB en muestras de contenido
intestinal a partir del dia 2 posinfeccién (F. Liu et al., 2013). Sin embargo, nuestros
resultados estan en desacuerdo con hallazgos previos en animales BALB/c infectados
con una cepa SA11 de rotavirus heterdlogo de simio, donde se detecté un decremento
en los niveles de expresion relativa del ARNm de tgf87 en muestras de yeyuno e ileon
(Kawahara et al., 2017). De manera tal que es dificil llegar a una conclusion certera en
nuestro modelo, por lo que es necesario realizar mas experimentos para corroborar
este resultado.

Similar a nuestros resultados con rotavirus, otros autores, en un modelo viral de
infeccion por Influenza, también hallaron la expresién de TGF@ a partir del dia 1
posinfeccion y hasta el dia 6 posinfeccion, donde se observa el pico de expresion
(Denney et al., 2018). En nuestro caso el comportamiento parece ser similar, solo que

en una forma bifasica de subida y bajada a partir del dia 2 (Figura 5-1A), lo que pudiera


warden
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¿Qué tiene de diferente los ratones C57 con respecto a los otros?
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coincidir, en cierto modo, con la deteccion en intestino, de antigeno viral y virus
infeccioso descrito por VanCott (Vancott et al., 2006), que también se puede asociar
con el pico de diarrea observado al dia 2 en este modelo de infeccion con RRV (Vancott
et al., 2006). Es decir, la expresion de ARNm de tgf31 en tiempos tempranos luego de
la infeccion puede estar relacionado con aumento en la cantidad de antigeno viral, virus
infeccioso y la diarrea. Y aunque el aclaramiento del RRV ocurra a partir de los 5 a 6
dias posinfeccion (Vancott et al., 2006), el TGFB1 podria mantenerse activo hasta el
dia 12 posinfeccidon (Figura 5-1A). Esto también se ha reportado en el modelo de
infeccién por Influenza, donde el aclaramiento viral ocurre al dia 3 posinfeccion vy, sin
embargo, el TGFB derivado de células epiteliales se sigue liberando en las vias
respiratorias por lo menos hasta el dia 6 posinfeccion (Denney et al., 2018).

Partiendo del mismo modelo de infeccién en neonatos se buscé evaluar los efectos
de Galunisertib sobre la diarrea en animales infectados con RRV. Asi mismo, se midio
el TGFB a nivel de ARNm y proteina en estos animales tratados o no con el inhibidor.
El primer paso fue estandarizar la dosis de Galunisertib que produjera una inhibicion
eficiente en tejidos intestinales. Basado en la literatura (Tauriello et al., 2018) y por
comunicacion personal con el mismo autor, se decidié probar dos dosis del inhibidor
por via oral (previamente evaluadas en ratones adultos): Una dosis de 1440mg/Kg/dia
(720 ug/g) que equivale a nueve veces la dosis en humanos (160mg/dia) (Rodon et al.,
2015) donde se pueden tener resultados éptimos de inhibicion, pero puede generar
efectos secundarios; y una segunda dosis mas baja de 640mg/Kg/dia (320 ug/g) (4
veces la dosis humana) que puede funcionar bastante bien, no parece provocar efectos
secundarios y se puede usar para tratamientos prolongados (D. Tauriello,
comunicacion personal, 25 de marzo de 2018). Atendiendo a estas consideraciones, y
tomando en cuenta los resultados encontrados (figura 5-3), se escogio la dosis baja
para los siguientes experimentos. Sin embargo, de forma inesperada se observé un
efecto negativo en el bienestar de los animales (figura 5-4) a partir del dia 8
postratamiento, no por efecto de la dosis usada, sino por efecto del diluyente usado
como vehiculo. De las evidencias anteriores, este efecto no se habia descrito en
ratones adultos usando el mismo diluyente (Calon et al., 2012). Sin embargo, hasta la
fecha, ningun estudio se ha hecho al respecto usando ratones neonatos. Ademas,
todos los reportes de toxicidad publicados para estos compuestos solo han sido
evaluados en animales adultos (Mondal & Yeasmin, 2016) (Nair, 1998) (Cutler,
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Collings, Kiss, & Sharratt, 1974). Solo uno se ha publicado (Moore, 1983) de cara a la
evaluacion de seguridad de lauril sulfato sédico (SLS), donde se encontré efecto
negativo en la ganancia de peso en perros cachorros Beagle que recibieron SLS al 2%
por via oral. Sin embargo, en nuestros experimentos se usd una concentracion del
0.4%, que esta dentro de los parametros establecidos para la administracion oral de
forma segura de este agente emulsificante y solubilizante de medicamentos (Medicines
Agency, 2015). También se han reportado casos de pérdida de peso en ratas Wistar
adultas que recibieron Polivinilpirrolidona (PVP) por via oral a una concentracién del
10% (Nair, 1998). Sin embargo no es razén para tomar algun dato concluyente porque
en nuestros experimentos se us6 una concentraciéon al 0.085%. De tal forma que es
dificil pensar que las concentraciones usadas de cada uno de los componentes del
diluyente del Galunisertib hayan producido un bajo bienestar en los animales. Es muy
probable que el efecto negativo en la ganancia de peso se deba al efecto combinado
de la infeccion con rotavirus, sumado a la administracion del diluyente, de forma que
bajo un efecto probablemente sinérgico o aditivo, se potencien los efectos téxicos de
los componentes del diluyente.

Aunque no se han reportado efectos negativos sobre la ganancia de peso con el
uso de Carboximetilcelulosa (CMC) (uno de los componentes del diluyente), si se han
reportado cambios fisioldgicos en el intestino delgado al administrar este agente
emulsificante a concentraciones del 2% (Swidsinski et al., 2009), muy cercana a la
usada en nuestro estudio (1%). Estos investigadores encontraron que CMC induce el
sobrecrecimiento bacteriano y la inflamacion del intestino delgado en animales
susceptibles (Swidsinski et al., 2009). Esto en cierto modo podria explicar los efectos
inesperados del diluyente sobre la expresion de ARNm de tgf31, serpinet e il11 (figura
5-6), ya que en un contexto inflamatorio de este tipo se puede romper la tolerancia
inmune (Rezende & Weiner, 2018), y de hecho se ha visto que en enfermedad intestinal
inflamatoria hay defectos en la sefalizacion TGFB1/Smad debido a la alta expresion
de Smad7, un inhibidor de la actividad de TGFB1 (Troncone, Marafini, Stolfi, &
Monteleone, 2018). Lo que quizas pudiera explicar la regulacion negativa de esta
citocina, observada en algunos animales (Figura 5-6A).

Finalmente, aunque en nuestro estudio no se observaron diferencias entre los
grupos de tratamiento (Control, Diluyente y Galunisertib) (figura 5-5 y 5-7) si se

reprodujo el modelo murido de infeccidon por rotavirus heterdlogo, encontrando
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caracteristicas similares a lo reportado por otros autores (Vancott et al., 2006) y por
resultados previos de nuestro grupo (Rey, 2018).

Una de las limitaciones de nuestro trabajo es el bajo numero de ratones analizados
en los estudios con Galunisertib. Esto se debe al efecto adverso presentado con el
diluyente: cuando se planearon los experimentos se esperaba repetir cada experimento
tres veces con el fin de evaluar la reproducibilidad de los hallazgos y obtener un nimero
de resultados suficientes, para ser analizados mediante estadisticas no paramétricas.
Dado que los ratones tuvieron retardo del crecimiento no hay razon para repetir los
experimentos y debemos analizar los resultados de la mejor manera para avanzar en
el entendimiento del modelo. No obstante, tenemos algunos indicios de la confiabilidad
de algunas medidas.

Como parte anexa de este trabajo de grado se verifico el efecto del tratamiento con
anticuerpos anti-TGFB en muestras de suero de animales infectados con RRV y
tratados o no con el anticuerpo, encontrando una disminucién significativa (p <0,0003)
de 7,4 veces en los niveles medios de TGF[ (activado con acido), en comparacion con
los ratones tratados con control isotipo, 12 dias después de la infecciéon (Rey et al.,
2019), lo que sugiere que los niveles detectados de TGF en suero son confiables.
Estos resultados forman parte del articulo que, recientemente, ha sido evaluado y

aceptado en Journal of Virology (ver anexo I).

6.1 Conclusiones

Usando un modelo murido neonatal de infeccién con un virus heterélogo de simio
(RRV) se demostré que una dosis de 10’UFF/mL y, en menor medida, una dosis
de 108UFF/mL del virus indujo el ARNm de tgf31 en el intestino, lo que apoya la
hipotesis de que el rotavirus induce TGFB1 en un modelo in vivo.

El uso de un inhibidor de la via de senalizacion del receptor 1 de TGFf(1
(Galunisertib) con efecto directo en el intestino no modificé los niveles de diarrea
inducida por RRV.

El diluyente del Galunisertib en el contexto de vacunacion con RRV tiene un efecto
sobre el bienestar de los ratones neonatos y parece tener un efecto sobre la
expresion de los genes que son regulados por el TGFB1, lo que no permite concluir

sobre el efecto del inhibidor.
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6.2 Recomendaciones

En este estudio se esperaba que los resultados de expresion de ARNm de TGB1 en
intestino, se confirmaran con el segundo experimento en animales que no recibieron
Galunisertib, sin embargo, resulté que el diluyente usado como vehiculo influyé en
la respuesta. Para poder concluir de manera certera (con pruebas estadisticas) que
a la dosis de 108 FFU/mL de RRV se induce ARNm de TGF(1, se deben realizar
mas experimentos, especialmente en los dias tempranos posinfeccion.

Para evitar los efectos producidos por el diluyente se recomienda cambiar algunos
componentes por otros mas seguros que también han sido usados como vehiculo
del Galunisertib (Holmgaard et al., 2018) (Kelly M Credill, 2014). De tal forma que
una férmula recomendada podria ser la siguiente: 1% Hidroxietilcelulosa (HEC), que
funcionaria como estabilizante de emulsion, similar a CMC (CIR Expert Panel,
1986); 0.25% Polisorbato 80 (Tween 80) ampliamente usado en preparaciones
farmacéuticas como emulsionante, dispersante o estabilizante (National Toxicology
Program, 1992); y 0.05% del antiespumante (Antifoam A Sigma o Dow Corning®
Antifoam 1510-US).
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B. Anexo: Protocolo de

Dia 1:

semipurificacion de RRV por colchén
de sacarosa

Pelletear el virus asi: Pasar el sobrenadante a tubos Nalgene (25x89mm Ref. 3430-
2526), poniendo 25 ml del sobrenadante por tubo (500mL/25tubos: salen 20 tubos
APROX). Se debe colocar el 75% del contenido total, es decir aprox. 18.75mL.
Pesar los tubos con el sobrenadante haciendo parejas con pesos similares, maximo
con dos decimales de diferencia.

Colocar los primeros 200 mLs (25mL*8 tubos) en rotor 70Ti de angulo fijo
(ultracentrifuga Beckman) y centrifugar a 40000 rpm (170400g) durante 1hora 30
min. (peleteado).

Al sacar de la centrifuga, verificar la presencia del pellet y delinearlo con marcador.
Tomar el sobrenadante y descartarlo. Resuspender el pellet en el menor volumen
posible (200 — 500uL) de medio de cultivo DMEM y dejar en los tubos.

Agregar otros 200mLs de sobrenadante en los mismos 8 tubos y centrifugar a
40000 rpm (165000g) durante 1hora 30 min. Resuspender el pellet en el menor
volumen posible (200 — 500uL) y dejar en los tubos.

De los 8 tubos que salieron en la segunda ronda, descartar el sobrenadante,
resuspender extensamente el pellet de 4 de ellos y agregarselo a los otros 4. Se
debe reducir el nimero de tubos a 4 porque el volumen de los tubos debe estar a
un 75-80% porque si no se danan.

Agregar los 100mLs restantes de sobrenadante repartidos en estos 4 tubos y
centrifugar a 40000 rpm (165000g) durante 1hora 30 min.

Resuspender extensamente los 4 pellets, primero en con un 1 mL de medio de
cultivo DMEM vy luego en 3 mL (en total 4 mL) por tubo y combinar todos los
sobrenadantes y llevar a volumen final de 19 mL.

10. Almacenar el medio con virus a 4°C hasta el dia siguiente. No congelar.

DIA 2:

11.

Agregar aproximadamente 9.5 mL del sobrenadante viral en 2 tubos para rotor
basculante SW41. Es importante guardar 200uL antes del procedimiento.
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12. Posteriormente, agregar lentamente, 1.5 mL de sacarosa al 40% en buffer TNC

13.

14.

15.

DIA 3:

16.

17.

(Tris 10mM, NaCl 100mM, CaCl2 2 mM) teniendo en cuenta de no mezclar las 2
fases.

Colocar los tubos en las camisas para rotor SW41 (basculante) y centrifugar a
27000 rpm (124700g) a 4°C durante dos horas. Este procedimiento se realiza en la
ultracentrifuga L-70 de Beckman Coulter

Decantar el sobrenadante tratando de dejar los mas seco posible el tubo. (nota: Si
se van a realizar varias centrifugaciones no es necesario recuperar el pellet ya que
los tubos se pueden usar hasta 3 veces).

Agregar 100uL de buffer de TNC a cada tubo y cubrir con parafilm. Dejar a 4°C
hasta el dia siguiente.

Resuspender extensamente y pasar el contenido a un eppendorf estéril y
mantenerlo en frio. Lavar extensamente cada tubo con otros 100uL de buffer de
TNC y agrupar todos estos medios en el mismo eppendorf (volumen total
aproximadamente 400pL).

Homogenizar extensamente y hacer aproximadamente 8 alicuotas de 50uL y
congelar a -70°C. También guardar dos pequefias alicuotas de 10uL.



C. Anexo: Protocolo de

cuantificacion de RRYV por
inmunocitotincion

Cultivo de células

1.

Preparar medio de cultivo DMEM (Gibco; no de catalogo 11960-051) con 10% de
suero fetal bovino (SFB) (suplementado con penicilina-estreptomicina 1Xy HEPES
(Gibco; no de catalogo15630) y glutamax (Gibco; no de catalogo 35050061) al 1%
Descongelar células MA104. Utilizar el bano seroldgico a 37°C.

Lavar las células con el medio de cultivo precalentado. Para esto centrifugar a 1400
rpm durante 10 minutos.

Retirar el sobrenadante y resuspender el pellet con 5 mL de medio de cultivo con
SFB.

Agregar las células a un frasco T25 a 37°C con 5% de CO- y dejar hasta el dia
siguiente.

Pase o expansion de células

10.

11.

Pasado el tiempo de incubacion, cuando se observa una confluencia de mas del
80%, retirar el medio del frasco.

Con el objetivo de eliminar el SFB que puede inactivar la accion de la tripsina, se
debe lavar con PBS 1X (Gibco; no de catalogo 14200-075). Girar suavemente el
frasco para retirar las células muertas. Descartar el PBS.

Preparar Tripsina-EDTA 1X y agregar 1mL por cada frasco T25, incubar a 37°C por
5 minutos

Golpear el frasco para ayudar a despegar las células adheridas e incubar por otros
5 minutos a 37°C.

Retirar la suspension celular y sembrar 0.2mL en un frasco nuevo T25 con 5mL de
medio DMEM con 10% SFB (suplementado con penicilina-estreptomicina 1X y
HEPES (Gibco; no de catalogo15630) y glutamax (Gibco; no de catalogo
35050061) al 1%.

Si se requiere congelar células tomar 0.8mL de la suspensién y adicionar en dos
crioviales con 1mL de medio de congelacion (Preparar 3mL de SFB con 10% de
DMSO)



52 Evaluacion del TGF-beta durante la infeccidn por rotavirus heterélogo en un
modelo murido neonatal de inhibicidn de la citocina con Galunisertib

Cultivo en placas

12. Luego de tres pases celulares, se debe retirar el medio de cultivo y se subcultivan
las células en placas de 96 pozos de fondo plano (Corning Costar, 3595)

13. Agregar 250 pL de la suspension celular de un frasco T25 a 20 mL de medio DMEM
8% SFB, y distribuir 200 uL por pozo en una placa de 96 pozos de fondo plano.

14. Incubar a 37°C, 5% de CO..

Infeccién con RRV

NOTA: Se tendran dos placas: 1) placa de fondo plano para para las células en cultivo y
2) placa de fondo en U (Becton Dickinson, 353077) para hacer las diluciones de los virus.

15. Activar el virus in vitro 30 minutos a 37°C con 2 ug/mL de tripsina que debe ser
diluida a dicha concentracion a partir de la concentracion inicial del stock
(almacenada a -70°C).

16. NOTA: Se usaran tres condiciones del virus: 1) Virus (Control Positivo): Se usara
un virus que ya se tenga titulado con concentracion conocida (sobrenadante usado
para los experimentos): Se deben activar 30uL. 2) Virus antes del colchén de
sacarosa: Se pueden activar 30 uL. 3) Virus después del colchén de sacarosa:
Como este virus se tiene poco se debe activar menos: Se pueden activar 30 pL,
tomando 3 uL del stock en 30uL de medio DMEM.

Y si es por duplicado simplemente usar el doble.

17. Durante este tiempo se alista la placa para realizar las diluciones del virus
adicionando (con pipeta multicanal) 120 yL a cada pozo de medio DMEM
(suplementado con penicilina-estreptomicina 1X y HEPES (Gibco; no de
catalogo15630) y glutamax (Gibco; no de catalogo 35050061) al 1%.

NOTA: Se agregan 120uL para poder luego agregar 30uL del virus y alcanzar una dilucién
1/5. Sin embargo si se van a realizar diluciones mayores, por ejemplo, 1/10 se debe
agregar 135uL del medio y 15 uL del virus.

18. Después de observar una capa confluente de células, se debe lavar la placa 3
veces con 200 uL por pozo con medio DMEM libre de SFB y precalentado a 37°C.

19. Dejar en incubacion (37°C 5% CO3) las células con 200 yL de medio DMEM sin
suero, mientras se hacen las diluciones del virus.

20. En una placa de fondo en U realizar diluciones seriadas de cada una de las
condiciones de virus a usar: 1) Del virus control positivo, como se tiene suficiente
realizar diluciones seriadas 1/5 (150/5=30uL) (desde 1/5 hasta 1/390625). 2) Del
virus pre-purificado realizar diluciones a partir de 1/5 (150/5=30uL). 3) Del virus
purificado partir de una concentracion 1/10.

21. Luego de realizar las diluciones, sacar las células de la incubadora, se retiran los
200 pL que se anadieron del medio, y posteriormente se afiaden (de acuerdo con
el mapa establecido) 100 uL de cada dilucion realizada del virus. De esta manera
las células quedaran infectadas.
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22. Incubar la placa a 37°C, 5% de CO- durante 16 horas.
Coloracion
23. Luego del tiempo de incubacion, retirar el medio cuidando de no llevarse la

24,
25.

26.

27.
28.

29.
30.
31.

32.
33.
34.

35.
36.
37.

monocapa.
Lavar las células con 200 uL por pozo de PBS 1X precalentado a 37°C.

Retirar el PBS 1X y adicionar 70 uL por pozo de metanol frio para fijar las células.
Dejar 20 minutos a temperatura ambiente.

Posteriormente, lavar con PBS 1X y adicionar 70 uL anti RV-GP965 a una dilucion
1/4000 en PBS 1X+0,1% de albumina de sérica bovina. Incubar a 37°C por 45
minutos.

Lavar con 200 pL por pozo usando PBS 1X

Adicionar 70 uL de anti-GP-biotina (Ref. BA-7000 vector labs) diluido 1/2000 en
PBS 1X+0,1% de albumina de suero bovina.

Incubar a 37°C por 45 minutos.

Lavar con 200 pL por pozo usando PBS 1X

Adicionar 70 L de estreptavidina-peroxidasa (KPL; no de catalogo 141801) diluida
1/1000 en PBS 1X 1X+0,1% de albumina de suero bovina.

Incubar a 37°C por 45 minutos.

Lavar con 200 pL por pozo usando PBS 1X

Adicionar 50 pL por pozo de AEC (3-Amino-9-ethylcarbazole) (VECTOR; no de
catalogo SK-4200). Preparacion: Medir 5 ml de agua destilada. Adicionar 2 gotas
de buffer, 3 gotas de AEC y 2 gotas de perdxido de hidrégeno. Agitar después de
adicionar cada reactivo.

Mirar al microscopio la formacioén de focos rojos en el control positivo.

Después de 10 a 15 minutos parar la reaccién con agua de la llave.

Para cuantificar las unidades formadoras de foco, contar los puntos rojos (focos)
observados en las filas G o H (correspondientes a las diluciones 1/78125 y
1/390625) y multiplicarlos por el factor de dilucién. Ese valor sera la concentracion
de virus correspondiente en 100 uL que se sembraron. Luego se debe multiplicar
por 10 para que quede a la concentracién de UFF/mL.






D. Anexo: Protocolo de ELISA tipo

sandwich de TGFf1

Materiales

1. Kit de ELISA DuoSet Mouse TGF-31 (Cat. DY1679)

2. Buffer de lavado (0.05% Tween 20 en PBS)

3. Buffer de bloqueo (5% Tween 20 en PBS):

4. Reactivo de dilucion (1.4% SFB delipidizado con 0.05% Tween 20 en PBS, pH 7.

©oeNO

Filtrado con membranas de 0.2um)

Anticuerpo de captura (Mouse TGF-31 Capture Antibody, 480 ug/mL):

Curva estandar (Mouse TGF-B1Standard, 120ng/mL).

Anticuerpo de deteccion (Biotinylated chicken anti-TGF-B1 antibody, 4.5 pg/mL):
Estreptavidina-HRP (streptavidin conjugated to horseradish-peroxidase):

Solucion substrato 1:1 de Perdxido de Hidrégeno (H202 0.02%, KPL Peroxidase
Substrate Solution B, Cat. 5120-0037) y Tetrametilbenzidina (0.4g/L TMB, KPL
Peroxidase Substrate Solution A, Cat. 5120-0048).

10. Solucién Stop (2N de Acido Sulfurico (H2S0.)
11. Buffer de extraccion para muestras de contenido intestinal (BSA 250mg, NaCl

1.17g, EDTA 18.6mg, Tween-20 25uL, PBS 1X csp 50mL)

Dia 1
Procedimiento: Anticuerpo de captura

1.

Diseno de la placa

2. Cubrir la placa de ELISA con 100uL/pozo del anticuerpo de captura a una
concentracion de trabajo de 4ug/mL en PBS estéril 1X.

3. Sellar la placa con pelicula transparente autoadherente.

4. Incubar toda la noche a temperatura ambiente.

Dia 2

Procedimiento: Bloqueo

5. Descartar el sobrenadante.

6. Realizar 3 lavados con 400uL de buffer de lavado.
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7. Luego del ultimo lavado se debe secar bien la placa con ayuda de toallas de papel,
removiendo cualquier remanente de buffer de lavado.
8. Bloquear cada pozo con 300uL de Buffer de bloqueo.
. Incubar a 37°C durante minimo 1 hora.
10. Realizar 3 lavados con 400uL de buffer de lavado.

Procedimiento: Preparacion de la Muestra (Suero)

11.

12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.

El kit recomienda usar diluciones 1/60. Sin embargo si las muestras estan
resuspendidas 1/2 en glicerol se debe realizar una dilucién 1/30.

El kit recomienda activar con HCI a una dilucién 1/4.

Se pueden tomar 8.3uL de muestra y se activan 6uL

Anadir 1.5uL de 1N HCI

Mezclar bien.

Incubar 10min a temperatura ambiente.

Para neutralizar la mezcla, afadir 1.5uL de 1.2 N NaOH.

Mezclar bien.

Antes de agregar la muestra hacer una dilucién 1/60 o 1/30 en reactivo de dilucion.

Procedimiento: Preparacion de la Muestra (Contenido Intestinal)

20.
21.
22.

23.
24.
25.

Pesar el 6rgano con el contenido intestinal

Agregar 1mL de buffer de extraccion por cada 100mg de peso del 6rgano

Luego agregar el volumen de coctel de inhibidores (Sigma P8340-5ML) a una
concentracion final del 1% (1L por cada 100uL) en el volumen de buffer agregado.
Homogeneizar el tejido con Tissue Tearor (985-370)

Centrifugar a 46509 por 10 minutos a 4°C

Tomar el sobrenadante y trabajar con la muestra sin diluir. En todo caso, si hay muy
poca muestra diluirla 1/2 y luego establecer al final un factor de dilucion. En este
caso, 2.

Procedimiento: Adicion de la muestra o curva estandar.

26.

27.

28.
29.

30.
31.
32.

Realizar 7 puntos de la curva haciendo diluciones seriadas 1/2 a partir de una
concentracion stock inicial de 2ng/mL. Aunque el limite de deteccidn del ensayo
es 31.3pg/mL se usa un punto menor a este como control negativo (15.65pg/mL)
Sembrar las muestras preparadas (en duplicado) o curvas estandar afiadiendo
100uL/pozo.

Sellar la placa con pelicula transparente autoadherente.

Incubar por 2 horas a temperatura ambiente.

Descartar el sobrenadante.

Realizar 3 lavados con 400uL de buffer de lavado.

Luego del ultimo lavado se debe secar bien la placa con ayuda de toallas de papel,
removiendo cualquier remanente de buffer de lavado.

Procedimiento: Adicion de Anticuerpos de deteccién y Revelado
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33.

34.
35.
36.
37.
38.
39.

40.
41.
42.
43.
44.
45.

46.
47.

48.

49.

Diluir en reactivo de dilucidon el anticuerpo de deteccidon a una concentracion de
trabajo de 75ng/mL.

Cubrir la placa de ELISA con 100uL/pozo del anticuerpo deteccion diluido.

Sellar la placa con pelicula transparente autoadherente

Incubar a temperatura ambiente por 2 horas

Descartar el sobrenadante

Realizar 3 lavados con 400uL de buffer de lavado

Luego del ultimo lavado se debe secar bien la placa con ayuda de toallas de papel,
removiendo cualquier remanente de buffer de lavado.

Agregar 100uL por pozo de Estreptavidina-HRP

Sellar la placa con pelicula transparente autoadherente

Incubar a temperatura ambiente por 20 minutos (Evitar colocar la placa a la luz
directa)

Descartar el sobrenadante

Realizar 3 lavados con 400uL de buffer de lavado

Luego del ultimo lavado se debe secar bien la placa con ayuda de toallas de papel,
removiendo cualquier remanente de buffer de lavado.

Agregar 100uL por pozo de Solucién Sustrato

Incubar a temperatura ambiente por 20 minutos (Evitar colocar la placa a la luz
directa)

Detener la reaccion agregando 50uL por pozo de solucion Stop (Golpear
suavemente la placa)

Realizar la lectura en un lector de ELISA a una longitud de onda de 450 nm.






E.

Anexo: Preparaciéon y calculos de

dosis de Galunisertib

Materiales

Galunisertib LY2157299 (Shangai BiochemPartner CAS 700874-72-2) (3
gramos): Pureza del 98% con la formula C22H19N50.
Carboxymethylcellulose sodium salt low viscosity (SIGMA Ref.
C5678) 500G: Es un derivado de celulosa (polimero de beta- (1,4) -D-
glucopiranosa) que ayuda a modificar y estabilizar la viscosidad de una
emulsion (De Santis et al.,, 1970). Es nuestro caso se usara la
carboximetilcelulosa de baja viscosidad para hacer que la solucién tenga la
consistencia de solucién acuosa fina (Merck, 2018b). MSDS: No es una
sustancia o mezcla peligrosa de acuerdo con el Reglamento (CE) No.
1272/2008. Sin embargo, si hay contacto con los ojos o con la piel, se debe
lavar con abundante agua.

Polyvinylpyrrolidone K90 (SIGMA Ref. 81440) 250G: Es un polimero de
vinilpirrilidona, higroscépico, amorfo y soluble en agua y en solventes organicos
(Ashland, 2013). Este compuesto es uno de los tres principales excipientes
farmacéuticos nuevos que puede usarse como codisolvente. En nuestro caso
la polivinilpirrolidina (PVP) K90 se usara para evitar la formacién de agregados,
mejorar la disoluciéon y la biodisponibilidad del Galunisertib (poco soluble)
(Chemical Book, 2017). MSDS: No es una sustancia o mezcla peligrosa de
acuerdo con el Reglamento (CE) No. 1272/2008. Sin embargo, si hay contacto
con los ojos o con la piel, se debe lavar con abundante agua.

Antifoam A concentrate aqueous emulsion for bacterial and mammalian
systems (SIGMA Ref. A6582) 100G: Antiespumante A es un producto a base
de silicona utilizado para prevenir o minimizar la formacién de espuma tanto en
sistemas de fermentacion microbiana como en cultivos de suspensiones
celulares de mamiferos (Merck, 2018a). En nuestro caso se usara para evitar
la formacion de espumas en el farmaco diluido. MSDS: No es una sustancia o
mezcla peligrosa de acuerdo con el Reglamento (CE) No. 1272/2008. Sin
embargo, puede ser ligeramente peligroso al contacto con la piel y ojos
(irritante). Si hay contacto con los ojos o con la piel, se debe lavar con
abundante agua.

Sodium dodecyl sulfate BioReagent, suitable for electrophoresis,
for molecular biology, 298.5% (GC) (SIGMA Ref. L3771) 100G: También
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conocido como lauril sufato sodico (SLS, del inglés sodium lauryl sulfate). Es
un detergente anidnico, que en nuestro caso se usara como agente de
solubilizacion de lipidos (Merck, 2003). MSDS: Es un sélido inflamable, nocivo
en caso de ingestion o inhalacion, provoca irritacion cutanea, lesiones oculares
graves, irritacion de las vias respiratorias. En caso de contacto con los ojos
lavar con abundante agua. Asistir a un centro de atencién.

Procedimiento (Calculo de Galunisertib segiin el numero de ratones):

1.

Calcular la cantidad total de Galunisertib (GAL) a usar. En el experimento de
estandarizacion de administracion del GAL se van a administrar dos dosis, una
de 720ug/g y otra de 320ug/g. En la tabla 1, se resume el esquema de
tratamiento.

2. Cada 48 horas preparar una suspension fresca del producto (segun
recomendaciones de Tauriello, Dr Daniele Tauriello Institute for Research in
Biomedicine (IRB Barcelona), comunicacion personal).

3. En la tabla 2 se resume la dosis total en ug o gramos a administrar de GAL
tomando en cuenta el peso de los animales en cada tratamiento.

720ug/g (720mg/Kg) 320ug/g (320mg/Kg)
Edad Tiempo Peso | Dosis total | Dosis total Dosis total Dosis total

del Tratamient (9) a a a a
ratéon 0 administrar | administrar | administrar | administrar
por ratéon por raton por raton por raton
(Mg) (mg) (Mg) (mg)

5 dias 0 horas 2,9063 20922 2,0925 930° 0,9300
5 dias 12 horas | 2,9063 2092 2,0925 930 0,9300
6 dias | 24 horas | 3,3608 2419¢ 2,4119 10754 1,0754
6 dias | 36 horas | 3,3608 2419 2,4119 1075 1,0754

Tabla 2. Célculo de dosis de Galunisertib. 2 Dosis en microgramos a los 5 dias de edad
con Dosis alta (720ug/g*2,9063g PV = 2092ug, que equivale a 2.09mg). ® Dosis en
microgramos a los 5 dias de edad con dosis baja (320ug/g*2,9063g PV = 930ug, que
equivale a 0,93mg. ¢ Dosis en microgramos a los 6 dias de edad con dosis alta
(720ug/g*3,3608g PV = 2419ug, que equivale a 2.41mg. ¢ Dosis en microgramos a los 6
dias de edad con dosis baja (320ug/g*3,3608g PV = 1075ug, que equivale a 1,07mg).

4. En las siguientes tablas (3.1, 3.2, 3.3 y 3.4) se resume la dosis total en

miligramos a administrar por animal (se multiplica por 2, porque son dos
animales por grupo), y la cantidad total de GAL que se debe diluir en el volumen
de diluyente correspondiente.
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0 HORAS
Dosis Alta: 720ug/g (720mg/Kg) Dosis baja: 320ug/g (320mg/Kg)
Gramos a Gramos a
administrar / administrar /
Grupo Via Grupo Via
volumen de volumen de
diluyente diluyente
1 (2 animales) | 4,18mg en 100uL Oral | 1 (2 animales) | 1,86mg en 100uL Oral
2 (2 animales) | 4,18mg en 100uL Oral | 2 (2 animales) | 1,86mg en 100uL Oral
2 animales - 2 animales 1,86mg en 100uL -
4,18mg en 100uL
extras extras
Total 12,56mg/300uL Total 5,58mg/300uL
Total de GAL a usar: 18,14mg
Tabla 3.1. Dosis total a administrar de GAL a las 0 horas.
12 HORAS
Dosis Alta: 720ug/g (720mg/Kg) Dosis baja: 320ug/g (320mg/Kg)
Gramos a Gramos a
administrar / administrar /
Grupo Via Grupo Via
volumen de volumen de
diluyente diluyente
1 (2 animales) | 4,18mg en 100uL Oral | 1 (2 animales) 1,86mg en 100uL Oral
2 (2 animales) No recibe Oral | 2 (2 animales) No recibe Oral
2 animales - 2 animales 1,86mg en 100uL -
4,18mg en 100uL
extras extras
Total 8,37mg/200uL Total 3,72mg/200puL
Total de GAL a usar: 12,09mg
Tabla 3.2. Dosis total a administrar de GAL a las 12 horas.
24 HORAS
Dosis Alta: 720ug/g (720mg/Kg) Dosis baja: 320ug/g (320mg/Kg)
Gramos a Gramos a
Grupo o Via Grupo o Via
administrar / administrar /
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volumen de volumen de
diluyente diluyente
1 (2 animales) 4,82mg/100uL Oral | 1 (2 animales) 2,14mg/100puL Oral
2 (2 animales) 4,82mg/100uL Oral | 2 (2 animales) 2,14mg/100uL Oral

2 animales - 2 animales 2,14mg/100uL -
4,82mg/100uL
extras extras
Total 14,52mg/300uL Total 6,45mg/300uL

Total de GAL a usar: 20,97mg

Tabla 3.3. Dosis total a administrar de GAL a las 24 horas.

36 HORAS
Dosis Alta: 720ug/g (720mg/Kg) Dosis baja: 320ug/g (320mg/Kg)
Gramos a Gramos a
administrar / administrar /
Grupo Via Grupo Via
volumen de volumen de
diluyente diluyente
1 (2 animales) 4,82mg/100uL Oral 1 (2 animales) 2,14mg/100uL Oral
2 (2 animales) No recibe Oral | 2 (2 animales) No recibe Oral
2 animales - 2 animales 2,14mg/100uL -
4,82mg/100uL
extras extras
Total 9,68mg/200uL Total 4,30mg/200pL
Total, de GAL a usar: 13,98mg

Tabla 3.4. Dosis total a administrar de GAL a las 36 horas.

5.

6.

Si se suman todos los totales, se deberian pesar aproximadamente 65,18mg
de Galunisertib.

Se debe preparar una concentracion stock del Galunisertib, que sera la dosis
mas alta de los tratamientos para un raton: 2.41mg/50puL. Del este stock realizar
las otras concentraciones.

Entonces: 2,41mg en 50uL; 62,18mg seran: 1346,77uL
(62,18mg*50uL/2,41mg). Estar pendiente, por si en el momento de pesar se
excede lo deseado, realizar el calculo nuevamente tomando en cuenta el nuevo
peso.

En resumen (stock): Pesar 62,18mg de Galunisertib y diluir en 1346,77uL (Ver
resumen en las siguientes figuras)
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Dosis Alta Dosis Baja
Edad del Ratdn Peso (g) !
(ug/g) (ug/g)
5 dias 2,91 720,00 320,00
6 dias 3,36
Hora 0 Hora 12 Hora 24 Hora 36 Totales
Dosis de GAL por animal (mg) 2,09 2,09 2,42 2,42
DOSIS ALTA  Animales a usar (Unidad) 6 4 6 4 45,12
Total (mg) 12,56 8,37 14,52 9,68
65,18
Dosis de GAL por animal (mg) 0,93 0,93 1,08 1,08
DOSIS BAJA  Animales a usar (Unidad) 6 4 6 4 20,05
Total (mg) 5,58 3,72 6,45 4,30
18,14 12,09 20,97 13,98
Dosis Mas  Volumen de bolo  Total GAL  Volumen de
Stock GAL (a Alta (mg) por animal {ul) (mg) Diluyente (ul)
partir de dosis
alta: 2,42mg)
2,42 50 65,18 1346,77
Dosis Alta Dosis baja
Totat del stock Volumenen Volumen a Totat del stock Volumenen Volumen a CTIDtTI d
Horas del Trat. Del stock (ul})  para todo el Inyectadora Completar de Del stock (ul)  para todo el Inyectadora Completar de asctu ak
tratamiento (ul} {uL) Diluyente (uL) tratamiento (ul) (uL) Diluyente (uL) i (UE;
oh 43,24 259,43 300,00 40,57 19,22 115,30 300,00 184,70
12 h 43,24 172,95 200,00 27,05 19,22 76,87 200,00 123,13 S
24 h 50,00 300,00 300,00 0,00 22,22 133,33 300,00 166,67| i
36h 50,00 200,00 200,00 0,00 22,22 88,89 200,00 111,11
Total 932,38 67,62 414,39 585,61

Figura 1. Resumen de calculos realizados en Excel

Procedimiento (Preparacion de los diluyentes):

9. Segun las indicaciones de Tauriello:

100

Every couple of days I prepare fresh:
61 parts MQ
25 parts A (4x)
5 parts B (20x)|
5 parts C (20x)
_ 4 parts D (25x)

Fuente: (Dr Daniele Tauriello Institute for Research in Biomedicine (IRB Barcelona),
comunicacién personal).

10. Se debe preparar un stock de cada solucién que se utilizara para la mezcla total
del diluyente. En la tabla 4 se resume las concentraciones de cada solucién con
los volumenes a preparar para cada una.

Final

Concentracion

Final

Volumen

Masa soluto
o Volumen

de solucién

Fecha
Expiracion

Almacenamiento
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NaCMC, 4% somL | 2gramos | 202 Por 4°C
meses

PVP, 1.7% 50mL | 0,85 gramos I-éasta por 4°C
meses

Antifoam A, 1% |  50mL 0.5mL ';aSta por 4°C

meses

SDS, 10% 10mL 1 gramo 6 meses o Tempgratura
mas Ambiente

Tabla 4. Preparacion de soluciones stock

11.

12.

13.

14.

Solucion A: NaCMC (Carboximetilcelulosa sédica) al 4%. En un tubo falcon de
15mL pesar 2 gramos del reactivo usando cucharillas estériles o forradas con
papel aluminio (Evitar contaminar el producto con tomas repetidas). En la
campana de flujo laminar, diluir lo pesado (agregando poco a poco), en un tubo
de 50mL con 25mL de agua estéril. Agitar suavemente (con pipetas de cultivo
de 1mL) hasta que disuelva y se disuelvan bien los “clumps”. Cuando se
observe que el reactivo no se puede disolver en los 25mL, afiadir 10mL de agua
y afadir mas reactivo. Repetir el procedimiento afiadiendo mas reactivo y mas
agua. Se debe agitar constantemente con la pipeta. La disolucion sera lenta
pero al cabo de 2 horas podra lograrse el objetivo. Dejar en reposo por 20
minutos para que los grumos se disuelvan y una vez que ocurra esto afiadir el
volumen faltante hasta completar 50mL.

Solucién B: PVP (Polivinilpirrolidona) al 1.7%. En un tubo falcon de 15mL pesar
0.85 gramos del reactivo usando cucharillas estériles o forradas con papel
aluminio (Evitar contaminar el producto con tomas repetidas). En la campana
de flujo laminar, diluir lo pesado (agregando poco a poco), en un tubo de 50mL
tomando una tercera parte del volumen final (15mL), usando agua estéril. Agitar
suavemente (con pipetas de cultivo de 1mL) hasta que disuelva, luego afiadir
35 mL de agua. La PVP es dificil de disolver, porque se forman grumos muy
rapidos, de tal forma que se debe agitar con paciencia, hasta que se disuelve
el reactivo. Dejar en reposo por varios minutos ayuda a que se disuelvan las
pequeias particulas del reactivo. Al final, antes de llevar a volumen final, se
puede agitar el tubo lentamente para acelerar el proceso de disolucion.

Solucién C: Antiespumante-A al 1%. En la campana de flujo laminar y usando
puntas estériles de 1mL, diluir 0.5mL de antifoam-A en 50mL de agua estéril
(Usar tubos de 50mL). Agitar suavemente hasta que disuelva. Como el reactivo
es viscoso se debe tener la precaucion de asegurar que realmente se tomaron
500uL (pipetear los 500uL y retirar muy lentamente la punta hasta que se
observe que el volumen deseado si se tomo)

Solucion D: SDS (Dodecilsulfato sddico) al 10%. En un tubo eppendorf de
1.5mL pesar 1 gramo del reactivo usando cucharillas estériles o forradas con
papel aluminio (Evitar contaminar el producto con tomas repetidas). En la
campana de flujo laminar, diluir lo pesado (agregando poco a poco), en un tubo
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15.

de 15mL en 3mL de agua hasta que disuelva. Luego en pasos repetidos, afiadir
reactivo y agua estéril hasta completar 10mL. En la preparacion de SDS se
forman muchas burbujas, de tal forma que se tiene que tener la precaucién de
no agitar con tanta rapidez para evitar la formacion de burbujas.

Luego de preparar cada stock, se debe calcular la cantidad de solucién a usar
para alcanzar una concentracion final de 1% (4x) para el reactivo A; de 0.085%
(20x) para el reactivo B; de 0.05% (20x) para el reactivo C; y de 0.4% (25x) para
el reactivo D, para un volumen final de 2mL. En la tabla 5 se resume el
procedimiento: (Mirar tabla Excel para ver los calculos)

Reactivo A
(CMCQC)

Reactivo B
(PVP)

Reactivo C
(AntiE)

Reactivo D
(SDS)

Agua estéril

Ci. del
Stock

4%

1.7%

1%

10%

C. final

1%

0.085%

0.05%

0.4%

V. final*

25mL

25mL

25mL

25mL

V. inicial

6,25

1,25

1,25

1,00

15,25

Tabla 5. Procedimiento de preparaciéon de la mezcla de diluyentes del GAL. *Se debe

preparar diluyente de acuerdo con lo que se usara para el experimento

16.

17.

Usando pipetas estériles, en campana de flujo laminar, mezclar todos estos
componentes en un tubo de 50mL.

Una vez mezclado todos los componentes mantener a 4°C hasta su uso. (Usar
en menos de tres dias).

Procedimiento (Mezcla de Galunisertib y diluyente):

18.

19.

20.

21.

22.

En un tubo falcon de 15mL pesar la cantidad requerida de GAL usando
cucharillas estériles o forradas con papel aluminio. (Evitar contaminar el
producto con tomas repetidas).

Siguiendo las tablas Excel, en un tubo de 50mL (segun Tauriello), mezclar el
GAL en la cantidad requerida de vehiculo a usar.

Anadir el GAL (poco a poco). Mezclar bien, invertir, agitar, hacer vortex. Se hara
una fina suspension pero no se disolvera totalmente, siempre habra un
precipitado.

Una vez preparada la mezcla se puede mantener a 4°C. Pero, media hora antes
de su uso se debe dejar a temperatura ambiente.

Antes de cada administracion, la mezcla debe ser agitada constantemente.






F. Anexo: Aprobacion por parte del
comité de Bioética

Pontificia Universidad

JAVERIANA

e 1 1|

FM-CIE-B009-14

EL COMITE DE INVESTIGACION ¥ ETICA DE LA FACULTAD DE MEDICINA DE LA PONTIFICIA
UNIVERSIDAD JAVERIANA

Raf, aTE
CERTIFICA

Cus el proyecto de investigacidn titulade “Papsl del TGF-8 & fs inminided contra rotavirus en &f modela
muirino®, Cuyo investigador principal es Manwe! Antenie France del Institulo de Genetica Humana da ia
Poniificin Universidad Javariana, fus svaluado y aprobado por parte dal Comié de Investgacion y Etica 08 a
Faculiad de Medicing, an su sesidn del 22 da mayo de 2014, considerando |a pentinancia de la nvastigacidn, al
rigar matodoldgico, su cabdad clentifica, la cobarencis y | racionobdad dol preswpuesio propuesto v el
cumplmignio de fas normas Clantifioss, tecnices y élcas. nacionales & inlemacionales que fgen este lipa de
Irvestigaciones

Sobre el posibla impacto en el madio amblanie, al Comild concepiia que por la raturaleza o |a invasbgacdn, &
proyecio ro llens afecios negativos sohre el madio amblente

Con hase en lo exprasado antericrmante, el Comié da Investgackin y Etica conceptla qua &l proyedts cumpis
CON \Di0s o8 requlsiios de caldad axigidos ¥ on corsecuencia gme 50 aprobacin; ol rmspactive concepio se
consigna an al acta N° 3 de la comespandante saaldn

Para este proyecto 88 prend Gue los resuflados amerlisn sef profogidos por los instumentos de propiodad
Irftalgciunl {yin) ser axpleiados comermialmente. Por lo anlarior, se salicliard 8 la Universided adalantar los
brAmitas rmepacivoes sapin b privisto an s politice de propisdad intsectual,

Ze expide esta oorificacion e 27 da mayo da 2014

SrAcio mencionar al nimers e Benlifcacdn anctsda en b referncia, pam ) correspondencia fulura scbre
ata nvestigarion,

Ateranmente,

| de Medicina — Comité de Investigaciones y Etica
niversitario San [gnocm, Corrers T %° 40 — 62, Piso 2, Bagotd, Cobombia, PRX (5710 3208320 Ext 2770 - 2E79227,
54




68 Evaluacién del TGF-beta durante la infeccién por rotavirus heterélogo en un
modelo murido neonatal de inhibicidn de la citocina con Galunisertib

Pontificia Universidad

JAVERIANA

Bogoth

27 da Abril de 2017 FM-CIE-D085-17

EL COMITE DE INVESTIGACION ¥ ETICA DE LA FACULTAD DE MEDICINA DE LA PONTIEICIA
LNIVERSIDAD JAVERIANA

Ref. 2017134

CERTIFICA

Crue el proyecta de imestigacion tiuledo “Papel del TGF-beta en la inmunidad contra rotavirus en un
modela murino de delecion inducible del receptor Il de la citosing”, Cuys investigader principsl es
Manuel Antonio Franco, def Instiuto de Genéfica Humana de fa Pontificls Universidad Javeriana, fue
evaluado y aprobado por parte del Comité de investigacidn v Etica Institusional de la Facultad de Medicina, &n su
sositn del 27 de Abril de 2017, considerando |a perinencia de 1a invesfigacian, el rigor metodoldgics, su calidad
ciantifica, ia coherencia y ia racionalidad ded presupuesto propuesto y of cumplmiento de las normas Clentificas,
técnicas y éticds, nacionales @ intemacionales que rigen este tipo de nvesigaconas,

Sobre el posible Impacto en el medio ambiente, 8l Comita conceptia que por la naturaleza de la Investigacitn, el
proyecio no tiene efectos negativos scbre o madio amblenta

Con bage en b expresado anteriormente, & Comité de Investigacian y Etica Instiucional conceptiza que el proyecio
cumpis con todos los requisios de calidad exigidas y en consecoeencia slorge su aprobacion; el respeciive concepln
se consigna an el acta N° 06 da la comespondiante sesitn,

Se expide esta cedificacion el 27 de Abril de 2017

Solicito mencionar el nimera de idenfificacion anotade en la referencia, para | comesgendenct fulura sobre asta
inwestigacidn.

Aleninmenie,

Facultad de Medicina — Comité de Investigaciones v Etica

Hogpital Linlversigtio San Tgnacie, Correra T N* 400 - 62, Piso 2, Rogeid, Colombia, PBX (571} 3208320 Exl 2770 — 2879217,
Fax IRE2I84




G. Anexo: Aprobacion por parte del
Comité Institucional para el Cuidado
y Uso de Animales de Laboratorio-
PUJ

Documento N C-011-14

Bogota D.C.. 19 de mayo de 2014.

Profesor

Manuel Franco.

Pantificia Universidad Javeriana.
La Ciudad

Respetado Profesor:

En mi calidad de Presidente del Comité Institucional para el Cuidado y Uso de
Animales de Laboratorio de la Pontificia Universidad Javeriana (CICUAL-PUJ)
me dirijo a usted para comunicare que el protocolo titulado: “Papel del TGF-
beta en la inmunidad contra rotavirus en el modelo murino”. Con el
numero de registro FUA 006-14, fue revisado y discutido por el Comité en su
reunion ordinaria del 16 de mayo de 2014 (Acta 004-2014). El mismo fue
APROBADO.

Con esta aprobacion se pueden iniciar los frabajos experimentales que
involucren el uso de modelos animales asociados a este protocolo. Durante el
desarrollo del estudio, el CICUAL programara un monitoreo pos-aprobacion de
protocolos, en el cual la coordinadora de monitoreos realizard una evaluacion
de las condiciones de la unidad de alojamiento y las practicas asociadas al uso
de los animales.

Quedamos atentos a cualquier comentario o inquietud adicional.
Reciba un saludo cordial,

CAMILO DURAN
Prasidente
CICUAL-PL

Pagina 1 de 2
Facullad de Ciencias-CICUAL PUJ

Carera 7 Mo 40-62, Bioterio Ceniral. Bogoia, Colombia, PEX (57-1) 3208320 Exi 4302




70

Evaluacién del TGF-beta durante la infeccién por rotavirus heterélogo en un
modelo murido neonatal de inhibicidn de la citocina con Galunisertib

Pramtificia Usivermisd

JAVERIANA

i Lt e e

Documenta N® C-097-17

Bogota D.C.. 26 de abnl de 2017

Doctor

MANUEL ANTONIO FRANCO
Pontificia Universidad Javeriana
La Ciudad

Respetado Doctor:

En mi calidad de Presidente del Comité Institucional para el Cuidado y Uso de
Animales de Laboratonio de la Pontificia Universidad Javeriana (CICUAL- PUJ)
me dirjo a usted para comunicarle que las correcciones solicitadas del proyecto
titulado Papel del TGF-B en la inmunidad contra rotavirus en un modelo
murino de delecién inducible del receptor Il de la citocina, con el nimero
de registro FUA 044-17, fuercn revisadas. El mizmo fue AVALADO.

Con este aval se pueden iniciar los trabajos experimentales que involucren el
uso de modelos animales asociados a este protocolo. Durante el desarrollo del
astudio, el CICUAL programara un monitoreo pos-aprobacidn de protocolos en
el cual la coordinadora de monitoreos realizara una evaluacion de las
condiciones de la unidad de alojamiento y los procedimientos asociados al uso
de los animales.

Por favor revise el instructivo adjunto que debe tenerse en cuenta para el
desarmollo del proyecto con el seguimiento del CICUAL, asl mismo, una vez se
tenga el cronocgrama de actividades con animales debe ser enviado al comité.

Quedamos atentos a cualquier solicitud o aclaracion adicional

Cordial saludo,

Sl

LORENZA JARAMILLO
Presidenta
CICUAL-PUJ
lorenzaji@javeriana. edu.co
Pagira 1 de 1

Facultad de Cienclas=CICUAL PUJ
Carrera.T No.40-62, Unidad de Biologia Comparativa. Bogota, Colombia, PBX (57-1) 3208320 Ext 4302




H. Anexo: Aprobacién de
Financiacion del Proyecto

Kewin Fabian Cardenas Cristancho

De: Gestion de la Investigacion - Vicerrectona de lnvestigacion

Enviado el: juewes, 16 de noviembre de 2017 219 p. m.

Para: Marnuel Antonio Franco Cortes

CC: Carlos Gomez Restrepo; Alberto Gomez Gutierrez; Diana Marcela Ochioa Ramos;

Claudia Giselle Tovar Mera; Paola Andrea Velasco Escobar; Rosalba Alvarez Rondon;
Liliana Echeverry Hernandez; Pacla Carmenza Barbosa Ayala; Milena Fernanda Sierra
Nawvarro; Kewin Fabian Cardenas Cristancho

Asunto: Financiacion_PPTA 7684_Conwvocatoria Apoyo a proyectos interdisciplinarios de
investigacion

Respetado profesor Manuel Antonio Franco Cortes

Hace algunas semanas entregamos los resultades de las convocatorias intérnas 2007, v algunos provectos no
pudieron ser financiados por razones presupuesiales. No obstante, gracias a un esfuerzo administrativo de la
Universidad, contamos ahora, de manera extraordinaria para este afio, con una fuente complementaria de recirsos
que nos permitird financiar un grupo adicional de proyectos.

Asi, su proyecto *Papel del TGF-8 en la immunidad contra rotavirus en un modelo muring de delecion inducible
del receptor [ de la citocing”, serd linanciado a través de la Convocatoria Apovo o provectos interdisciplinarios
de investigacidn. Felicitaciones, confiamos en que este aporte contribuya al desarrollo de su agenda de
Invesigacion.

En los prdximos dias recibird un correo de Paola Barbosa Ayala con informacidn sobre el presupuesto de su
proyecto.

Cordial saluda

Lnaversidad Cionzalo Hernandez
JAVERIANA | Director de Investigacion

=T Vicerrectoria de Investigaciin
Pontificia Universidad Javeriana
Tel. 320 83 20 ext. 2067

hitpfwww javeriana edu cofblogs/sonzalohernandes!




72

Evaluacién del TGF-beta durante la infeccién por rotavirus heterélogo en un
modelo murido neonatal de inhibicidn de la citocina con Galunisertib

@ I:_l:]l_LI:-IENtI#.b. o ﬁ Tﬂmmqu
- | By
(RRI AR ERNTHA b
s 20153100060231
Bogota, 20-05-2015
Doctor
MANLIEL ANTONIO FRANCO
Investigados Principal

POWNTIFICIA UMNERSIDAD JAVERIAMA
Carrera T No. 40-62
Bogosa, Cundinamarca

Asuni: Carla de inicio del prowects 10385842530, contratn Q02-2015

Apreciads investigador,

El Programa Nacional er Ciencias Basicas, en linea con ks polilicas de Colcencias, le remiid via
comed eRcionco copia del confrato Mo, 0023015, suscrilo entre COLCIENCIAS y la PONTIFICH
UNIVERSIDAD JANVERIAMA, cuyo objelo 25 el fnenciamients. en la modslidad de recuperacitn
cantinganle, dal provecio "FPapet del TGF-beta en la inmunidad conira rofavinus en & modelo muring”
cadgo 120365842550

Con respects 2 lo andericr, quisiera resallar alqunos aspecios de imporencia pars la ejscucion dal
pngyeclo:

Fecha de desembolso: 13 de mayo da 2015,

‘akor del desembnlzo; § 1359138 908 oo micte,

Owracion del proyecto: 36 meses,

Fecha de inicio de fa ejecucian dal proyecio: 13 de mayo de 2018

Fecha de finalizacon de la epcucon dal proyects. 13 de mayo de 2018,

Fecha de entrega de informes de avance cnico y fnanciero; 13 de septiembre de 2016,

Fecha de entmega da informes finges bomea y iranciero; 13 de junio de de 2018

Es necasanio solichar formalments a Colciencias la autorizacidn de ka vinculacitn del personal que
waya & ser conlrafado. asi como kos esludiantes que pariciparan en al proyecio. Adicionakrents,
o la solicited debe adjuntar las respeciivas hojes de vida y aclarar cudles serian kas funciones de
dicha persanal en al marca del preyesto,

9. lguaimente, debe solicitar Iz aulorizaciin previa del supervisor del confrato, para el iraskado de
recursos de un ke & oirg, siemare que e cembip de rube exceda el venie por cero (20%) del
rubre da desting, en el presupussto inicial. 5 no es asi, ushed puade con iodal aulonomia, realizar
los cambios de nubos y reflejario de manera detzlia en los mformes financieros; anexando los res-
pactias saportas,

a0 - O3 h e g R =

Camrors 7 B hig N® 11228
Tt | 5r-0) B2 Raun
Fa: (57-11 625 | TRE
Hoponi 10, - Calomibsie
LRI T S R T B ]




Anexos

73

Sani: [ T000SPORUN

=

Eyy rouinsn o W

10, En la eventuaidad de ser necesana una extensian de fiempo en el perodo de iecucidn 1Bcnica
del proyecto, le sugerimas considerar la posibiidad de sobctar una oriroga del contralo, de2
acuerdo a la Clausula Vigésimo Quinka, con por lo menas Tes {3} meses de anficipacion & vena-
mienie S dcho periodo. E5ta deberd ester respaldada par una ustificacion claramenie angumen
1@la de |85 razones por las cuales usled soliota deho ldmde, asl coms conder con &l aval de la
instfucion.

Le agradecemos tener en cuenta Ios punios anteriores, con el fin de evitar posibles inconvenientss que
padiaran surgr como resufads de incumpimiento da las Clausulas conraciua'es en cuestion,

Motas:

-Los formatcos para la presentacitn de informes [Borico ¥ firanciers [avance ¥ final), & encusntren
disponibles en el Bk hitp: e colciencias gov eoicalidad, oon |a siguients nomenslatura:

«  Informe de ejecucion nancieta corsalidads MI1PRIGFOZ,

»  Informe detalledo de gashos por nubra M30TPRIZFIG.

« Infomme iBcnico de avance o finel de programas oy proyectss de CTel
MKINTPRIGRDE.

-Por oira pante, se recuende dar cumplimiento al aparte de comrapartida establecido en s 1&minas de
refarancia de la convocatona 656 y en b Clausula Sexta del confrato, Esie serd supervisads en cada
une de los infiormes fingnciems enviados a Colciencias.

Desedndoe exilos en el desamlia ¥ gjecucion de su proyecha.

LHE gy

MIGUEL TOBAR

dsesor Asesara

Programa Macional en Ciancias Bascas Programa Nacianal en Crencias Sasicas
Elaborado por CVIZCAING

Carera 7 W hiz K® 131-24
Teldfono: {571 625 Rani
Faoc {5710 428 1 THE
Hespot [, - Calombda

www g iRnein. gov oo







. Anexo: Articulo aceptado en Journal
of Virology

-

Tnline

c

sted ¢

tPo

USCrip

E!F;iE{:l Man

)
=3

J¥1 Accoplod Manusonpt Posted Onling 10 July 2019
. Wirol dol 10011 ZRUNLNXEET 15

Copyright £ 2013 American Soclaty for Microblodogy. AR Rights Resereed.

1]
Il
12
(]

14

1:3
17
4]
19
My
|

LAF" cells modulate protection induced by oral vaccination with Rhesus Rotavines i=a

meonuial mouse model

Laura Maris Rey,* Josd Angel G Josd Maeus," Luz-Sxelia Rodrigues,” Manin Alonse

Randin,” Juana Angel.” sred Museel Antomio Franco's

eemiman de Gendtics Humone, Feoulad de Medicina, Pontificia Usiversidad Joveriana,
Bogoid, Cobombia

"'D-rpﬂnl:l:nl of Microhiolegy, Pontificia Universidad Javerisns, Bogotd , Colombis,
“Depanmesd of Clinkenl  Epidemiclogy and Biosiaiissics, Ponmfic  Usiversidad
laweriana, Bogo, Colombia.

Niepariment of Prarmacy, Universidad MNacional de Cobambin, Begotd, Colombia,

Banning Head: LAF™ cells modulaie insmemity o BY in neonstal mice

& didress comespondence 50 Manuel Franco, mafrancoj@ javenana eda co

Word coumt: sheiract 1744 tex 500

V8anG Ag GLOZ ‘21 AP uo B0 wse il diiy wo) pepeopmod




76 Evaluacién del TGF-beta durante la infeccién por rotavirus heterélogo en un
modelo murido neonatal de inhibicidn de la citocina con Galunisertib

Serum
A dekk )
40000, ' :
= 30000
s T
k.
= 20000
o
& 10000- ks
" "alor
ﬂ T T T
o Q
& F
& A7 »
& 2
& &

Supplementary Figure 8. Levels of TGFp before challenge (12 days after vaccination) in the different groups of antibody treated
mice. TGFP was measured by ELISA in serum samples from mice 12 days after vaccination. Results are shown for individual mice of
two experiments performed. IC: Isotype control antibody. ***statistically significant difierence between RRV-IC and RRV-anti-TGFB
treated mice p=0.0003 Mann-Whitney test.
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