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Resumen

Introduccion: los rotavirus son la principal cau-
sa de gastroenteritis en nifios menores de cinco
afios. Hasta el momento se desconoce como
entran estos virus a la célula huésped. La protei-
na de choque térmico, HSC70 se ha visto
involucrada en la entrada del virus, sin embargo
no se han relacionado bien todos los sitios de union
entre las proteinas virales del rotavirus y la
HSC70.

Objetivos: el propoésito de este trabajo fue de-
terminar cudles proteinas virales del rotavirus son
responsables de la unién de la proteina de cho-
que térmico, HSC70.

Material y métodos. se realizaron ensayos de
coinmunoprecipitacion utilizando lisados de célu-
las infectadas asi como proteinas virales
recombinantes. Estos ensayos se revelaron me-
diante SDS-PAGE y Western blot utilizando
anticuerpos policlonales que reconocen las pro-
teinas del rotavirus.
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Resultados. En los experimentos realizados se
encontr6 que la proteina viral VP6 coinmuno-
precipita con HSC70 en las células MA 104 du-
rante la infeccion con rotavirus. La VP6, pro-
ducida con vaccinia recombinante en MA104,
también coinmunoprecipité con HSC70.

Conclusion. La proteina VP6 de rotavirus
interacciona con la proteina HSC70 en lisados
de células MA104 infectadas con rotavirus. La
unién de la VP6 recombinante a la HSC70 su-
giere que la interaccion de estas proteinas es
independiente de otras proteinas virales.

Palabras claves: infeccion por rotavirus,
vaccinia, reoviridae, rhesus (macaca mulatta).

Summary

Introduction: Rotaviruses are the main cause
of gastroenteritis in children under five years
old. At this moment is unknown how these
viruses entry to host cell. The heat shock
cognate protein HSC70 has been involved in
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rotavirus cell entry. However, the relationship
between rotavirus proteins and HSC70 has
not been established.

Objectives: the purpose of this work was
to determine wich rotaviruses proteins
interact with HSC70.

Material and methods: coimmuno-
precipitation assays were done on a rotavirus
infected supernatant and recombinant viral
proteins. These assays were revealed by
SDS-PAGE and Western blot using policlonal
antibodys against rotavirus structural proteins.

Results.: data show that viral protein VP6
coimmunoprecipated with HSC70 in MA104
cells during infection. Recombinant vaccinia
of VP6 produced in MA104 cells also
coimmunoprecipitated with HSC70.

Conclusions: these results suggest the
interaction between VP6 and HSC70 during
rotavirus infection. Furthermore, this union
may be independent of other rotaviruses
proteins.

Key words: rotavirus infections, vaccinia,
reoviridae, rhesus (macaca mulatta).

Introduccion

Los rotavirus constituyen el agente etiologico
mas importante de diarreas en nifios. Afecta
al 95 por ciento de la poblacion menor de
cinco afios (1) e igualmente, infecta todas las
especies animales de importancia economi-
ca para el hombre. Estos virus son transmiti-
dos de manera fecal-oral e infectan las célu-
las epiteliales del intestino delgado en donde
se replican y producen citdlisis. Después de
lareplicacion en el tracto gastrointestinal, son
excretados y pueden ser dispersados en

aguas, donde son resistentes a cambios fisico-
quimicos, lo que facilita su transmision (2). Estos
virus pertenecen a la familia Reoviridae. El genoma
viral consta de once segmentos de RNA de doble
cadena, codifica para seis proteinas virales estruc-
turales, (VP1, VP2, VP3, VP4, VP6, VP7) y seis
proteinas no estructurales (NSP1-NSP6) (3-6). La
infeccion eficiente por rotavirus, in vitro, se en-
cuentra limitada a una serie de lineas celulares
epiteliales de origen renal, como las de rifion de mono
MAT104 ¢ intestinal como las células de cancer de
colon CaCo-2 (4). Dos estudios previos sugieren
que la proteina de choque térmico HSC70 puede
estar involucrada en la entrada del virus a la célula
(7,8). A pesar de los indicios, se desconoce si exis-
te una union entre las proteinas virales de rotavirus
y esta proteina. La HSC70 pertenece a la familia
de proteinas de choque térmico de 70KDa, esta
familia se clasifica segun su expresion en inducible
y de expresion constitutiva perteneciendo a esta
ultima la HSC70. Esta proteina se ha visto asocia-
da a proteinas virales de poliomavirus, adenovirus,
simian virus (SV40) y se ha detectado en viriones
maduros cuyo material genético es RNA de doble
cadena, como el virus de la estomatitis vesicular y
el virus de la enfermedad del Newcastle, entre otros
(9). En este trabajo investigamos la unién de HSC70
a las proteinas virales cuando las células MA104
estan infectadas con rotavirus. Demostramos que
la proteina viral, VP6, coinmunoprecipita con HSC70
en un lisado viral y para esta unién no se requiere
de la presencia de otras proteinas virales.

Material y métodos

Células y condiciones de cultivo. La linea celu-
lar de mono rhesus, MA104, (obtenida del labora-
torio del doctor Carlos Arias, Universidad Nacional
Autdénoma de México), se cultivé en eagle’s minimal
essential medium (MEM), suplementado con 10 por
ciento (v/v) de suero fetal bovino (SFB) y 100ug/
ml de estreptomicina y penicilina en una incubado-
ra de 5 por ciento CO, a 37°C.
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Virus. Partiendo de un lisado celular infectado,
(obtenido del laboratorio del doctor Carlos Arias,
Universidad Nacional Autonoma de México), el
rotavirus RRV se activo durante 30 minutos a
37°C con tripsina (10pg/ml) en MEM. El inocu-
lo viral se adicioné a las células MA104 con-
fluentes, (previamente lavadas con MEM con
el fin de retirar el SFB presente). Se dejo
adsorber el virus por 45 minutos a 37°C. Poste-
riormente se retir6 el indculo viral no adherido y
se adiciond medio de cultivo MEM. Las células
infectadas se incubaron a 37°C hasta observar
un efecto citopatico completo (CPE), general-
mente 24-48 horas post-infeccion. Las células
infectadas se congelaron y descongelaron dos
veces con el fin de liberar el virus intracelular y
el adherido en la membrana. El lisado celular
infectado se dividio en alicuotas y se congelo a
70°C hasta su uso. Para concentrar el virus, par-
tiendo del lisado se centrifug6 a 101.000 x g
durante 90 minutos. El pellet fue resuspendido
en buffer TSMC (0.01M Tris, 0.15M NacCl,
0.001 M MgCl,, 0.01M CaCl,).

Preparacion de VP6 recombinante. Cuando
las células MA 104 obtuvieron confluencia se in-
fectaron con vaccinia recombinante de VP6 (ob-
tenida del laboratorio de los doctores Juanita An-
gel y Manuel Franco de la Pontificia Universi-
dad Javeriana). 48 horas post infeccion se con-
gelaron y descongelaron tres veces con el fin de
desprender las células infectadas. Posteriormen-
te, el lisado se resuspendio6 en buffer RIPA 4X,
se centrifugd a 80000 x g durante 15 minutos, se
retir6 el sobrenadante y se llevo a un volumen
final de 500ul.

Anticuerpos. Se usaron anticuerpos policlonales
antirotavirus de conejo que reconocen todas las
proteinas estructurales del rotavirus (donado por
el laboratorio del doctor Carlos Arias, Universi-
dad Nacional Auténoma de México).
Anticuerpos policlonales de conejo generado con
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una proteina HSC70 recombinante hechos en
Mexico (7) y Colombia. Como anticuerpo con-
trol se uso el policlonal de conejo dirigido contra
la proteina c-neu (oncogene research).

Inmunoprecipitacién. Se tomaron alicuotas
de lisado de células infectadas con rotavirus
(1000 UFF) en un volumen final de 100ul y con
aproximadamente 10 ug de proteina cuantifica-
da por el método de Bradford. Cada alicuota se
incub6 con 10uL de antiHSC70, utilizando como
control el isotipo (ab-1) dirigido contra la
oncoproteina c-neu. Las alicuotas se incubaron
con el respectivo anticuerpo a 4°C toda la no-
che. Posteriormente, sobre cada alicuota se adi-
cionaron 25uL de proteina A-sepharosa (50%p/
V) y se agitaron suavemente por 30 minutos. El
precipitado (proteina A-sepharosa-Antigeno-
Anticuerpo) se lavo ocho veces, tres veces con
buffer RIPA (50mM tris [pH 7.5], 150mM
NaCl, 1 por ciento nonidet P-40 [NP-40], 0.5
por ciento deoxicolato de sodio, 0.1 por ciento
dodecilsulfato de sodio [SDS], con 1mM de
fenilmetilsulfonilfloruro [PMSF]); uno con bu-
ffer S0mM HEPES [(N-2hidroxietilpiperazina-
N’-acido etanosulfonico) pH: 7.0, 1% NP-40],
uno con NaCl 2M, dos con buffer RIPA y dos
con agua destilada. A cada precipitado se le
adicion6 25uL de buffer de muestra Laemmli
1Xy se hirvieron durante cinco minutos para su
analisis por Western blot.

Western Blot. Las muestras se separaron me-
diante electroforesis SDS-PAGE 10% (10). El
gel se transfiri6 a membranas de PVDF
(polivinildifluoruro), utilizando un sistema de
western blot himedo (mini trans-blot cell de
Biorad) durante 16 horas a 100mA y 45V. Las
membranas se bloquearon una hora con leche
descremada en PBS solucion 5 por ciento (p/v).
Luego se incubaron con el anticuerpo primario,
antirotavirus hecho en conejo, que reconoce to-
das las proteinas virales estructurales, seguido
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Figura 1. Patrones electroforéticos de células no infectadas e infectadas, SDS-PAGE al 10% revelada

con tincion de nitrato de plata. (A) monocapa de células MA104 confluentes (B), Lisado concentrado

por centrifugacion. Carril 1. Lisado celular no infectado (NI), Carril 2. Lisado de células infectadas

con RRV (I).

por un anticonejo biotina. La membrana se re-
veldo con ABC (avidina-biotina-peroxidasa) y
luminol super signal west dura extended de
Pierce.

Resultados

Patrones electrofréticos de células no infec-
tadas e infectadas. Para conocer el patron
electroforético de un lisado de células MA104 no
infectadas (Figura 1 A), y de células infectadas
con el rotavirus RRYV, se realizaron electroforesis
SDS-PAGE al 10 por ciento y se revelaron me-
diante tincidén con nitrato de plata. En la figura
1B, se observa el diferente patron de corrido en-
tre los lisados de células no infectadas (Carril 1)
y lisado de células infectadas (Carril 2).

Coinmunoprecipitacion de las proteinas
virales con HSC70. Para determinar las
interacciones de HSC70 con las proteinas del
rotavirus primero descartamos que los
anticuerpos usados en los procedimientos hicie-
ran reconocimientos inespecificos en los lisados
celulares; como se muestra en la figura 2A el

anticuerpo contra HSC70 reconoce especifica-
mente a la proteina tanto en el lisado de células
no infectadas como infectadas con rotavirus, sin
reconocer proteinas virales. Asi mismo, el anti-
cuerpo policlonal que reconoce rotavirus no re-
conoce proteinas celulares y el anticuerpo usa-
do como irrelevante para el control en la
inmunoprecipitacion (antiAb1) no reconoce nin-
guna proteina viral de rotavirus, figura 2B y 2C.

Con el fin de elucidar qué proteinas virales se
unen con HSC70, se realizaron inmunopre-
cipitaciones con el antiHSC70 del lisado celular.
Dicho lisado habia sido previamente concen-
trado por ultracentrifugacion de células infecta-
das con rotavirus. Como se observa en la figura
3 A coimunoprecipitaron con HSC70 cuatro ban-
das de 45, 55, 90 y mayor de 130kDa. Se sabe
que la proteina viral VP6 tiene un peso de
~45kDa, la cadena pesada de la inmunoglobulina
~55Kda, VP4 ~90kDa y probablemente la ban-
da de ~130Kda sean agregados virales.

Coinmunoprecipitacion de VP6 con
HSC70. El resultado anterior sugiere que VPO,
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Figura 2. Western blot del lisado celular. (A) WB revelado con un anticuerpo antiHSC70 para detectar

HSC?70 en el lisado celular. (B). WB revelado con antirotavirus (C). WB revelado con antiAbl, anticuerpo

irrelevante. Para By C el carril 1 corresponde a células no infectadas y el carril 2 a células infectadas

la proteina mayoritaria del virion, se une a
HSC70. Para corroborarlo y determinar si esta
proteina puede unirse a HSC70 sin la presen-
cia de las demas proteinas virales, inmuno-
precipitamos VP6 recombinante expresada en
vaccinia y producida en células MA104. Como
se observa en la Figura 3B, VP6 se une en el
lisado celular a HSC70, sugiriendo una uniéon
especifica.

Estos resultados fueron reproducibles en ex-
perimentos realizados por triplicado con culti-
vos celulares de MA104 y lisado de células in-
fectadas con RRV producidos en diferentes
tiempos o al utilizar otro anticuerpo policlonal
dirigido contra HSC70 producido en el grupo
de biologia molecular de virus de la Facultad
de Medicina de la Universidad Nacional, utili-
zando como control de la inmunoprecipitacion
el respectivo suero preinmune (dato no mos-
trado).

Discusion

La HSC70 es una proteina constitutiva de la fa-

milia de HSP70 que se encuentra dentro y fuera
de la célula, con una estructrura similar al com-
plejo mayor de histocompatibilidad tipo [ y a la
actina, tiene funciones variadas, aunque de es-
tas las mas conocidas son: como chaperona y
contribuyente en el correcto plegamiento de las
proteinas (11-14).

El mecanismo de entrada del rotavirus es un
proceso de multiples pasos en el cual se presen-
tan interacciones secuenciales entre las protei-
nas de la capside externa del virus y las molécu-
las de superficie celular durante el proceso de
adherencia y penetracion celular (15-20). Las
interacciones tempranas del rotavirus con la
célula hospedera son un proceso complejo, que
probablemente ocurre por interacciones
secuenciales de las proteinas de la superficie de
los virus VP4 y VP7 con al menos cuatro molé-
culas de superficie celular diferentes, dispues-
tas en microdominios lipidicos “rafts” (15-20).
La VP6 es la proteina mas inmunogénica de los
rotavirus, pero no induce anticuerpos neutrali-
zantes, aunque algunas inmunoglobulinas IgA
especificas para VP6 son protectivas in vivo, pro-
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Figura 3. Coinmunoprecipitacion de proteinas virales con HSC70. (A). El lisado viral se inmunoprecipito con el

antiHSC70y el Western blot se reveld con el antirotavirus. Carril 1. Células no infectadas. Carril 2, lisado de células

infectadas con rotavirus, no inmunoprecipitadas y utilizadas como control positivo. Carril 3, lisado de células infec-

tadas inmunoprecipitado con antiHSC70, por peso molecular las bandas pueden corresponder a VP6 (~45kDa), VPS5
(~60kDa), VP4 (~90kDa) y agregados virales (~130KDa). Carril 4, lisado de células infectadas Inmunoprecipitado
con anticuerpo irrelevante, antiAbl. (B). Coinmunoprecipitacion de VP6 recombinante, expresada en vaccinia y
producida en MA104 con HSC70. El western blot se revelo con el monoclonal antiVP6. Carril 1, células MA104

infectadas con vector vacio. Carril 2, lisado de vaccinia recombinante de VP6 sin inmunoprecipitar. Carril 3, Lisado

inmunoprecipitado con antiHSC70. Carril 4, lisado inmunoprecipitado con anticuerpo irrelevante, antiAbl1 (4).

bablemente via trancitosis a través de células
epiteliales (21). Estudios dirigidos al desarrollo de
vacunas han encontrado una elevada proteccion
al utilizar VP6 como inmundgeno mediante dife-
rentes estrategias (22-24). Los péptidos sintéti-
cos que tienen la region 283-307 de VP6 induje-
ron una completa proteccion al desafié viral al
inmunizar ratones con estos péptidos (23). El me-
canismo mediante el cual la proteina VP6 prote-
ge del desafio con rotavirus no se encuentra bien
establecido, varios estudios apuntan a que esta
proteccion se debe a neutralizacion intracelular
de particulas DLPs por inmunoglobulinas IgA que
impiden la liberacion y traduccion de transcritos
al citoplasma (21-24).

Existen diferencias parciales en el patron
electorforético de células MA 104 no infectadas

e infectadas con rotavirus. Previamente se ha-
bia evidenciado la interaccion directa entre la
HSC70y las proteinas virales del polyomavirus
(9). En nuestro trabajo, las proteinas virales VP4
y VP6 coinmunoprecipitan con la proteina celu-
lar de choque térmico HSC70 a partir de un lisado
de células previamente infectadas con rotavirus
sugiriendo que las dos proteinas interacionan con
HSC70 durante el proceso infeccioso. La
inmunoprecipitacion se llevo a cabo con un anti-
cuerpo policlonal contra HSC70 y la VP6 se de-
tectd con un anticuerpo policlonal que reconoce
todas las proteinas estructurales del virus. No
disponiamos de anticuerpos especificos contra
VP4 para corroborar su identificacion, pero por
el peso molecular y dado que el anticuerpo no
reconoce proteinas celulares es muy probable
que se trate de la proteina del rotavirus.
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Puesto que estan coinmunoprecipitando VP4 y
VP6 es dificil determinar si existe union fisica
de VP4 o de VP6 con HSC70 o si solo se esta
uniendo una de las dos proteinas virales y la otra
se detecta porque permanecen unidas las pro-
teinas del rotavirus, es decir, se precipitan como
un complejo. Para resolver esto inmunopre-
cipitamos HSC70 de un lisado celular que
contenia VP6 recombinante, expresada en
vaccinia. El resultado indica que VP6 coinmuno-
precipita con HSC70 sugiriendo que la union es
independiente de otras proteinas virales como
VP4, VP7 o VP2, proteinas que interactiian con
VP6 en el virion de rotavirus. Sin embargo, con
la técnica empleada en este trabajo no podemos
descartar que la VP6 se esté uniendo a otra pro-
teina celular y que dicha proteina a su vez esté
ligadaa HSC70 y por eso la VP6 esté coinmuno-
precipitando con HSC70. Para resolver esto
seria interesante realizar ensayos de union te-
niendo VP6 purificada y HSC70 recombinante
humana, para confirmar que existe una unioén
directa entre ambas.

Sin embargo, recientemente encontramos que
al realizar ensayos de union de HSC70 con
TLPs, es decir, la particula viral completa y DLPs,
la particula viral sin la capa externa (sin VP7 y
VP4) mediante ELISA, la HSC70 recombinante
humana se une a ambos tipos de particulas (ar-
ticulo en preparacion).
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