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RESUMEN

El glioblastoma es el tumor glial con el peor prondstico entre este tipo de
tumores. A pesar de la agresiva terapia multimodal empleada para su tratamiento el
resultado siempre es fatal, con una esperanza de vida de solo 15 meses
aproximadamente. Existe una pequefia poblacion celular dentro del tumor emparentada
a las células troncales neurales (CTNSs), la cual se denomina como células iniciadoras
de glioma. Estas células son muy resistentes al tratamiento convencional, y estan

asociadas a las recaidas y a la generacion de nuevos tumores.

Se ha propuesto al virus del Zika (ZIKV) como un virus oncolitico en contra
del glioblastoma, infectando principalmente a la poblacion de las células iniciadoras de
glioma, generando muerte por apoptosis. La infeccion se debe a la interaccion de la
proteina de envoltura (proteina E) del virus con los receptores de la célula blanco.

En nuestro laboratorio se comprobo la capacidad migratoria de las CTNs hacia
los sitios de lesion tumoral, mostrando un alto tropismo hacia las células de glioma. En
el presente trabajo se demuestra la presencia de los receptores al ZIKV Axl, Tyro3 'y
Tim1 en las células de glioma, los cuales permiten que estas células sean un blanco de
infeccion para el ZIKV. Ademas, se logrd expresar a la region que codifica para la
proteina E en el genoma del ZIKV en las CTNs, tanto a nivel de transcrito como de
proteina. Aprovechando el alto tropismo de las CTNs hacia las células de glioma, la
expresion de la proteina E puede ser empleada para la generacion de un modelo de

reconocimiento contra las células iniciadoras de glioma.



ABSTRACT

Glioblastoma has the worst prognosis among glial tumors. Despite the
aggressive multimodal therapy used for its treatment, the result is always fatal, with a
life expectancy of only approximately 15 months. There is a small cell population
within the tumor that is related to the neural stem cells (NSCs), which are called
glioma-initiating cells. Glioma-initiating cells are highly resistant to conventional

treatment, and are associated with relapses and the generation of new tumors.

Zika virus (ZIKV) is an oncolytic virus against glioblastoma, that infects mainly
mainly the population of glioma-initiating cells and generates death by apoptosis.
ZIKV infection is due to the interaction of the viral envelope protein (E protein) with
the cell receptors.

In our laboratory, the migratory capacity of the NSCs towards the sites of tumor
lesion was verified, showing a high tropism towards the glioma cells. This thesis
demonstrates the presence of ZIKV receptors Axl, Tyro3 and Tim1 in glioma cells,
which allow these cells to be an infection target for ZIKV. In addition, we were able to
express the region that codes for E protein in the ZIKV genome in NSCs, both at the
level of transcript and protein. Taking advantage of the high tropism of NSCs towards
glioma cells, the expression of protein E can be used to generate a recognition model

against glioma-initiating cells.



1. Introduccion



1.1 Tumores de origen glial
1.1.1 Clasificacion de los gliomas

Los gliomas son tumores del sistema nervioso central (SNC) que se originan a
partir de células de linaje glial, es decir, a partir de astrocitos, oligodendrocitos o células
ependimarias, generando astrocitomas, oligodendrogliomas y ependimomas
respectivamente (figura 1). Sin embargo, también puede haber tumores poco frecuentes

con composicion celular mixta (Rao et al, 2003).

Glial progenitor cells j
=~ <o
'Astrocyte Oligodendrocyte lEpendymal cél!.

Astrocytoma Oligodendroglioma Ependymoma

Figura 1. Tumores de origen glial. Las células gliales en el SNC pueden generar diversos tipos de
tumores cerebrales (gliomas) dependiendo del linaje celular al cual pertenecen. Los gliomas pueden ser
astrocitomas, oligodendrogliomas o ependimomas (Rao et al, 2003).

Entre los gliomas, los astrocitomas son el tipo de tumor cerebral mas frecuente
y se clasifican segun el grado de malignidad de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) en:

- Astrocitomas de grado | (Ej. Astrocitoma pilocitico)
- Astrocitomas de grado Il (Ej. Astrocitoma difuso)
- Astrocitomas de grado 1l (Ej. Astrocitoma anaplasico)

- Astrocitomas de grado IV (Ej. Glioblastoma)



El glioblastoma multiforme (GBM) es una neoplasia de grado 4, siendo el
glioma con mayor incidencia y también el mas mortal. EI GBM rara vez genera
metastasis fuera del SNC, sin embargo, es un tumor altamente infiltrante en el
parénquima cerebral con bordes indefinidos, lo cual hace imposible la reseccion
quirdrgica completa (Rao et al 2003; Louis et al 2007). Los glioblastomas pueden
originarse a partir de la evolucién de astrocitomas difusos y astrocitomas anaplasicos
dando origen a un nuevo tumor con mayor grado de malignidad (glioblastomas
secundarios). Sin embargo, los GBM suelen aparecer sin la presencia previa de gliomas
de bajo grado originandose un tumor de novo (glioblastoma primario). En la actualidad,
la forma de clasificacion méas aceptada para el glioblastoma se basa en el perfil de
expresion del gen IDH (Louis et al, 2016), el cual codifica para la enzima isocitrato
deshidrogenasa (IDH). La forma mutada de la IDH suele estar relacionada con los
gliomas de bajo grado y los glioblastomas secundarios, y por el contrario, la expresion
de la forma nativa de la enzima estad relacionada con los glioblastomas primarios
(Thakkar et al, 2014).

1.1.2 Tratamiento y epidemiologia del glioblastoma multiforme

Dentro de los tumores gliales, el GBM es el tumor més frecuente en la edad
adulta, el mas dificil de tratar y el de peor pronostico, siendo letal en todos los casos.
El tratamiento convencional consta de cirugia citorreductora, radioterapia y
quimioterapia adyuvante con temozolamida (TMZ). A pesar de la agresiva terapia
multimodal, la media de supervivencia es de aproximadamente 14.6 meses a partir del
momento del diagndstico, siendo una de las neoplasias con peor prondstico. La tasa de
supervivenciaa los 2, 3, 4y 5 afios es de 27.3%, 16.7%, 12.9% y 9.8% respectivamente
(Tran y Rosenthal, 2010).

El GBM tiene una incidencia de 3.19 casos por cada 100, 000 habitantes con
una edad de aparicion media de 64 afios, siendo la neoplasia maligna mas comun del

SNC, representando el 54% de todos los gliomas. EI mal prondstico del GBM se



relaciona estrechamente con la naturaleza infiltrante del tumor y con su elevada
resistencia al tratamiento.

Los glioblastomas pueden evolucionar a partir de diversas rutas genéticas,
afectando a diversos grupos de edad y presentando respuestas diferentes a los
tratamientos. Los glioblastomas primarios suelen presentarse en pacientes mayores,
con una edad promedio de 62 afios, y suelen representar el 80% de este tipo de tumores.
El porcentaje restante de estos tumores suele evolucionar a partir de gliomas de bajo
grado y se presentan a una edad promedio de aparicidn de 45 afios (Thakkar et al, 2014).

1.1.3 Marcadores moleculares presentes en el glioblastoma multiforme

Los GBM son tumores muy heterogeneos, presentandose de diversas formas y
expresando diferentes marcadores moleculares. La enzima IDH suele ser uno de los
marcadores moleculares mas estudiados entre los gliomas, tomandose recientemente el
perfil de expresion de esta enzima para la clasificacion de los gliomas de bajo grado y
de los glioblastomas (glioblastoma IDH-nativa y glioblastoma IDH-mutante). Los
glioblastomas que presentan la forma nativa de la IDH recientemente se han
subdividido en glioblastomas de células gigantes, gliosarcomas y glioblastomas
epitelioides (Louis et al, 2016).

Ademas del perfil de expresion de la IDH, otros marcadores moleculares se
asocian con la aparicién del GBM. Los glioblastomas primarios incrementan la
expresion del receptor para el factor de crecimiento epidérmico (EGFR), exhiben
mutaciones en el gen homologo de fosfatasa y tensina (PTEN), deleciones en p16 y
una alta frecuencia de mutaciones en el promotor de la telomerasa transcriptasa inversa
(hTERT). Las mutaciones en los genes de las proteinas TP53, ATRX e IDH, suelen
relacionarse con la aparicién de glioblastomas secundarios y otros gliomas de grado
/111 (Figura 2) (Thakkar et al, 2014).



IDH1/2
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Figura 2. Relacion entre los marcadores molecularesy diversos tipos de gliomas. Comparacién entre
los marcadores moleculares caracteristicos encontrados en astrocitomas de grado 11 y I11 y glioblastomas
secundarios (color azul), oligodendrogliomas grado Il y Il (color plrpura) y glioblastomas primarios
(color rojo) (Modificado de Thakkar et al, 2014).

Algunas mutaciones presentes en los glioblastomas generan resistencia a las
terapias convencionales. La TMZ es un agente terapéutico que afiade grupos alquilo a
las guaninas causando dafio al ADN. La O°®-metilguanin-ADN-metiltransferasa
(MGMT) es una enzima reparadora del ADN que actta removiendo los grupos alquilo
de la posicion O° en las guaninas. El gen que codifica para la MGMT suele estar
metilado en los glioblastomas secundarios, ocasionando un silenciamiento en la
expresion de esta enzima en las células tumorales y una mayor resistencia a los agentes

quimioterapéuticos (Thakkar et al 2014).



1.2 Cé¢élulas troncales en el SNC

1.2.1 Células troncales neurales

Las células troncales neurales (CTNs) son células no diferenciadas del SNC con
capacidad de auto-renovacion y de generacion de células progenitoras capaces de dar
origen tanto a neuronas como a células gliales. Al igual que las otras células troncales
de un organismo, las CTNs se dividen asimétricamente, generando una célula hija
idéntica a la CTN y una célula progenitora mas diferenciada.

El término neurogénesis se refiere al proceso por el cual se generan neuronas
maduras a partir de las CTNs. En un principio se creia que este proceso se generaba
solo durante el desarrollo embrionario, sin embargo, en la actualidad se sabe que en el
cerebro adulto existen dos nichos neurogénicos: la zona subventricular (SVZ) y la zona
subgranular (SGZ) del giro dentado en el hipocampo (Ming & Song, 2011) (Figura 3).

Sagitial

Coronal N —

Figura 3. Nichos neurogénicos en el cerebro adulto. El proceso de neurogénesis en el adulto esta
confinado a dos areas especificas dentro del cerebro: la zona subventricular (SVZ) y la zona subgranular
(SGZ) en el giro dentado (Li et al, 2016).



La neurogénesis tiene como finalidad la generacion de neuronas maduras tanto en la SVZ como
en la SGZ, sin embargo, el proceso de maduracion, asi como los marcadores moleculares
pueden diferir un poco dependiendo del nicho neurogénico. Entre los marcadores de
troncalidad expresados en las CTNs se encuentra la proteina acida fibrilar glial (GFAP), la

nestina y Sox2 (Figura 4).

[ Radial Glia]]  Intermediate Progenitor |{Immature Meuron]| Mature Meuron |
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Figura 4. Marcadores moleculares en las CTNs y sus progenitores. Las CTNs suelen expresar
marcadores moleculares especificos como GFAP, nestina y Sox2. Las células progenitoras neurales, las
cuales derivan de las CTNs suelen expresar marcadores de troncalidad como nestina y Sox2, y conforme
avanzan empiezan a expresar marcadores de neuronas inmaduras como DCX, al igual que los
neuroblastos. NeuN es un marcador caracteristico de las neuronas maduras. NSC: Célula troncal neural;
NPC: Célula progenitora neural; GFAP: Proteina acida fibrilar glial; DCX: Doblecortina. (Li et al, 2016).

1.2.2 Células iniciadoras de glioma

Los gliomas son tumores muy heterogéneos, que parecen tener una
organizacion jerarquica en la cual se observa un vasto gradiente de diferenciacion. Una
pequefia poblacién celular dentro del tumor parece estar emparentada con las CTNs y
muestra propiedades de auto-renovacion y tiene la capacidad de dar origen a células
mas diferenciadas. Estas células troncales cancerosas han recibido diversos nombres:
células iniciadoras de glioma (Goffart et al, 2013), células troncales de glioma (Bao et
al, 2006) y células iniciadoras de tumores cerebrales (Singh et al, 2004).

En el GBM, el mal prondstico se relaciona con la poblacion de células
iniciadoras de glioma, debido a que estas células participan en la formacion,
mantenimiento, infiltracidén y recurrencia del tumor. Las células iniciadoras de glioma
muestran marcadores similares a las CTNs, tales como nestina y CD133 (Bao et al
2006).



Las células tumorales CD133" tienen la capacidad de auto-renovacion, y
generan neuroesferas cuando se cultivan en condiciones apropiadas, esto es, en
ausencia de suero y en presencia de factores de crecimiento como el factor de
crecimiento epidérmico (EGF) y el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF). De
igual manera, la implantacion de las células CD133" en ratones inmunocomprometidos
genera tumores en el parénquima cerebral, a diferencia de las células CD133" las cuales
no muestran capacidad tumorogénica (Hemmati et al, 2003; Singh et al, 2003).

Algunos estudios sugieren que no todas las células de glioma con capacidad
tumorogénica muestran un fenotipo CD133", lo cual sefiala la presencia de otros
marcadores tumorales de troncalidad en los tumores (Beier et al, 2007), tales como
SSEA-1/CD15 (Read et al, 2009) y la integrina a6 (Lathia et al, 2010). A pesar de estos
hallazgos, CD133 sigue siendo el marcador mas estudiado y junto con la nestina se
asocia a un peor diagndstico en los pacientes con gliomas malignos (Read et al, 2009).
El porcentaje de células CD133" correlaciona con el grado del tumor, y, en
consecuencia, una alta poblacion de células iniciadoras de glioma conlleva a un peor
diagnostico. Las celulas iniciadoras de glioma expresan bombas que expulsan a los
farmacos quimioterapéuticos hacia el exterior celular, poseen una mayor capacidad de
eliminar a las especies reactivas de oxigeno y pueden permanecer en estado de
quiescencia, lo que les permite escapar a los tratamientos dirigidos a las células
tumorales en proliferacion y asi dar origen a un nuevo tumor. La hipétesis de la célula
troncal cancerosa postula el modelo celular jerarquico dentro del tumor y atribuye a las
células iniciadoras de glioma la agresiva recurrencia de estas neoplasias (Das et al,
2008) (Figura 5).

10



ee

Tumor response following
conventional cancer therapies

Tumor recurrence with

@ expansion of CSC pool
o°
Heterogeneous \
tumor cells @g%
<o

Treatment with
CSC-targeted therapy

Tumor regression

@ Cancer stem cell (CSC)

@ Nontumorigenic cancer progenitor cell

@ Nontumorigenic cancer cell

Figura 5. Hipotesis de la célula
troncal cancerosa.

Las células troncales cancerosas
tienen propiedades de
pluripotencia y auto-regeneracion,
generando  diversos linajes
celulares que propician el
crecimiento tumoral. Los
tratamientos antineoplasicos fallan
en la eliminacion de las células
troncales cancerosas Yy esta
pequefia  poblacion es la
responsable de la recurrencia del
tumor (Das et al, 2008).

A pesar de que se sugiere a las CTNs como el origen de las células iniciadoras

de glioma, existen reportes que sugieren que la gliomagénesis puede ocurrir a partir de

células ya diferenciadas, tales como neuronas maduras o astrocitos. Asi mediante la

activacion constitutiva de H-RasV12 y el silenciamiento de p53 es posible generar de

manera experimental gliomas a partir de poblaciones astrocitarias y neuronales en

modelos murinos (Friedmann-Morvinski et al, 2012). Estos estudios sugieren que

varios linajes celulares pueden originar transformaciones neoplasicas en el SNC. Sin

embargo, los modelos experimentales sugieren a la SVZ y a la SGZ en el giro dentado,

como los posibles sitios de origen de las células neoplasicas en presencia de los factores

carcinogénicos, y por consecuencia, sustentan la teoria del origen tumoral a partir de

las células troncales (Dirks et al, 2008b).
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1.2.3 Tropismo de las CTNs hacia las lesiones tumorales

Estudios recientes han demostrado la capacidad migratoria de las CTNs hacia
los tumores intracraneales, observandose un tropismo nato hacia las zonas de lesion
tumoral, lo que sugiere el empleo de las CTNs como vehiculos de genes terapéuticos
(Aboody et al, 2000; Diaz-Coranguez et al, 2013; Lopez-Ornelas et al, 2014). Los
factores de crecimiento, como el factor de crecimiento epidermal (EGF), el factor de
crecimiento hepatico (HGF) y el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF)
son agentes gliomatrépicos potentes para las CTNs (Diaz-Coranguez et al, 2013). En
el caso de HGF se ha demostrado su papel en la via de Ras-PI13K promoviendo el re-
arreglo del citoesqueleto y la motilidad celular (Kendal et al, 2008).

En nuestro laboratorio se probo la capacidad de las CTNs como acarreadoras
de genes terapéuticos. Las CTNs se modificaron genéticamente para secretar una forma
soluble de la proteina Gasl (del inglés, Growth Arrest Specific 1), que induce arresto
celular y tiene efectos pro-apoptoticos. Implantando intracranealmente celulas de
glioma en el hemisferio cerebral derecho y CTNs modificadas genéticamente para
expresar a la GFP en el hemisferio contralateral (ReNcell-GFP), se comprobd la
capacidad migratoria de las CTNs hacia las zonas de lesion tumoral (figura 6). De igual
manera, se disefiaron CTNs que ademas de expresar a la GFP, pueden expresar a tGasl
de manera regulada por tetraciclina (ReNcell-GFP/tGasl/TR). La expresion de tGasl
por medio de las CTNs disminuyo0 la viabilidad en las células de glioma, induciendo
arresto celular y apoptosis (Lopez-Ornelas et al, 2014). Cabe mencionar que la co-
expresion de tGasl con la proteina PTEN mostré un mayor efecto terapéutico contra
las células de glioma, al inhibir la activacion de las vias AKT y ERK1/2 (Sanchez-
Hernandez et al, 2018).
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Figura 6. Las CTNs como vehiculos de genes terapéuticos. Imagenes de microscopia confocal en el
estriado de ratones desnudos, que muestran diversos grupos experimentales de tumores intracraniales 21
dias después de haberse implantado células de glioma que expresan a la RFP en el hemisferio cerebral
derecho. Las células tumorales se muestran en color rojo y las CTNs de la linea ReNcell en color verde.
A) Ratones a los que solo se les administré tetraciclina. B) Ratones a los que se les administro tetraciclina
y se les implanté ReNcell-GFP en el hemisferio cerebral contralateral. C) Ratones a los que se les
implantd RenCell-GFP/tGasl/TR en el hemisferio cerebral contralateral. D) Ratones a los que se les
administro tetraciclina y se les implanté ReNcell-GFP/tGasl/TR en el hemisferio cerebral contralateral
(tomado de Lopez-Ornelas et al, 2014).

Como se ha demostrado, el tropismo de las CTNs hacia los sitios de lesion
tumoral puede ser aprovechado en terapia génica para realizarse tratamientos

complementarios en contra del GBM (L6pez-Ornelas et al, 2014).
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1.3 Virus del Zika

1.3.1 Estructura del virus del Zika

El virus del Zika (ZIKV) es un importante patdgeno humano estrechamente
relacionado con el desarrollo de la microcefalia. EI ZIKV pertenece al grupo de los
flavivirus, y posee un genoma de RNA monocatenario con sentido positivo de
aproximadamente 10.8 kb. El genoma viral se traduce en una sola poliproteina de 3423
aminoacidos, que codifica a tres proteinas estructurales: capside (C), membrana (M) y
envoltura (E). De igual manera, la escision de esta poliproteina origina siete proteinas
no estructurales: NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5, que son importantes
durante la replicacion y el empaquetamiento del genoma viral para la produccion de
nuevos viriones (Figura 7). La generacion de las distintas proteinas virales se regula

por proteasas tanto del virus como del propio hospedero (Sirohi y Kuhn, 2017).
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Figura 7. Genoma del ZIKV. El genoma viral codifica para una poliproteina de 3423 aa, que se corta
en diez proteinas individuales. La generacion de las proteinas estructurales (C, PrM/M y E), asi como
de las no estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5) se regula por proteasas tanto del
virus como del huésped. Las lineas grises muestran las regiones no traducidas del genoma viral (5 UTR
y 3’UTR). El RNA viral se modifica mediante la adicion de una caperuza en el extremo 5°, pero carece
de la cola de poli A en su extremo 3’ (Modificada de Sirohi y Kuhn, 2017).
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El ZIKV es un virus envuelto en una membrana lipidica que reviste a la capside,
que a su vez resguarda al ARN viral. En la envoltura viral quedan ancladas las proteinas
E y de membrana (proteina M). Las particulas maduras del ZIKV tienen un diametro
de 50 nm y poseen 180 copias de las proteinas E y M embebidas en la envoltura viral.
De manera similar a otros flavivirus, la proteina E del ZIKV esta constituida por 4
dominios (Figura 8): un dominio transmembranal (stem anchor) y tres dominios
localizados del lado exterior de la membrana (ectodominios I, 11 y I11) (Sirohi y Kuhn,
2017).

Figura 8. Estructura de la proteina E del ZIKV. La proteina E del virus del Zika se ancla a la
membrana mediante dos pasos transmembrana (stem anchor) y muestra hacia al exterior tres dominios
diferentes: ectodominio 1 (EDI), ectodominio 2 (ED I1) y ectodominio 3 (ED II1).

1.2.2 Importancia de la proteina E en los flavivirus

La proteina E se organiza en dimeros y participa como ligando de entrada y
fusion a las células diana. Una gran variedad de linajes celulares son blanco del ZIKV,
incluyendo a células del SNC, como astrocitos, oligodendrocitos, neuronas maduras y
células troncales neurales (Li et al, 2016; Souza et al, 2016; Tang et al 2016; Miner y
Diamonds, 2017). Estudios con el virus de la encefalitis japonesa (JEV), un miembro
del grupo de los flavivirus, mostraron que las mutaciones en la proteina E son

suficientes para atenuar su neurovirulencia (Gromowski et al, 2015).
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Du y colaboradores demostraron que la expresion de la proteina E del virus del
JEV genera la formacién de sincicios, y que la proteina E entra en la via secretora, se
sobre-expresa en el reticulo endoplasmico y llega a la cara externa de la membrana
plasmaética. Cierta fraccion de la proteina genera vesiculas de secrecion llamadas VLPs
(delinglés: Virus like particles) (Du et al, 2015). Diversos grupos han intentado generar
vacunas contra los flavivirus empleando principalmente a las proteinas E y M, debido
a su exposicion en la envoltura viral y a su capacidad inmunogénica (Liu et al, 2018).

Dada la similitud entre las CTNs, las cuales son blancos para el ZIKV, vy las
células iniciadoras de glioma, el ZIKV se ha propuesto como un modelo oncolitico
para células de glioma que infecta preferentemente las células iniciadoras de glioma en
comparacion con las células diferenciadas del glioma. Al respecto, se ha visto que el
ZIKV disminuye la generacion de neuroesferas de células de glioma in vitro (Zhu et
al, 2017).

Figura 9. El ZIKV impide la formacion de
neuroesferas. Se realizaron cultivos de células
de glioblastoma favoreciendo la generacién de
esferas, infectandose el cultivo de la imagen B
con la cepa Dakar de ZIKV. 7 dias después de
la infeccion se evalué la generacién de
neuroesferas. MOI: 5. (tomado de Zhu et al,
2017).

control

ZIKV-
Dakar
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1.3.2 Ciclo de vida del virus del Zika

Cuando el ZIKV interactia con los receptores de membrana por medio de la
proteina la proteina E, la célula blanco endocita a la particula viral. internalizandola en
un endosoma. El pH &cido del endosoma ocasiona cambios conformacionales en las
proteinas de envoltura del ZIKV, lo que lleva a la trimerizacion de la proteina E y la
exposicion de un péptido de fusion, que permite que la membrana viral se fusione a la
membrana endosomal conllevando a la liberacion de la nucleocéapside en el citosol. El
desnudamiento del ARNv se genera en el citosol, permitiendo la replicacion del
genoma viral y la sintesis de la poliproteina, la cual se transloca al reticulo
endoplasmico de manera cotraduccional. EI ensamblaje de los nuevos virus se genera
dentro del reticulo. Las particulas virales inmaduras recién ensambladas entran en la
ruta secretora, cabe mencionar que la proteina de premembrana (PrM) actua a lo largo
de la ruta bloqueando al péptido fusion de la proteina E. Llegado al trans Golgi (TGN),
la proteasa furina escinde a la proteina PrM generando a la proteina M, la cual sigue
embebida en la membrana viral, y al péptido Pr, el cual sigue bloqueando al péptido
fusion de la proteina E. Cuando las particulas virales son exocitadas, el pH neutro del
ambiente extracelular ocasiona la separacion del péptido Pr de la proteina E, generando
a los viriones maduros (figura 10), los cuales constan de ARN (+) dentro de la
nucleocapside, la cual a su vez esta recubierta por la membrana viral que contiene a la

proteina M y a la proteina E expuesta hacia el exterior (Stiasny y Heinz, 2006).
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Figura 10. Ciclo de vida del virus del Zika. Los viriones ingresan a la célula por endocitosis mediada
por receptor. Dentro del endosoma debido al pH &cido se produce la fusién de la membrana viral con la
membrana endosomal, liberando al genoma viral en el citosol, el cual puede ser replicado directamente
y a su vez traducido. El ensamblaje viral se genera dentro del reticulo viral, pasando las particulas
inmaduras recién sintetizadas a la ruta secretora. Al llegar al TGN, las particulas virales sufren los
altimos cambios estructdrales y se liberan en el medio extracelular a los viriones maduros (tomado de
Stiasny y Heinz, 2006).

1.3.3 Receptores de entrada al virus del Zika

Identificar a los receptores de entrada al ZIKV es de gran utilidad para conocer
el tropismo y la patogénesis ocasionada por este virus. Los receptores de entrada al
ZIKV tipo TIM y TAM han sido los mas caracterizados para el reconocimiento y la
entrada del ZIKV en sus células blanco. La familia Tyro3 Axl Mer (TAM), esta
compuesta de receptores tirosin-cinasa involucrados en la eliminacion de las células
apoptoticas y se encuentra presente en los diversos linajes celulares que infecta el
ZIKV. Actualmente Axl se considera como el receptor de entrada para el ZIKV en las
células troncales neurales y las células de origen glial y la expresion de este receptor
se relaciona a un mayor grado de infeccion (Meertens et al, 2012; Meertens et al, 2017;
Nowakowski et al, 2016).
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Otro candidato como receptor de entrada al ZIKV es la proteina TIML1, la cual
reconoce a la fosfatidilserina, lipido altamente presente en la envoltura viral. Entre las
células que puede infectar el ZIKV, el receptor TIM1 se expresa en macréfagos de
Hofbauer, células endoteliales y trofoblastos (Miner y Diamond, 2017). Tanto los
receptores TIM y TAM se unen a fosfatidilserina (PS), la diferencia es que los
receptores TIM lo hacen de manera directa, mientras que los de la familia TAM lo
hacen de manera indirecta por medio de ligandos como la proteina growth arrest
specific 6 (Gas6) y la proteina S (ProS).

A pesar de compartir las mismas proteinas estructurales y los mismos receptores
de entrada que otros flavivirus, el ZIKV difiere en que puede cruzar la barrera
placentaria y es altamente neurovirulento. Estas diferencias en el ZIKV quizé se deban
a los motivos de glicosilacion en sus proteinas. Estas caracteristicas dan al ZIKV un
tropismo celular muy variado, pudiendo infectar a un gran rango de células, como
CTNs, oligodendrocitos, neuronas, astrocitos, celulas de la retina, células placentarias,
células endoteliales, queratinocitos, fibroblastos y fagocitos mononucleares (Sirohi y
Kuhn, 2017). Dentro de las células del SNC que el ZIKV puede infectar, se ha
demostrado una preferencia hacia las células troncales neurales y precursoras neurales
(Garcez et al, 2016; Li et al, 2016; Nowakowski et al, 2016), de igual manera estudios
recientes demuestran una infeccion preferencial hacia las células troncales dentro de
los gliomas (Zhu et al, 2017).
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2 Justificacion

La forma mas maligna y comin de gliomas es el glioblastoma, el cual es un
tumor altamente infiltrante y recurrente, que a pesar del agresivo régimen terapéutico
siempre es letal. Entre los tratamientos actuales estdn la reseccién quirurgica, la
radioterapia y la quimioterapia, con un promedio de supervivencia de 14.6 meses
aproximadamente. Los estudios recientes muestran que una poblacion de células dentro
del tumor con caracteristicas de troncalidad denominadas células iniciadoras de glioma,
estan implicadas en la resistencia a los tratamientos convencionales. Para el desarrollo
de un abordaje terapéutico resulta crucial la eliminacién de estas células en el
tratamiento del GBM.

Por otro lado, hay un estrecho vinculo entre la infeccion del virus del Zika
(ZIKV) vy el desarrollo de la microcefalia. Este virus, se replica eficazmente en las
células troncales neurales embrionarias, genera apoptosis y detiene el ciclo celular.
Recientemente se ha propuesto al ZIKV como un virus oncolitico contra el
glioblastoma, atacando preferentemente a las células iniciadoras de glioma. Se postula
que el ligando de entrada a las células blanco es la proteina E del virus.

El presente proyecto pretende desarrollar CTNs modificadas genéticamente
para expresar a la proteina E del virus del Zika en la membrana plasmatica.
Previamente se demostré que las CTNs migran a los sitios de lesion tumoral, y por la
expresion de la proteina E, esperamos que las CTNs reconozcan de manera especifica
a las células iniciadoras de glioma. Este proyecto ayudara a generar un modelo de
reconocimiento contra las células iniciadoras de glioma y demostrara la capacidad de

las CTNs como una herramienta adyuvante en el tratamiento de los tumores cerebrales.
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3 Hipotesis

Las células troncales neurales (CTNSs) pueden expresar a la proteina E del ZIKV lo

que les permitira reconocer a las células iniciadoras de glioma.

4 Objetivos

4.1  Objetivo general

Modificar genéticamente a las CTNs para que expresen a la proteina E del ZIKV con

el fin de que puedan identificar de manera especifica a las células iniciadoras de glioma.

4.2 Objetivos particulares

1. Caracterizar la expresion de los receptores al ZIKV en las células de glioma.
2. Evaluar la capacidad infectiva del ZIKV sobre las células de glioma.

3. Clonar la region que codifica para la proteina E en el genoma del ZIKV.

4. Desarrollar un vector de expresion de la proteina E para células de mamifero.
5. Inducir y evaluar la expresion de la proteina E en las CTNs.
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5. Materiales y métodos
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5.1Clonacidn de la region que codifica a la proteina E

5.1.1 Amplificacion de la region que codifica a la proteina E

El virus del Zika empleado en este proyecto se aisl6 de mosquitos infectados de
la regiébn de Chiapas, México, por el Instituto de Diagndstico y Referencia
Epidemiolégicos (INDRE) y fue donado gentilmente por el Dr. Juan Ernesto Ludert del
departamento de Infectémica y Patogénesis Molecular.

El genoma viral (ARNV) se extrajo y purificd directamente del ZIKV mediante
columna de intercambio i6nico (QIAMP-QIAGEN). Se utiliz6 el ARNv como molde
para la sintesis de ADNc utilizando oligonucleotidos aleatorios. Una vez generado el
ADNCc se amplifico el fragmento que codifica a la proteina E en el genoma viral
utilizando al oligo sentido: “TACCACCATGATCAGGTGCATAGGAGTCAGC” y
el oligo antisentido: “ACTCGAGCTAAGCAGAGACGGCTGTGGAT”,
obteniéndose un amplicon de 1531 pb. El producto de PCR se purific a partir de un
gel de agarosa 1% y se cloné en el plasmido PCR4 mediante el kit TOPO-TA

(Invitrogen).

5.1.2 Generacion del vector de clonacion

El producto de PCR generado en la amplificacion de la region que codifica para
la proteina E del ZIKV se corrio en un gel de agarosa al 1% Yy se purific directamente
del gel a los 15 minutos de iniciar la electroforesis. El producto de PCR se incert6 en
el vector de clonacidn, el plasmido pCR4 empleando el estuche comercial TOPO-TA
(Invitrogen). ElI mapa del plasmido (pCR4/ProteinE) se disefid con el software
SnapGene. El plasmido generado se utilizé para transformar cepas de E. coli DH5-a
mediante choque térmico durante 90 segundos a 4°C. Las bacterias transformadas se
inocularon en 1 ml de medio LB (Sigma-Aldrich) y se crecieron en agitacion constante
durante 1 hora a 37° C, posteriormente se estriaron en placas de agar y se crecieron

hasta el dia siguiente.
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El plasmido se recupero de las bacterias transformadas mediante lisis alcalina.
Este plasmido se empled para secuenciar a la region clonada del genoma viral usando
los servicios de secuenciacion del LaNSE-CINVESTAYV y de Macrogene Korea.

5.2 Subclonacién de la region que codifica para la proteina E

Se realizd una reaccion de restriccion al plasmido pCR4/ProteinE con las
enzimas EcoR1 (New England Biolabs) y Xhol (New England Biolabs) para liberar el
fragmento que codifica para la proteina E. Con las mismas enzimas de restriccion se
linearizo al vector de expresion, el plasmido pcDNA3.1. Los productos de restriccion
se sometieron a migracion electroforética en un gel de agarosa al 1% y posteriormente
se purificaron directamente del gel. El pcDNA3.1 linearizado y el fragmento que
codifica para la proteina E se sometieron a una reaccion de ligacion empleando a la
ligasa T4 (Invitrogen) durante 1 hora a 24°C. El producto de la ligacion
(pcDNA3.1/ProteinE) se utiliz6 para transformar a bacterias E. coli de la cepa DH5- o

con el mismo protocolo descrito en el apartado 5.1.2.

5.3 Cultivos celulares

5.3.1 Cultivo de la linea celular C6

Se realizaron cultivos de la linea celular de glioma murino C6 en cajas de 35

mm con medio DMEM F12 (GIBCO) suplementado con suero fetal bovino (SFB) al

10% (GIBCO), L-glutamina al 1% (Sigma-Aldrich) y penicilina y estreptomicina al
1% (GIBCO). Las células se incubaron a 37°C con un 5% de CO..
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5.3.2 Generacion de gliomaesferas

Para amplificar la poblacion de células troncales en la linea celular C6 se
realizaron ensayos de gliomaesferas. Para el cultivo se utilizé el medio DMEM F12
(GIBCO) suplementado con los factores de crecimiento EGF y FGF (20 ng/ml)
(GoldBlo), B27 al 1% (GIBCO), L-glutamina al 1% (Sigma-Aldrich) y penicilina y
estreptomicina al 1% (GIBCO). Las células C6 se crecieron en cajas de 100 mm como
se indica en el apartado 5.3.1 hasta alcanzar una confluencia del 70%, posteriormente
el medio se remplaz6 por el descrito en este apartado y se incubaron toda la noche a
37°C con un 5% de CO:..

Al dia siguiente se recupero el medio de la caja de 100 mm y se resembro en
cajas de 35 mm para permitir la generacion de las esferas. EI medio se recuperd y se
centrifugd a 900 rpm durante 3 minutos, la pastilla resultante se resuspendio
suavemente en medio para gliomaesferas y se sembro en cajas de 35 mm. Los cultivos

permanecieron a 37°C con un 5% de CO..

5.3.3 Cultivo de la linea celular ReNcell

Se realizaron cultivos de CTNs de la linea celular ReNcell en cajas de 35 mm
con medio HA (Millipore) sin SFB, suplementado con los factores de crecimiento EGF
y FGF (20ng/ml) (GoldBio), asi como penicilina y estreptomicina al 1% (GIBCO).
Antes de sembrar a las células, se afiadié Matrigel (Corning) a la caja de cultivo durante

1 hora y se incubd a 37°C. El cultivo se mantuvo a 37°C con un 5% de CO..
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5.4 Caracterizacion de la linea celular C6

Para analizar la expresion de receptores al ZIKV en las células C6, se siguieron
protocolos de inmunofluorescencia indirecta, empleandose anticuerpos policlonales de
conejo contra Axl, Tyro3 y Tim1, a una dilucién 1:200. Las células se fijaron en PFA
al 4% durante 20 minutos, se permeabilizaron con el detergente Triton X-100 al 0.2%
durante 10 minutos y se bloquearon con BSA 1% durante 1 hora antes de la
administracion del anticuerpo primario, el cual se dejo incubar toda la noche. En
seguida se utilizé un anticuerpo secundario contra conejo (dilucién 1:1000). Después
de la inmunotincion las células se montaron sobre DAPI. Las inmunotinciones se
observaron mediante microscopia confocal (Leica TCS SP2) y se analizaron con el
programa Fiji.

5.5 Infeccion con el ZIKV

Las células C6 subconfluentes se infectaron con el ZIKV a una multiplicidad
de infeccién (MOI) de 3. El virus se aspir0 1 hora después de la infeccion y se remplazo
el medio. Las células se crecieron a 37° con un 5% de CO2 durante 48 horas. Para
detectar a las células infectadas, se realizO una inmunofluorescencia indirecta
empleando al anticuerpo monoclonal generado en raton contra la proteina NS3 del virus
(dilucién 1:300). El anticuerpo fue donado gentilmente por el Dr. Juan Ernesto Ludert.
Se empled un anticuerpo secundario contra ratén acoplado al fluoréforo FITC (dilucion
1:300). Las inmunotinciones se observaron mediante microscopia confocal (Leica TCS

SP2) y se analizaron con el software Fiji.
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5.6 Expresion de la proteina E en las CTNs

5.6.1 Transfeccion

La linea celular ReNcell se transfect6 con el vector pcDNA3.1/ProteinE (15 ug
de plasmido). Se empled el protocolo de transfeccion de la Lipofectamine 3000
(Invitrogen). Las células fueron expuestas durante 6 horas a la lipofectamina a 37°C
con un 5% de CO2, y posteriormente se hizo el cambio de medio. Las células se
incubaron por 48 horas, y posteriormente se hizo el analisis por inmunofluorescencia
y RT-PCR.

5.6.2 RT-PCR

El ARN total de las células ReNcell se extrajo mediante el protocolo de TRIzol
(Invitrogen). EI ARN extraido se sometio a un tratamiento con DNAsa a 2 ug
(Invitrogen) y posteriormente se empled para la generacion de ADNc mediante una
reaccion de retrotranscripcion (RT) empleando a la enzima M-MLV (Invitrogen Life
Technologies). ElI ADNc se utilizé en una PCR para comprobar la expresion del
transcrito de la  proteina E  utilizando al oligo sentido: @ 5°-
CGGAGATCTAGAAGAGCTGTGAC-3’; 'y al oligo antisentido:  5’-
GGTCATGATACTGCTGATTGCC-3". El amplicon esperado tiene un peso
molecular de 242 pb. Para un control de carga, se hizo una de PCR al gen de actina
humana utilizando al oligo sentido: 5’-TGGCACCACACCTTCTACA-3’; y al oligo
antisentido: 5’-TCACGCACGATTTCCC-3’, generando un amplicon de 373 pb.
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5.6.3 Inmunofluorescencia

Las células ReNcell se cultivaron sobre cubreobjetos con poli L-lisina. La poli
L-lisina se incubo en los cubreobjetos a 37°C durante 30 minutos. Las células ReNcell
se fijaron con PFA al 4% durante 20 minutos. Para analizar la expresion de la proteina
E y su localizacion, un cultivo se permeabiliz6 durante 10 minutos con Triton X-100
al 0.2% y otro cultivo se dejé sin permeabilizar. Las células se blogquearon con BSA al
1% durante 1 hora. Como anticuerpo primario se emple6 al anticuerpo monoclonal 4G2
de raton contra la proteina E a una dilucion de 1:200 (donado por el Dr. Juan Ernesto
Ludert). El anticuerpo se dejo incubar durante toda la noche. Al dia siguiente se empled
como anticuerpo secundario a un anticuerpo contra ratén acoplado al fluor6foro FITC
(dilucion 1:300). Después de la inmunotincidn, las células se montaron con DAPI. Las
laminas se analizaron por microscopia confocal (Leica TCS SP2) y las imagenes de

inmunofluorescencia resultantes se procesaron utilizando al programa Fiji.
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6. Resultados
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6.1 Andlisis de la expresion de los receptores al ZIKV en las células de glioma.

Para determinar si las células de glioma murino de la linea C6 son suceptibles
a la infeccion por el ZIKV, se caracteriz6 mediante IF indirecta la expresion de los
receptores de entrada al ZIKV: Axl, Tyro3 y Tim1. Las IF se realizaron en monocapas
(Figura 11) y en gliomaesferas (Figura 12). En el control negativo no se afadio el

anticuerpo primario.

Monocapas de la linea celular C6

Figura 11. Expresion de los receptores al ZIKV en monocapas de células de glioma

Se analizé mediante IF la expresion de los receptores al ZIKV Axl, Tim-1 y Tyro3 en monocapas de
células C6.
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Gliomaesferas de la linea celular C6

Figura 12. Expresion de los receptores al ZIKV en neuroesferas de células de glioma.

Se analizé mediante IF la expresion de los receptores de entrada al ZIKV Axl, Tim-1 y Tyro3, en
gliomaesferas de la linea CB6.
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6.2 Evaluacion de la capacidad infectiva del ZIKV sobre las células de glioma.

Una vez determinada la expresion de los receptores al ZIKV en las células de
glioma, se verificd la capacidad infectiva del ZIKV sobre estas células. Las células C6
en monocapa se infectaron con el ZIKV (Figura 13), empleando una MOI de 3. La
infeccion se evalu6 por inmunofluorescencia con un anticuerpo contra la proteina no
estructural NS3 del ZIKV, para de esta manera garantizar la sintesis de novo de las

particulas virales.

NS3
MOI: 3
DAPI

Figura 13. El ZIKV infecta a las células C6

El ZIKV infecta pobremente a las células C6 en monocapa. Las células se expusieron durante 6 horas al
ZIKV empleandose una MOI de 3. Posteriormente el medio se remplazé por medio normal y las células
se dejaron proliferar durante 48 horas. Por inmunofluorescencia empleando un anticuerpo contra la
proteina no estructural NS3 (verde), se detecté a las células infectadas con el ZIKV.
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6.3 Clonacion de la region que codifica para la proteina E en el genoma del

virus del Zika.

Se aisld el genoma viral (ARNV) a partir de las particulas virales del ZIKV y se
utilizo para la sintesis de ADNc. Con el oligo sentido: 5’-
TACCACCATGATCAGGTGCATAGGAGTCAGC-3, vy el oligo antisentido: 5°-
ACTCGAGCTAAGCAGAGACGGCTGTGGAT-3" se amplifico al fragmento que
codifica a la proteina E en el genoma viral, obteniendo un amplicon de 1531 pb (Figura
14).

PB Proteina
E
12 kb
Figura 14. Amplificacién del fragmento que
codifica a la proteina E del ZIKV.
Utilizando el ADNCc del ZIKV vy oligos disefiados para
4kb flanquear con el fragmento que codifica a la proteina E
en el ZIKV se amplifico un producto de 1531 pb.
3 kb
2 kb
1.65kb = 1531 pb
1kb
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Una vez amplificada la region que codifica para la proteina E, se clond en el plasmido
pCR4 empleando el kit TOPO-TA (Invitrogen), generando el plasmido de clonacion
pCR4/ProteinE de 5488 pb (Figura 15).

EcoRI (258)

AmpR/- PCR4/ProteinE

5488 bp

?_Xhol (1795)
~EcoRI (1808)
\

M13 fwd

Figura 15. Mapa del plasmido de clonacién pCR4/ProteinE.

El fragmento que codifica para la proteina E del ZIKV se clon6 en el plasmido pCR4, generando un
plasmido de 5488 pb. El incerto del gen que codifica a la proteina E estéa flanqueado por las enzimas de
restriccion EcoR1 y Xhol. El plasmido tiene un gen de resistencia a ampicilina para su seleccion en
bacterias transformadas (Mapa generado en Snap Gene Viewer).

El plasmido de clonacién pCR4 se utiliz6 para la transformacion de bacterias E. coli
de la cepa DH5-a mediante choque térmico. Las bacterias transformadas crecieron en
placas de agar que contenian 1% de ampicilina. De las colonias generadas se
seleccionaron algunas y se crecieron en medio LB, este medio fue utilizado para extraer
el plasmido pCR4/ProteinE mediante lisis alcalina. Se purificaron plasmidos de cinco
colonias diferentes y se corrieron en un gel de agarosa al 1% para verificar la insercion

del fragmento que codifica para la proteina E.
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De los plasmidos obtenidos en las cinco colonias, se seleccionaron tres que se
sometieron a una reaccion de restriccion utilizando a la enzima de restriccion EcoR1
corroborando la liberacién de un fragmento de 1515 pb, que coincide con el peso

esperado para el fragmento que codifica a la proteina E (Figura 16).

Pb pCR4 pCRA4/ProteinE

4000 pb 3973 pb (pCR4)

3000 pb

2000 pb 1515 pb (Gen de la proteina E)
1500 pb

1000 pb

Figura 16. Generacion de los plasmidos de clonacién pCR4/ProteinE

El plasmido pCR4/ProteinE se utilizd para transformar bacterias E. coli DH5-a generandose cinco
colonias transformadas, a las cuales mediante lisis alcalina se les extrajé el ADN plasmidico. Tres de
estas colonias fueron seleccionadas para verificar la insercién del fragmento que codifica a la proteina
E en el plasmido pCR4 mediante una reaccion de restriccion empleando a la enzima EcoR1. Las bandas
obtenidas con un peso de 3973 pb y 1515 pb corresponden al plasmido pCR4 y al inserto de interes
respectivamente.

En seguida, se selecciond una de las clonas transformadas con el vector de clonacion y
se secuencid para determinar a que cepa de ZIKV corresponde el fragmento que
codifica a la proteina E obtenido, encontrandose un 100% de identidad con la cepa de
ZIKV mex24 (Figura 17).
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MF861402. 1| ZIKVmex24
PCR4-Protein E ZikV

MF801462,1| ZIKV7mex24
PCR4-Protein E ZikV

MF801402. 1| ZIKVTmex24
PCR4-Protein E ZikV

Identidad de la regidn clonada 100%

Secuencia de referencia: Zika virus isolate ZIKV/Homo sapiens/MEX/2016/mex24 polyprotein gene
GenBank: MF801402.1

TTGGCTTTTGGGAAGCTCAACGAGCCAAAAAGTCATATACTTGGTCATGATACTGCTGAT 900

SR e e R R R R e

TGCCCCGGCATACAGCATCAGGTGCATAGGAGTCAGCAATAGGGACTTTGTGGAAGGTAT 960
== ====TACCACCATGATCAGGTGCATAGGAGTCAGCAATAGGGACTTTGTGGAAGGTAT 53
£ KE BRRHRRR R bRk bk ok

KOZAK-MET-ZikV-ProtE>

GTCAGGTGGGACTTGGGTTGATGTTGTCTTGGAACATGGAGGTTGTGTCACCGTAATGGC 1020

GTCAGGTGGGACTTGGGTTGATGTTGTCTTGGAACATGGAGGTTGTGTCACCGTAATGGC 167
FRERR RO R

MF801402. 1| ZIKVmex24
PCR4-Protein E ZikV

NF801462,1| ZIKV7mex24
PCR4-Protein E ZikV

MF801402. 1| ZIKVmex24
PCR4-Protein E ZikV

Figura 17. Secuencia de la regién clonada en el genoma del ZIKV

ATTGTTTGGAGGAATGTCCTGGTTCTCACAAATTCTCATTGGAACGTTGCTGATGTGGTT 2340
ATTGTTTGGAGGAATGTCCTGGTTCTCACAAATTCTCATTGGAACGTTGCTGATGTGGTT 1427

GGGTCTGAACACAAAGAATGGATCTATTTCCCTTATGTGCTTGGCCTTAGGGGGAGTGTT 2400

GGGTCTGAACACAAAGAATGGATCTATTTCCCTTATGTGCTTGGCCTTAGGGGGAGTGTT 1487
FRERRRR R RO R R R Rk Rk bRk

GATCTTCTTATCCACAGCCGTCTCTGCTGATGTGGGGTGCTCGGTGGACTTCTCAAAGAA 2460
GATCTTCTTATCCACAGCCGTCTCTGCTTAGCTCGAGT»mmnenuanunnanaannanas 1518

kK ¥k ¥ kk

<ZikV-ProtE-STOP-XhoI

Con un 100% de identidad, la regién que codifica para la proteina E aislada del genoma del ZIKV corresponde a la cepa

Mex24 del linaje asiatico.
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6.4 Desarrollo de un vector de expresion para la proteina E en las células de

mamifero.

Una vez determinada la secuencia del fragmento que codifica para la proteina E, este
se subclond en el vector de expresion pcDNA3.1 (Figura 18). La nueva construccion
se utiiz6 para transformar mediante choque térmico a bacterias E. coli de la cepa DH5-
a, obteniéndose tres colonias transformadas. Una de estas colonias se selecciono para
verificar la insercion del fragmento que codifica a la proteina E en el vector de
clonacién mediante una reaccion de restriccion empleando a las enzimas BamH1 y

Xhol. Se obtuvo una banda con el peso esperado de 1568 pb (Figura 19).

AmpR promoter CMV enhancer

“ 'NdeI (484)

d CMV promotenr
' _|T7 promoter

—— BamHI (907)
EcoRI (938)

AmpR\ \

\ L) J D
~L_
e

pPcDNA3.1/ProteinE
6950 bp

N XhoI (2475)
“ “Xbal (2487)

SP6 promoter

SV40 promoter

Figura 18. Mapa del vector de clonacién pcDNA3.1/PrtoeinE.

El fragmento que codifica para la proteina E del ZIKV se subcloné en el plasmido pcDNA3.1, generando
una construccién de 6950 pb. El inserto del gen que codifica a la proteina E esta flanqueado por las
enzimas de restriccion BamH1 y EcoR1 en el extremo 5’ y las enzimas Xhol y Xbal en el extremo 3’
(Mapa generado en Snap Gene Viewer).
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Pb pcDNA3.1 pcDNA3.1/ProteinE

3000 pb
2000 pb
1500 pb
1000 pb
800 pb
BamHI
Xhol
2000 pb %
1500 pb 1568 pb
1000 pb
800 pb

Figura 19. Generacion del plasmido de expresion pcDNA3.1/ProteinE

El gen de la proteina E se subclon6 en el vector de expresion pcDNA3.1. Este plasmido se empled para
transformar a las cepas de E. coli DH5-a. Se transformaron tres colonias bacterianas. Mediante una
reaccion de restricciéon con las enzimas BamH1 y Xhol se obtiene lo que confirma la insercion del gen
de la proteina E en el vector de expresion, una banda de 1615 pb.
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6.5 Induccion y evaluacion de la expresion de la proteina E en las CTNs.

Se evaluo la expresion de la proteina E en las células troncales neurales de la linea
celular ReNcell. Se extrajo el ARN total y se utiliz6 para sintetizar al ADNc. Mediante
PCR se obtuvo un amplicén de 242 pb, que corresponde con el peso esperado del

producto (Figura 20).

g
= g 8
'S O ©
- 2 [
o » o
£ : &
= s =
4 g S
2 2 2
Pb Neg Q 5 5
500 pb
400 pb
300 pb <« 242 pb
200 pb
500 pb
400 pb +— 377 pb

300 pb

Figura 20. Las CTNs pueden expresar el transcrito que codifica para la proteina E.

RT-PCR de células ReNCell no transfectadas y transfectadas. Se demuestra la generacion de un
amplicon de 252 pb en estas Gltimas. Como control negativo se utilizé agua destilada y como control
positivo se utilizé al plasmido pcDNA3.1/ProteinE. Como control de carga se muestra el amplicon
generado para el gen de actina con un peso de 377 pb.

La expresion de la proteina E en la cara externa de la membrana plasmatica en las
celulas ReNcell se evalué mediante inmunofluorescencia indirecta. Se analizaron a las
células transfectadas con el plasmido pcDNA3.1/ProteinE, y a las células no
transfectadas usandose como control. Las inmunofluorescencias se realizaron en
condiciones permeabilizantes y no permeabilizantes, en presencia y ausencia del
detergente Triton X-1000 respectivamente. Por medio de microscopia confocal, se

observé un marcaje extracelular lo cual sugiere que la proteina llega a la membrana
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plasmética. Cierta fraccion de la proteina se queda retenida en un compartimiento

intracelular, probablemente en el reticulo endoplasmico (Figura 21).

ReNcell no

ReNcell
transfectadas

Permeabilizadas

transfectadas

I
(]
[
[l
(]
(]
(]

Figura 21. La proteina E llega a la membrana plasmatica de las CTNs.

Imagenes de microscopia confocal de las células troncales neurales ReNcell transfectadas con el plasmido
pcDNAS3.1/ProteinE. Solo las células transfectadas mostraron un marcaje contra la proteina E, resaltandose la expresion
de esta proteina en la membrana plasmatica (panel inferior izquierdo) y la retencion de una fraccion de la proteina en
un compartimiento intracelular (panel inferior derecho). En rojo se muestra a la proteina E, en azul el marcador nuclear
DAPI.
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7. Discusion

Dentro de los tumores cerebrales, el glioblastoma es el tumor con el peor
pronostico y el de mayor frecuencia. Los pacientes a los que se les detectan estos
tumores suelen tener una esperanza de vida de aproximadamente 15 meses a partir del
diagndstico. A pesar de la agresiva terapia multimodal contra el GBM, la cual consta
de quimioterapia, radioterapia y cirugia citoreductora, el prondstico sigue siendo fatal
en todos los casos, lo cual exije la aparicion de terapias complementarias (Thakkar et
al, 2014).

Hace casi dos decadas se reporto la presencia de una pequefia poblacion de
celulas troncales cancerosas en el GBM. Estas celulas se consideran las causantes de
las recaidas, de la alta resistencia al tratamiento y de la generacion de nuevos tumores,
sin embargo, aun no se sabe como tratarlas. Estas células denominadas células
iniciadoras de glioma, estan emparentadas con las CTNs, y se propone a las CTNs
como el origen de las células iniciadoras de glioma (Singh et al, 2013; Singh et al,
2014) .

Diversos reportes sefialan a las CTNs como un blanco celular para el ZIKV, lo
cual se asocia con la aparicion de microcefalia en los hijos de mujeres embarazadas
infectadas con el ZIKV. A diferencia de otros flavivirus, el ZIKV atraviesa a la barrera
placentaria y muestra una muy alta neurovirulencia y un tropismo muy elevado hacia
las células troncales y progenitoras del SNC (L. et al, 2016; Nowakowski et al, 2016;
Miner y Diamond, 2017). Este tropismo se ha relacionado con la expresion de los
receptores de la familia TAM (Tyro3, Axl, Mer) en las CTNs (Sirohi y Kuhn, 2017).
Partiendo de la evidencia de que las células iniciadoras de glioma estan emparentadas
con las CTNs, se ha propuesto al ZIKV como un virus oncolitico en pacientes con
glioblastomas, reportdndose que el ZIKV infecta preferentemente a las células

troncales dentro del tumor en comparacion con las células cancerosas ya diferenciadas
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(Zhu et al, 2017; Chen et al, 2018). Se postula que la interaccién del ZIKV con sus

células blanco estd mediada por la proteina E.

Ademas de las terapias con virus oncoliticos, diversos grupos de investigacion
apuestan a las terapias celulares, usando a determinadas células como vehiculos de
genes terapéuticos. En nuestro equipo de trabajo, evidenciamos que las CTNs migran
a los sitios de lesion tumoral, mostrando un fuerte tropismo hacia las células de glioma
(Diaz-Coranguez et al, 2013; Lopez-Ornelas et al, 2014). Este tropismo se debe a
diversos factores, tales como el HGF, VEGF y zonulina (Diaz-Coranguez et al, 2013).
En nuestro laboratorio implantamos de manera intracranial células de glioma en los
cerebros de ratones inmunodeficientes para la generacion de tumores cerebrales, y
aprovechando la capacidad migratoria de las CTNs, inducimos la liberacion de la
proteina growth arrest specific 1 (Gasl) cuando estas células llegaban al sitio de lesion
tumoral, generando una disminucion muy significativa en el volumen del tumor,
ocasionando arresto celular y apoptosis en las células de glioma. Sin embargo, se
observa que una pequefia fraccion del tumor mostro resistencia a esta terapia (Lopez-
Ornelas et al, 2014). También hemos observado que la linea celular empleada para
generar los gliomas, forma gliomaesferas in vitro, y expresa marcadores de troncalidad,
lo que sugiere la presencia de células iniciadoras de glioma, las cuales pensamos son

las células que presentan resistencia a nuestro tratamiento.

En el presente trabajo, demostramos que las células de glioma expresan a los
receptores para el ZIKV, y que se infectan por este virus. Asi como lo reporté Zhu en
el afio 2017, postulamos que el ZIKV por medio de la proteina E reconoce de manera
especifica a las células iniciadoras de glioma. También encontramos que las expresan
a la proteina E del ZIKV. Proponemos que el empleo de estas células modificadas

genéticamente puede servir para detectar y tratar a las células iniciadoras de glioma.
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8. Conclusién

Las células de glioma murino de la linea C6 expresan de manera diferencial a
los receptores al ZIKV: Axl, Tyro3 y Tim1, lo que permite la entrada del ZIKV a estas

células.

Las CTNs expresan de manera exdgena a la region que codifica para la proteina
E en el genoma del ZIKV, tanto a nivel de transcrito, como de proteina. La expresion
de esta proteina hace posible que las CTNs puedan reconocer a las células iniciadoras
de glioma mediante una interaccion ligando receptor. Esto permite proponer las CTNs
como vehiculos de genes terapéuticos en modelos de reconocimiento de células

troncales cancerosas en el SNC.
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9. Perspectivas

Corroborar la expresion en la membrana de la proteina E en las CTNs mediante
ensayos de biotinilacion.

Realizar un mddelo de expresion estable de manera regulable por tetraciclina

para la proteina E.

Evaluar in vitro el reconocimiento de las CTNs que expresen a la proteina E

sobre las células iniciadoras de glioma.
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