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Resumen

P mecanismo de entrada de los rotavirus es un

proceso de mudtiples pasos of cual no esta com-

pfetamente entendido. La proteina de chogue
termico HSC70 (heat shock cognate 70) ha sido pro-
nuesta como molécula co-receptora para la entrada
de rotavirus, Mediante inmunoprecipitacion identifica-
mos la inleraccion de las proteinas VPE v VP4 de la
capside del rotavirus BRRY con HBCT70 en lisados de
celidas MAT04 previamente infectadas con rotavirus,
sugitiendo ta nteraccion de MSCT70 con mas de una
orofeing viral, Postenormente se dedujeron fss secuen-
cias 531-554 de VP4 y 280-297 de V6 en base a
secuencias reconocidas gue unen a HSCY0, En este
estudio determinamos que DLPs v los peptidos sinté-
ticos (280-297) de VPG v (531-584) de VP4, deducidos
teoricamente como de union a H5C70, inhibian ta en-
trada de tos rotavirus RRY. YM y WA de manera dosis
dependiente en celulas MA104 v Caco-2. lgualmente
a adicion de los péptidos VP4 v VPG o de DLPs mas
ios peptideos. a concentracionegs de inhiicion media-
méaxima. inhibio la infeccion de las tres cepas de ma-
nera aditiva. Sueros hiper-nmunes contra los péeptidos
bloguearon ia infeccion de particidas infecciosas TLPs,

Rodriguez Luz 8., Acosta L. Orlando’.

Ademas mediante un ensayo in vitro se determing la
interaccion de DLPs con HSCT0. Eslos resuliados
sugieren que VP6 participa duranie el proceso de en-
trada de rotavirus uniéndose a HSCT70. En resumen,
este y otros rabajos confirman la funcion de la proteina
HSCT70 como molecula recepiora durante ia entrada
de los rotavirus. Probablemente [os dominios 280-287
de VPG y 531-554 de VP4 son regiones ulilizadas por
los rofavirus para unirse a HSC70. 1o cual apoya el
modelo de entrada de mdtiples pasos involucrando
cambios conformacionales en la particula viral

Palabras claves: rotavirus, infeccion, heat shock
cognate HSCY0, parliculas con doble capa {DLPs),
peptidos sintéticos.

Introduccion

Los rotavirus son el principal agente eticlogico de
diarreas en nifos menores de cinco afios a nivel mundial.
Estos virus ocasionan cada afio 352000 a 592000 muer-
tes {32}, In vive afecta fundamentalmente el intesting
delgado e in vitro infectan lineas celulares eplieliales de
origen renat como MA104 e intestinales como Caco-2.
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Los rotavirus pertenecen a la familia Reoviridae.
Son virus de simelria icosahedrica que carecen de
membrana lipidica y se caraclerizan por tener res
capas concentricas de proleina gue envuelven un ge-
noma de 11 segmentos de RNA de doble cadena
{dsRNA}. La cubierta externa esta formada por la
glicoproteina VP7, y por la hemaghlutinina VP4: ésla
utima se proyecta de 1a superficie del virus como es-
pigas de 10-12 nm. La capa intermedia esta formada
por VP8, siendo ésla Ia proteina mas abundante en el
virion, representando aproximadamente el 51% de la
masa viral. La pared de 1a nucleocapside o "core” estd
constituida por 13 proteina VP2, gue engloban al
genoma viral {14). Para gue el virus sea infeccioso
requiere el chivaje de VP4 por tripsina onginando las
subunidadss VP8 y VP5.

Para gue se Heve a cabo la infeccion de la célula
por el rotavirus son necesarias interacciones molecu-
lares enfre ia célula hospedera y el virus. Este proce-
30 complejo probablemente ocurre por interacciones
secuenciales de las proteinas de ia superficie de los
virus VP4 y VP7 con al menos cuatro moléculas de
superficie celular diferentes, dispuestas en microdomi-
nios lipidicos «rafts» (1,18,20,24,36).

Enire estas moléeulas de superiicie celular invo-
ucradas en la infeccion por rotavirus esta ta proteina
de chogue térmico HSC70 ha sido propuesta como
molécula co-recepiora en la entrada del rotavirus, al
bloguear la entrada del rotavirus preincubando 1as
célutas con anticuerpos conlra H3C70 o proteina
recombinante hurmana HSC70 (19). Utilizando peptidos
sintélicos de proteinas virales se han sugerido domi-
nios de estas proteinas como sitios de reconocimien-
to para HSCY0 e integrinas (11, 38, 38,40). Estudios
dirigidos al desarrolio de vacunas han encontrado ale-
vada proteccion al utihzar a VPG come inmunogeno
mediante diferentes estrategias (5.7,8,9,10,16,27,
31.34)

Materiales y Métodos

Células y virus. Lalinea celular de rifidn de mono
verde africano, MA104, se cultive en MEM (Eagle’s
Minimal Essential Medium), suplementado con 10%
{viv} de suero fetal bovino {(SFB). La linea celutar de
cancer de colon Caco-2, se cultive en DMEM suple-
mentado con 20% de SFB.

Coinmunoprecipitacion. Para la inmunoprecipt-
tacion de HSCT0 con proteinas rotavirales se toma-
ron alicuotas de lisados de celulas infectadas con
rotavirus (1000 UFF}, después de 24 a 48 horas
postinfeccién y se precipitaron mediante ultracentri-
fugacion. El precipitado se resuspendio en MEM y cada
alicuota de 100wl conlenia 30ug de proteina que se
incubd con 10l de anticuerpo policlonal de conejo anti-
HSC78, (generado mediante HSCT0 recombinante

humana), utilizando como contral de la inmunoprece-
pHacian un anticuerpo no relevanie. en esle Caso, un
anticuerpo policional de conejo {ab-1) dingido contra
la oncoproteina c-neu {oncogene research). Las akicuo-
fas se incubaron con el respectivo anticuerpo a 4{C
toda ka noche y se precipild con proteina A-sepharosa
{50 % piv) manteniendo en agitacion suave por 30
minutns. £l precipitado se lava tres veces con bufter
RIPA {S0mM tris (pH 7.5). 150 mM NaCl 1% Nongiet
P-4 (NP-A{, (. 5% deoxicolato de sodio, 0,1% dodecil-
sulfato de sodio (S0S), con TmM de fendmaetilsalioni-
forure {FM3SF(. luego se hizo un lavado con buffer
A0mM HEPES (N-Zhidroxsetidpiperazina-N -acido
etanosulfonico) pH: 7.0, 1% NP-40. Posteriormente se
hizo un lavado con NaCt ZM, dos con buffer RIPA v dos
con agua destilada. A cada precipitado se le adiciong
251l de buffer de muestra de Laemmil 1X y se hirvieron
durante 3 minuwtos. Lueqgo. las muestras fueron sepa-
radas por SDS-PAGE v se realizé un «Western Blots
humedo (mini trans-blot cell de Biorad). Las membra-
nas se hloguearon una hora con leche desgremada
en PBS solucion 5% {p/v). Luego se incubaron con
anticuerpo primanao hecho en conejo contra rolavirus,
o anticuerpo monockonal de ralon antiviPg, 1026 (31
{donado por e Laboratonio de Genelica Humana de la
Pontificia Universidad Javeriana) durante toda la no-
che, Luego se lavé la membrana v se incubd con anti-
cuerpo secundario conjugado con biotina v se revelo
utilizando et sistema ABC {avidina-bioclina-peroxidasa
y luminol super signal west dura exdended de PIERCE)

Purificacion de particulas virales. El hsado viral
de células MA104 dela cepa Wa con aproximadaments
106 UFF/ml a 107 UFF/mi {unidades formadoras de
focos UFF) se ultracentriugo a 101500 X g por 1 hora
30 mingios a 4°C. El pellet fue resuspendido en 1 mil
de buffer TSM {Tris 0.0 M, pH 7.4, NaCl 0,15 M, MgCi2
J.00MM, CaCiZ 1 M}, Luego se adiciono Predn {112
Triclortrifluoretano) para disociar membranas (1:1/3
vobvol virus:Freon) v se dio vortex por 5 nunutos. Se
recolecto el sobrenadante v se repitio el procedimien-
to tres veces. adicionando nuevo buffer cada vez. Bl
sobrenadante total recolectado fue ulira centrifugado
a 101 500 X g por 1 hora 30 minutos a 4%C para sedi-
meniar el virus. kil sedimento fue resuspendido en TSM
y ultra centrifugado a 217 106 X g {rotor Sorvall TST
60.4} por 1 hora a 4°C en un gradiente de clorurg de
cesio (CsCh 0.5 ml con densidad 14157, 1 ml con
densidad 1.3039, 4.5 micon densidad 1. 2070y 0.5 mi
con sacarosa 30%. La banda de TLPs v DEPs fue
resuspendida cada una an buffer TSM. La fraccidn
correspondiente a las DLPs, se centrifugo a 101 500
X g por una hora a 4°C. El pellet fue resuspendido en
buffer TSM (sin CaCl2 ni MgCI2) con EDTA SO mM v
se dejo durante 1 hora a 37°C. Nuevamenie se ceniri-
fugd a 101 500 X g por una hora a 4°C para relirar g
EDTA vy se resuspendio en TSM (sin MgCi2 y CaCi2).
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Las particulas wrales TLPs v DLPs fueron cuantifica-
tias por especirofotometria a 260 nm leniendo en cuen-
ta el cosficienie de extincion para este lipo de nucleo
particutas v se determing la concentracion de particu-
tas virales leniendo en cuenia la siguiente (drmula: Q.0
= K x C{O.D = Densidad aptica, C = concentracion
maimi, K = coeficiente de extincidn: 8 para DLP v 6
para TLF)L

Peptidos. Secuencias peptidicas de VP4 (531
H5h4) v VPG {280.297) fueren sintetizadas quirmicamen-
e por ia melodologia en fase solida, purificadas por
HPLC. caraclerzadas por espectrometria de masas vy
kiego kofilizadas. Como control se sintetizaron péptidos
ng relacionados v peplidos con el misma tipo v ndamero
de aminoacidos pero con secuencia alealtoria (Tabla
1). Los peptidos fueron resuspendidos en medio MERM,
oH 7 y se ulilizaron en 1os ensayaos de infectividad.

Ensayos de toxicidad celular. A cada uno de
los pépiidos se les hizo prueba de toxicidad en células
MAT04 medianie la leécnica de azul de Tripan y MTT
come ha side previamente reportado (30}

Ensayo de infectividad, Inicialmente se hicieron
curvas de infeccion. para hallas [a concentracidn maxi-
ma y minima probable de los péptidos v DLPs con
aciividad de inhibicion de ia infeccion, para esto se
fuve en cuenta trabajos con metodologia similar ya
reportaca (107,106, 19). Las placas de 96 pozos con-
flsentes con células MATO4 o Caco-2 fueron tratadas
con diferertes concentraciones del péptido VP4 (0,125
-4 mgimiby, VPG {0.015- 2 mgimb o DLPs (0.01- dug/
miypor 1 ha 3?7 Cy5%de CO. En cada placa ¢
rratamiento se hizo por duplicado, en pozos a los cua-
fes se les anadid un volumen {otal de 300t

L.uego se adiciond una preparacion viral que lenia
un tHulo de unidades formadoras de foco (UFF) de 10%
mia 1Y /il de un lisado viral, previamenle activade con
tripsina, de las diferemtes cepas de rotavirus {(Wa, RRY
y YM} para cada uno de los tratamienio vy se incubd 1
hara a 37° C en MA104 v Caco-2. Las placas fueron
lavadas dos veces con MEM e incubadas 12 horas a
37 Cy 5% de COZ. Posteriormente, las células fugron
fradas con metanol puro, frig, por 45 minutos a 4 C.
L.as células fueron lavadas tres veces con PBS e incu-
badas con un anticuerpo policlonatl contra rotavirus
generado en conejo a partir de virus purificado por CsCL
Posteniormenie, el Ac primario se incubo con un conju-
gado - HRP {SC 2004, Santa Cruz, Dilucion 1:3000 en
PBSI por 1 hora a 37 C. kn cada paso las células se
lavaron dos veces con PBS. Las placas se revelaron
con AEC (3-amino-9-ethyd carbazole, SIGMA) v se con-
taron las UFF en un microscopio invertido (Euromex,
Holanda), Se wilizaron tres controles: ef paptido de VPG
o de VP4 con ia secuencia alealoria, un peplida no rela-
cionada y MEM. En todos los experimentos cada virus

utilizado se incubod con los diferentes peplidos control,
El porcentaje de infeccion en todos los casos se relaciond
tomando come el 100% tos focos contados en ios pozos
gue solamente se realizo la infeccion en medio MEM.

Produccion de Anticuerpos policlonales contra
los peptidos sintéticos de VP4 y VP6. Congjos Nue-
va Zelanda de 3 mases de edad fueron sangrados para
obtener suero preinmune. Estos mismos conejos pos-
teriormente fueron inoculados subcutaneamente con
0.5 mg del peplido de VP4 o de VPB mas 0.5 mg del
peptido FIS {(FISEAIHVLHSR) unto con adyuvanie
completo de Freund en laprimera inoculacion. La se-
gunda y tercera incculacion se aplico con adyuvante
incompleto de Freund cada 20 dias. Finalizado el es-
guemna de inoculacion el conejo se Hlevd a blanco. La
sangre se dejo 30 minutos & 37°C y 12 horas a 4°C,
posteriormente se centrifugo a 10.000 X g (Beckman)
a4 C durante 30 minutos para recuperar el suere que
se mezcld con ghicerol {1:1 volivol) y azida al 0.02% v
se almacend a -20 C hasta su uso. Para cada péplido
s inocularon dos coneios, generando dos anticuerpos.

Bloqueo de la infeceion con Anticuerpos con-
fra los péptidos sintéticos. TLPs de la cepa Wa con
aproximadamente 106 UFE/mi a 107 UFE/mi, purifi-
cadas en gradiente de CsCi, activados previamente,
fusron adheridos a células MA104 confluentes a 4°C
durante 45 minutos. L.a placa de 96 poros fue lavada
dos veces con MEM e incubada con diferentes dilu-
ciones de suerc hiper-inmune contra 1os péplidos VP4
y VI8 a 4°C durante 30 minutos, luego las células fue-
ron incubadas a 37°C durante 45 minutos, enuna at-
mosfera de 5% de COo. Las céludas se lavaron 2 veces
con MEM v se incubaron 12 horas a 37°C, a una at-
mosfera de 5% de COq. Las células se fijaron y reve-
faron como se describid anteriormente para el ensayo
de infeccion. Como control se utilizé suero pre-inmu-
ne de los mismos conejos y los resultados fueron
graficados como porcentaje de infeccion con respecto
al titulo det anticuerpo.

ELISA, Como anticuerpo de caplura se uso suero
polictonal contra rotavirus hecho en conejo (1:500) y i
de deteccion del antigeno un anticuerpo policlonal con-
tra HSC70 hecho en cabra (0.4 {g/ml, Santa Cruz
Biotechnology INC). Se mezclaron diferentes concen-
traciones de H3C70 recombinante (4.074 - 1.4 mg/mi)
{obtenida del laboratorio de! Dr Carlos F Arias def Ins-
tituto de Biotecnologia de Cuernavaca, UNAM, Mexk-
co} con DLPs {(1ug/ml), se incubaron toda la noche a 4
(C en agitacion vy la mezcla se adiciond sobre e anti-
cuerpo de captura en la placa de ELISA {(Nunc) previa-
mente blogueada con leche descremada al 3% vy
ovoatbumina al 2%. El antigeno con ef anticuerpo de
captura se incubod toda 1a noche. Luego se hicieron tres
lavados con buffer PBS-Tween 20 {0.05%}. Se adicio-
ng el anticuerpo contra HSCY0 en solucidn de bloqueo-
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PBS-T y se incubo durante una hora a 37°C. Luego de
lavar fres veces ia placa se incubd con anti-cabra HRP
{1:5000) durante una hora a 37°C. La placa se reveld
utiizando como sustrato ORPD {O- Fenitenediamina
dehidrociorurg, PIERCE) diluide en buffer para peroxi-
dasa. L.as placas fueron leidas como absorbancia 2 493
nm en un lector de ELISA. Como conirol negativo se
uilizaron pozoes sin HSCY70 recombinante.

Andlisis de datos. Todos s datos fueron expre-
sados como media vy desviacion estandar para tres
experimentes independientes en los cuales los gru-
pos fueron probados por duplicado en cada uno de
oS ensayos.

Resultados

HSCT70 se asocka con VP4 y VPG, Mediante la tée-
mca de imunoprecipitacion se encontire que la proteina
HSC70 co-inmunoprecipita ia proteina viral VP8 identi-
ficada mediante un anticuerpo monoclonal (1026},

VP4 y VPGB presentan secuencias de unidn a
HSC70. Dado que HSCT0 interacciona durante la infec-
cion con VP4 y VPG nos propusimos determinar si exis-
tian dominios probables de unidn de tas proteinas virales
a HSC70. Para esto, primero se identificaron 40 péptidos
reportados en la Meratura (2.37) como de unidn a HSCT0
¥y $U secuencia se alineo con la secuencia de las protei-
nas virales VPG y VP4, La alineacion de diferentes rota-
virus, humanos y de animales, se hizo mediante el pro-
grama Cluslal X www.evolution.genetics/philyp/. Reali-
zada la alingacion, se seleccionaron secuancias gue
presentaron cuatro caracteristicas: 1. Alta homologia
con las proteinas virales. 2. Sobrelapamiento en la mis-
ma secuencia viral con mas de uno de los 40 péptidos.
3. Conservacion de region elegida en los diferentes ti
pos de rotavirus 4. Exposicidon de la secuencia en e
virion, con respecto a las demas proteinas. Con estos
criterios se selecciond la region (531-554) FSGIKSTE-
DAAKSMATNVMEKFKK de VP4, v la region {280-297)
WARNFD TIRLSFQLRPP de VP6 (Tabla 1). Debido a
gue la secuencia del péptido de VP4 contenia el
fripéptido IDA (lle-Asp-Ala), reportado como de unidn a
integrina v4j31, la cual ha sido reportada como receptor
para la cepa SA11 de rotavirus {22}, se sintetizo el
peptido 1l {631-554} de VP4, al cual se le cambio el
trpéptido DA por LEG {Leu-Glu-Gli) que son amino-
acidos que pertenecen al mismo grupo funcional. Como
péptidos control se sintetizaron péptidos con el mismo
tipo y numero de aminoacidos, pero con secuencia alea-
torfa. Igualmente se sintetizaron péptidos control de
secuencia ne relacionada. kl ensayo de viabilidad con
azul de Tripan y MTT mostré que el peptide VP4 (1)
tenia un efecto citotdxico en las dos concentraciones
anatizadas. Ei peptido |l de VP4, IV de VPE v fos de
control no tuvieron efecto tdxico.

TABLA %
Secuencias de péptidos sintéticos de VP4, VPE
y controles
Proteina Péptido Secuencia de aminoacidos
VP4 | HESGIKS TIDAAKSMATNYIMK
KRR
VP4 modificado I FSGIKSTLEGAKSMATNVMKK
Fry
VP4 control {i; KGKMMIVFFNAIKSTESTAKA
SKD
YR iy FIWARNFOTIRLSFOLRPR
VG control W RIPQIRLVFLARTSDPNF
No relacicnado W FISEAIIRVLHSR
No relacionade Wi KMNAMHL ENVFWIMNKOGLFK

Los péptidos sintéticos de VP4 y de VP6 inhi-
ben la infeccin de rotavirus en células MA104 y
Caco-2. Para determinar st las secuencias de proba-
ble unitn a HSC70 presentes en 10s peptidos sintél-
cos de VP4 {531-554) y de VP6 (280-297) inhiblan la
infeccion de los rotavirus de las cepas Wa, RRV y YM
en celulas MAT04 y Caco-2, las celulas confluentes
fueron incubadas con diferentes concentraciones dei
peptido # (VP4), el peptido IV {(VPB) o los paplidos
control v posterormente infectadas con los rotavirus,

En células MATO4 v Caco-2 el peplido H de VP4
inhibio la infeccion de WA, RRV y YM de manera do-
sis dependiente. bn celulas MATG4 o inhibicion fue
alrededor del 79 % (Wa, RRV} y 88 % (YM) (Fig 1A}
En Caco-2 Ia inhibicion fue del 80% para Wa, 66%
para RRV y 68% en YM (Fig 1B).

En las celulas MAT04 el peptido 1V de VPG nhibid
la infeccion de las res cepas de manera dosis depen-
diente. En MA104 la inhibicion fue alrededor del 94 %
para RRV y YM vy deil 74 % en Wa (Fig 1C). £n Caco-?
del 91 % para Wa, 83 % para RRV y 80% en YM ({Fig
1D} Enfas dos lineas celulares os peplidos control no
tuvieron ningun efecto en la infeccion con las tres ce-
pas de rotavirus y entodos los experimentos cada virus
utiizado se incubé con los diferentes peptidos control,

Como conlrol experimental. se determing gue los
peptidos sinteticos no lienen efecto en e ciclo de repli-
cacion viral, dado gue al infectar primero las ealulas
con et virus y luego incubarlas con las diferentes con-
centraciones de los peplidos no hubo diferencias, res-
pecto a las celulas incubadas solaments con MEM
{datos no mostrados), Estos resultados permiten su-
gerir que los péplidos compiten con los viflones por
rmolécuias receptoras inhibiendo de esia manera ia
entrada del rolavirus.

Las DLPs inhiben la infeccién de rotavirus en
ceéfulas MAT04 y Caco-2. Puesto que el péplido sin-
tetico de VPB (280-207} inhibe la infeccion de jos
rotavirts quisimos determmar si VPE, gue conforma
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FIGURA 1. Efecio del péptido VP4 y VPE sobre la infectividad de Wa, RRV y YM. Las celulas confluentes en placas de 96 pozos
fueron incubadas durante una hora a 37 © C con diferentes concentraciones de los péptidos. Ay B, Péptido |l de VP4 y los péplidos
contral 1), VI y VIl con concentraciones desde 0.125 hasta 4 mg/ml. C y D, péplide IV de VP8 y los peptides contral V, VI y VI con
concentraciones desde 0.015 hasta 2 mg/ml. Posteriormente las celulas fueron infectadas con 1000 UFF del correspondiente virus
por 1 hora a 37°C. El exceso de virus fue removido y fa infeccidn continud 14 horas a 37°C. Las células fueron fijadas y tenidas por
inmunocitaguimica Los resultados son expresados como % de infectividad con respeclo a células tratadas con MEM. La curva
representa los resultados de al menos tres expenmentos independientes cada uno por duplicado.

las particulas de doble capa (DLPs). no infecciosas,
era capaz de inhibir la infeccion durante el proceso de
entrada del! rotavirus. Para esto, células confluentes
MA104 y Caco-2 fueron incubadas con diferentes con-
centraciones de DLPs de RRYV, purificadas por gradien-
te de CsCl y posteriormente se desafiaron con cada
uno de los rotavirus (Fig. 2).

En células MA104 las DLPs inhibieron la infeccion
de Wa, RRV y YM de manera dosis dependiente, alcan-
zando una inhibicion alrededor del 81 % para las cepas
RRVy YMy de 61% para \Wa, cuando todos los ensayos
fueron conducidos a una concentracion de 3.8 (g/ml de
DLPs (Fig. 2A). lgualmente, en celulas Caco-2 las DLPs

inhibieron la infeccion de Wa, RRV y YM de manera do-
sis dependiente, alcanzando una inhibicion de alrededor
del 87 % para las cepas RRV y YM cuando los ensayos
fueron realizados a una concentracion de 3.8 (g/ml de
DLPs (Fig. 2B). Para la cepa Wa se alcanzo una inhibi-
cion de 83 % a una concentracion de 120 ng/ml de DLPs
(Fig. 2C). De esta manera. Wa requiere 30 veces menos
concentracion de DLPs para alcanzar el mismo porcen-
taje de inhibicion respecto a RRV y YM en células Caco-
2, mientras que en células MA104 no se observo esta
diferencia en la sensibilidad a la inhibicidn. El resultado
fue similar si las células se lavaban o no luego de incu-
barlas con DLPs y desafiarlas con los rotavirus.
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Dado que los resultados de inhibicidon de la infec-
cién producidos por la incubacién previa de las célu-
las con DLPs no excluyen que la inhibicién sea una
consecuencia de un impedimento estérico asociado a
la union inespecifica y masiva de las DLPs, se realiza
un ensayo de infeccion en células MA104, en el cual
se incubaron las ceélulas primero con DLPs en canti-
dades decrecientes y luego se llevo a cabo un desafio
con TLPs en una cantidad constante y carrespondien-
te a la ufilizada para obtener un grado de infeccion de
referencia asumido como el 0% de inhibicion. De esta
manera, se obtuvieron relaciones molares entre las
TLPsy las DLPs. Para hallar estas relaciones molares,
primero se calculo la concentracion de TLPs que gene-
raba entre 4-5 X 106 UFF/ml. Las particulas virales
TLPs y DLPs fueron cuantificadas por espectrofotome-
tria a 260 nm leniendo en cuenta un coeficiente de
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extincidon propio para nucleoproteinas con un conteni-
do definido de RNA y se determiné mediante calculo
tedrico que para la preparacion utilizada los 4-5 X 106
UFF/ml correspondian a 2.1x109 particulas/ml de
TLPs. lgualmente se realizaron los calculos para deter-
minar el numero de particulas de DLPs. De esta mane-
ra serealizé un ensayo de infeccion tepiendo en cuenta
la relacion molar TLPs/DLPs (Fig 3). El resultado mos-
tré que las DLPs blogquearon la infeccion de las TLPs
en un 98%, 62 % y 13% a una relacion molar TLP/
DLP de 0.25. 8 y 16, respectivamente. Estos resulta-
dos apoyan que el efecto inhibidor en la infeccion de
las cepas Wa, RRV y YM con las DLPs no es debido a
un impedimento estérico por moléculas receptoras que
utilizan las DLPs, y que de alguna manera interfieren
muy probablemente con la union de las TLPs.
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FIGURA 2. Efecto de las DLPs en la infectividad de Wa, RRV y
¥YM en células MA104 (A) y Caco-2. (B y C) células confluentes
en placas de 96 pozos fueron incubadas a 37° C por 45 minulos
con diferentes concentraciones de DLPs entre 0.01 hasta 3.8
mg/ml o péptido contral V (0.5 mg/ml). Posleriormente se
infectaron con 1000 UFF del correspondiente vitus por 1 hora a
37°C. El exceso de virus fue removide v la infeccion continue
14 horas'a 37° C. Finalmente las celulas fueron fijadas v leridas
por nmunocitoquimica coma se descnbe en matenales y meto-
dos. Las resultados son expresados como % de infectividad
con respeclo a celulas tratadas con MEM La curva representa
los resultados de al menos tres expenmentos independientes
por duplicado
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FIGURA 3. Inhibicion de la infeccion de TLFs a diferentes soluciones molares de TLRP/DLP. Celulas MA104 en cajas de 86 pozos
fueron incubadas con DLPs desde 0.78mgimi (relacion 0.28) posteriormente fueron infectadas con .32 mg/mi de TLPs previamente
activadas con fripsina. Los datos son presaentados como % de infeccidn. Como controf se utilizo TLPs tratadas con anticuerpo
neutratizante (27, 38) v celulas tratadas con MEN. La relacion molar se obliene de dividir e nimero de pardicuias tedricamente

caicutadas de TLPs sobre las DLPs (tabla),

La suma de péptidos sintéticos o de péptido y
DL Ps inhibe la infeccion de rotavirus en células
MA104 y Caco-2. Quisimos determunar silos péptidos
se estan uniendo a una misma molecula receptora o a
diferentes receptores. Para esto, utibzamos 1a concen-
tracion media inhibitoria de cada peptido para que tedri-
camenie permaneciera libre la mitad de las molécutas
receptoras de la superficie de la célula, Si se unen a
una misma mofecula receptora fa adicidén de los dos
péptidos, o un peplido y DLPS, saturaria nuevamente
todos los sitios de unidn posibles del mismo receptor
restaurando el valor maximo. Sise unen a diferentes
receptores no deberia presentarse efecto aditive. En
este experimenta se ullizd la concentracion de inhibi-
cion media-maxima de cada péptido y de las DLPs.
Cejutas MAT04 confluentes lueron incubadas con Tmg/
ml del peplido 1 mas 0.25 mg/mi del péplido IV y pos-
teriormente infectadas con rotavirus. La suma de los
peptidos 1Ty IV a conceniraciones de inhibicién me-
parala cepa Wa y del 83 % para la cepa RRV. Para la
cepa YM no se encontro efecto inhibidor aditiva al uli-
zar |2 suma de los peplidos, presentandose una inhi-
bicion de salo 28% idatos no mostrados). BEn células
Caco-2, la suma de los peptidos luve un efectn inhibidor
adilivo del 83 % paralas cepa Wa. det 82 % para BRRV
y el 73 % para la cepa YM (datos no mosirados),
Estos resultados muestran gue fa suma de peplidos a
concentracionas de inhibicion media-maxima para las
tres cepas de rolavirus en Cace-2 y en MA104 tiene
un efecto aditivo, alcanzando porcentajes de inhibi-
cion simitares a los oblenidos can 1as concentracio-
nes maAximas ge cada uno de tog péptidos individuales,

excepto para la suma de los péptidas VP6 y VP4 en
fas células MAT04 frente a la infeceidn con la cepa
YM. Las células tratadas con péptido control Il mas el
peptido 1V confirman que la concentracion de inhibi-
cion media maxima de los peptidos |l y IV permiten la
infeccion con valores cercanos al 50 % de la inhibi-
cion que presentaron las tres cepas de rotavirus utili-
radas.

igualmente, células MA104 y Caco-2 fueron incu-
badas con el peptido I mas DLPs ¢ peptido IV mas
{.Ps a concentraciones de inhibicion media-maxima
y posteriormente infecladas con rotavirus Wa, RRV y
Y La suma de DLPs mas ef péeplido |l bloqued la
infeccidn de 1as cepas Wa, RRV y YM en porcentajes
del 81%, 82% y 72%. respeclivamente, en células
MATO4 v del 82%, 78% y 76% para Wa, RRV y YM,
respectivarnente, en células Caco-2. Similar a lo obser-
vado en el ensayo de suma de peptidos, 1a cepa Wa
fue mas sensible al blogueo en la infeccion en Caco-2
que fas cepas RRV y YM.

La suma de P mas el paptido IV blogueo la
infeccion en un 79% para las cepa Wa. y alrededor de
84% para las cepas RRV y YM en células MA104 {da-
tos no mostrados. En células Caco-2 se alcanzd un
blogueo de la infeccidn maxima del 91% para Wa, 81%
para RRV y del 79% para YM {datos no mostrados).
£n los cultivos celulares control donde se fratd con
DLPs mas peptido control, se alcanzo aproximada-
mente un 50% de 1a inhibicion que presentaron todas
las cepas virales y en [as dos lineas celilares ensa-
vadas. Al adicionar solamente el péplido conlrol no se
presento efecto inhibidor. Los resultados en las dos
lineas celulares utilizadas muestran que 3 combina-
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cion a concentraciones de inhibicion media-maxima
de particulas DLPs vy de los peptidos VP4 y VPG, tiene
un efecto aditivo, el cual alcanza porcentajes de inhi-
bicion de la infeccidn similares a los obtenidos con la
aplicacion individual de estos inhibidores a concen-
fraciongs maximas.

Los rofavirus utitizan los dominios 531-554 de
VP4 y 280-297 de VP durante ef proceso de entra-
da ala célula. L.os péptidos sintéticos i vy IV que con-
tienen secuencias de VP4 y VPG, respectivamente,
tienen un efecto inhibidor sobre la infeccion por
rotavirus, esto sugiere gue 10s rolavirus utilizan tales
daminios duranie el proceso de entrada a la célula.
RPara explorar esta posibilidad se utilizd suero hiper-
inmune generado contra estos peptidos sintéticos de
la region 531-554 de VP4 y 280-297 de VPE para de-
terminar si fos anticuerpos blogueaban la infeccion,
Celulas MA104 confluentes fueron incubadas con TLPs
de ia cepa Wa a 4°C y luego incubadas con diferentes
diluciones de suero hiper-inmune gque reconoce [os
péptidos i de VP4 v iV de VIP6. Como control se utili-
20 TLPs incubadas con suero pre-inmune (Fig 4). Los
sueres hiper-inmunes contra los péptidos VP4 v V6
bioguearon la infeccion de las TLPs alrededor det 45%
y H7%, respectivamente. Como controt experimental,
se delerming que los anticuerpos no tienen efecto en
tas células dado que atinfectar primero las celulas con

el virus vy luego incubardas con los anticuerpos {(pre e
hiper inmunes} no hubo diferencias. respecto a ias
cetulas incubadas solamente con MEM. Los sueros
pre-inmunes no lwvieron efecto en la infeccion de ias
TLPs. Los resultados fueron reproducibles con dos
anticuerpos, generados en dos conejos diferentes,
conira cada uno de los peplidos. Esios resultados, junto
con los de inhibicion obtenidos con los peplidos sinte-
ticos de VP4 v VPG, apoyan la hipotesis que los
rotavirus utilizan los dominios 531-554 de VP4 v 280-
297 de VPG durande el proceso de enfrada a la célula,

Mediante un ELISA ndirecto se confirmo que los
sueros hiper-inmunes, generados condra cada uno de
fos peplidos, reconodcieron sus respectivos antigenos
sinteticos. lgualmente, e anticuerpo generado condra
el peptido H reconacia las particuias virales TEPs v gl
generado contra el péplido IV reconocio tas DLPs (da-
tos no mostrados). Ambos anticuerpos también reco-
nocieron los antigenos presentes en céluias infectadas,
tanio por inmunocitoquimica comao por Huorescencia,
aunque con una intensidad relativamente baja respecio
al policlonal ultizado confra rotavirus en 1a determing-
cion las UFF {dalos no mostrados). kstos resultados
sugieren que los dominios 531-564 en VP4 de las TLPs
y 280-287 en VPG de las DLPs estan expuesias en la
particula viral v participan en alguna forma en et pro-
ceso de nfeccion.

o
[
o
oyt
&
B ];
9
[
3
3 ¥
]
b+
N30

20

19

0 .

b 0.5 1 15 2 25 3 35 4

Reciprocoe de ia dilucién seriada del Ac x{1E4}

e HE N B

R aaand S I \UARREICD IR =t B

FIGURA 4. Anticuerpos contra los peplides VP4 y VPG inhiben 1a infeccidn de rofavirus. Céludas MA104 en placas de 96 pozos
fueron incubadas a 4 °C por 30 minufos con TLPs {0.32 mg/mil) previamente activados con tripsina. A fa misma temperatura se
adiciono suero hiper-inmune contra ios peptidos VP4 o VPG o sus pre-inmunes durante 30 minuios. Luegs las clulas s incubaron
a 37 °C por 1 hora, se lavaron y se incubaron 12 horas a 37 *C. Las células fueron filadas v teflidas por inmunacitoguimica como se
describe en matenales y métodos. Los resultados son expresados como %% de infectividad con respecio a celidas tratadas con
MEM. La curva representa los resultados de st manos fres expenmentos independientes cada una por duplicado. Los resultados
fueron reproducivles con los dos anticuerpas generados contra cada uno de los péplidas.
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{.as DLPs interactiian con la proteina de cho-
que térmico HSCTO, HMSCY0 se ha deteclado en su-
perficie cetular en células MA104 v Caco-2. Ademas
se ha determinado su asociacion con TLPs mediante
ensayos ELISA (19). Los resullados de bloguea de la
infeccion por rotavirus producido por DLPS sugieren
que esias particuias se adhieren a moléculas recepto-
ras, nterfiriendo asi el procesoe de entrada del rotavirus.
En este conlexto se quiso determinar la union de VPG,
qgue conforma las DLPs, con HSC70 recombinante
medianie un ELISA en sandwich (datos no mostradoes).
Como control se midid 1a interaccion TLR-HSC7{ en
ias mismas condiciones. evento gue ya ha sido confir-
mado (19} El resullado muestra una interaccion de-
pendients de ia concentracion de HSC70 con DL Ps y
TLPs, siendo mayor la interaccion con las particulas
TLPs. Estos resultados confirman que VPG se une de
manera especifica a HoCY0.

Discusion

Los resultados de cainmunoprecipitacion de
HSCT0 conjuntamente con VPE presente en lisados
virales sugleren gue HSCV0 se une a VPE en algun
momento del proceso infeccioso. Proponemos gue al
incubar los péptidos sinteticos con las células, estos
compiten por recepiores de rolavirus, 1o cual explica-
ria el efecto inhibitorio observado durante los ensayos
de infeccion. No obstante. no sabemos que molecu-
las de la superficie celular estarian implicadas en la
union, pero dado gue estas secuencias de aminoacidos
fueron escogidas por su potencial union a HSCT0, muy
probablemente se estén uniendo a la céha a traves
de este receptor. Con esta metodologia no podemos
determinar directamente si estas regiones Ias utiliza
ef rotavirus durante el proceso infecciosoe para unirse
con tos receptores cetulares. Sin embargo, at incubar
anticuerpos, generados contra estos peplidos sinteti-
£os, con los cullivos donde el virus se encontraba pre-
viamente adneride a 4 C a la célula como ha sido
descrito (18], se observod gue dichos anticuerpos blo-
quearon la infeccion, o cual sugiere que los rotavirus
utilizan la secuencia 531-854 de VP4 y 280-297 de
VPG durante la entrada. mediante 2 exposicion de
astos dominios en pasoy posteriores a la union micial
del virién con las primeras moléculas receploras. De
otro lado. los anticuerpos dirigidos contra estas secuen-
cias reconocieron respeclivamente a las DLPs y a las
TLPy mediante |a téonica de ELISA

Los peptidos sintéticos inhibieron mas eficiente-
mente a RRY y YM con respecio a Wa en células
MA104, pero en células Caco-2 |a cepa Wa fue mas
sansibie a la inhibicidn. Esto sugiere gue fas molécu-
las receptoras para las cepas virales utilizadas estan

en diferente ndmero o disposicion en las diferentes
lineas celulares, sin exclulr gue tas proleinas estruc-
turales del virus implicadas en el reconocimiento v la
urion también puedan presentar diferencias propias
de cada cepa {8, 6,25, 26 29).

La inhibicion de la infeccion producida por las
DLPPs se podria explicar probablemente por su union
a HSC70, lo cual tendria soporte en el hecho de que
in vitro, mediante la técnica de ELISA, estas particu-
[as se unen a la proteina recombinante HSC70, y por-
que a su vez esta proteina coinmunoprecipita con VPG,
lo cual en conjunto confirma la interaccion entre estas
dos proteinas; igualmente las DLPs de las tres cepas
purificadas inhibieron 12 infeccion de manera dosis
dependiente. Los ensayos de relacion molar DLPs/
TLPs descarta que fa inhibicion de la infeceion por las
DLPs sea debida a un efecto estérico vy sugieren que
ia union de las DLPs a moiéculas recepioras de ia
célula interfiere la unidn especifica de las TLPs, muy
probablemente en un segundo pase durante el even-
to de union de ia particula rolavira! a la célula. Por olra
parie, como se ha reportado en ofros esiudios, en la
prueba de ELISA, las TLPs se unen a HSC70 con
mayor intensidad que las DLPs {19}, Esto puede estar
ocurfendo porque las TLPs tienen dos sitios posibles
de union a HSC70, los dominios 842-658 ({381 y 531-
554 de VP35, los cuales exponen durante e proceso
infeccioso, mientras las DLPs aparentemente presen-
tan menoes sitios de union a HSCTO.

Los ensayos de infeccidon con la combinacidn de
peptidos o la combinacion de un péptido v DLLPs mos-
traron un efecto inhibidor aditivo en células MA104 v
Caco-2. Esle resultado sugiere que los péptidos se
estan uniendo a una misma molécula receplora pues-
to quie al ulilizar la concentracion media inhibiloria, teo-
ricamente permanece libre la mifad de las moléculas
receptoras de ta superficie de la célula, de tal manera
que la adicion de los dos péplidos, o un péptido v DLPs,
satura nuevamente todos los siHos de union posibles
del mismao receptor restaurando nuevamente e valor
Maximo.

Nuestros resultados apoyan {2 hipotesis de reorde-
parmientos estructurales enla particula viral durante el
proceso de entrada, como aconiece Con virus que
poseen envoltura lipidica, tales como ef VIH durante
el proceso de unidn de gp120 para exponer gp 41 {4,
12.15.17,21.28.33) o con virus que carecen de envol-
tura como reovirus (8} v poliovirus, los cuales se unen
a varios receplores para exponer VP1{3.23.24}. Inde-
pendiente de la forma como entra el virus a la células
{penetracion directa o endocitosis no caveolar, no clatri-
na dependiente de rafis), lo expuesio es compatible
con cualguiera de los mecanismos propuesios para la
internalizacion de los rolavirus a la célula {13,35).
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