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Resumen

Antecedentes. La HSC70 actiia como coreceptor celular
de los rotavirus durante la infeccion en células MA104,
pero no se conocen los cambios en la expresion de esta
proteina durante la infeccion del rotavirus.

Objetivo. Determinar si los niveles de acumulacién de la
proteina HSC70 en células MA104 cambian después de
la infeccion con rotavirus.

Materiales y métodos. Se estudié la expresion de la
proteina de estrés HSC70 mediante inmunofluorescencia,
“Western blotting” y ELISA en células de la linea MA 104
infectadas con tres cepas de rotavirus: Wa (humana), Rf
(bovina), RRV (simio) durante un ciclo de replicacion (0
hasta 16 h p.i.). Igualmente, se produjo un anticuerpo
policlonal en conejo contra rotavirus que se utiliz6 para
detectar los rotavirus.

Resultados La inmunofluorescencia en células infecta-
das con cada una de las tres cepas de rotavirus muestran
una correlacion directa entre el aumento de fluorescencia
en el citoplasma con el aumento del antigeno viral. La
fluorescencia en citoplasma es mayor 1.1. a dos veces en

las células infectadas comparadas con las del control, mien-
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tras que, la fluorescencia en la membrana celular es seme-
jante a aquella de las células no infectadas del control. La
técnica de ““western blotting” no permitié establecer di-
ferencias entre los lisados de células MA 104 infectadas y
no infectadas, porque el aumento de la proteina no alcan-
za a ser detectado. Segun los resultados de ELISA, la
HSC70 aumenta en células MA104 después de la infec-
cién con RRV de 1.3 a dos veces después de ocho h p.i.
Con Rf 1.3y 2.5 veces después de diezh p.i.y Wa 1.7 a
tres veces después de dos h p.i.

Conclusién. Los resultados sugieren que la HSC70 au-
menta su expresion durante la infeccién con rotavirus y
probablemente esta implicada en los pasos del ciclo
replicativo: la entrada, el empaquetamiento y la libera-
cién de nuevas particulas virales.

Palabras clave: proteina del choque térmico HSC70, in-
fecciones por rotavirus, técnica del anticuerpo fluores-

cente directa, formacién de anticuerpos.
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Summary

Background. HSC70 acts as a cellular coreceptor for
rotavirus particles during the infection of MA104 cells,
but changes in the accumulation levels of this protein
through the rotavirus infection cycle are unknown.
Objetive. To determine if the accumulation levels of
HSC70 in MA104 cells change during the infection by
rotavirus.

Materials and methods. Immunofluorescene
microscopy, Western blotting an ELISA were used in order
to determine HSC70 accumulation levels in MA104 cells
after infection (0 up to 16 h p.i.) by rotavirus strains Wa
(human), Rf (bovine) and RRV (simian). Additionally, a
rabbit polyclonal serum against purified rotavirus particles
was used for detecting rotavirus antigen in an
immunoperoxidase assay.

Results. The immunofluorescence staining of cells
infected with each of three rotavirus strains showed a
direct correlation between the increase of fluorescence in
the cytoplasm and the increase of the viral antigen. The
intensity of the cytoplasm fluorescence was 1.1 to 2.0
times higher in infected cells than that observed in control

cells. On the other hand, the intensity of the fluorescence

Introduccion

Los rotavirus son virus RNA de doble cadena,
pertenecientes a la familia Reoviridae, y son
responsables de enfermedad diarreica en nifios
menores de cinco afios; pueden provocar
morbilidad grave y mortalidad en nifios de pai-
ses en desarrollo y en muchas especies de ani-
males, incluidas las de importancia econémica
(1-3). Deben su nombre a su forma semejante a
una rueda observada por microscopia electroni-
ca. Las particulas virales tienen un didmetro de
75 nm y contienen once segmentos de RNA de
doble cadena protegidos por una triple cipsula
proteica. Las células blancas de los rotavirus
son los enterocitos maduros del intestino de ani-
males jovenes, incluido el hombre (3).

in the cell membrane was similar to that of the non-infected
control cells. The Western blotting assay did not allow to
establish measurable differences between infected and
non-infected MA104 cells, because the increase of the
protein are below the detection limit. According to the
results of ELISA, HSC70 level increases 1 to 3 times in
MA104 cells after (8 h p.i.) the infection with strain
RRYV, whereas infection with strain RF produced an
increase which ranged from 1.3 to 2.5 times after 10 h p.i.
Infection by strain Wa was correlated with un increase of
HSC70 level between 1.7 and 3.0 times after 2 h p.i.
Conclusions. The results suggest that the increase of
HSC70 accumulation level possibly corresponds to an
increased expression of its gene during the rotavirus
infection and probably it is involved in rotavirus
multiplication steps additional to those of entry and exit
processes.

Key words: HSC70 Heat-shock cognate protein, rotavirus
infection, flourescent antiobody technique direct, antibody

formation.

Pulido D, Acosta O, Guerrero C. Increase of heat shock
cognate protein, HSC70, in MA104 cells following rotavirus
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Se ha propuesto que el receptor funcional para
rotavirus corresponde a un complejo de varias
macromoléculas que incluye, entre otras, las
integrinas avb3 (4-6), a2bl (7-11),axb2 (8,9) y la
proteina de choque térmico HSC70 (5,12-15),
presente en la superficie de células MA104; la
interaccion de esta tltima proteina con el rotavirus
podria ocurrir en un paso posterior a la adsorcién.
La proteina HSC70 normalmente estd implicada
en multiples acciones en la célula (16,17).

De otro lado, la infeccion de células animales
por virus frecuentemente resulta en una respues-
ta de estrés celular caracterizada por el aumen-
to y relocalizacion de las proteinas de choque
térmico (18). Una gran variedad de virus como
adenovirus, herpesvirus, alfavirus, paramyxo-

Ve

INVESTIGACION

ORIGINAL



yd

INVESTIGACION

ORIGINAL

Proteina HSC70 y rotavirus

virus, rhabdovirus, citomegalovirus (CMVs) y
poxvirus (18,19) inducen una respuesta de estrés
que conduce a un aumento en la sintesis de
mRNAs y su traduccién a proteinas que en la
mayoria de los casos pertenecen a la familia de
las HSP60, HSP70 y HSP90. El tipo de proteina
inducida y el mecanismo por el cual ello ocurre
dependen del virus y de la célula infectada. Al-
gunos virus pueden directamente aumentar la
expresion de los genes de estrés sin modificar la
de los demads genes; otros detienen la transcrip-
cién de la mayoria de los genes, excepto la de
las proteinas de estrés (18). En otros casos, la
infeccién bloquea el transporte de muchos
mRNAs desde el nicleo al citoplasma, sin afec-
tar el transporte del mRNA de las HSP70, acu-
muldndose en el citoplasma a una velocidad nor-
mal. Sin embargo, en infecciones por rotavirus
se disminuye severamente la sintesis de protei-
nas celulares sin afectar las chaperonas BIP
(GRP78) y GRP94 (20), aunque no se han estu-
diado las demds chaperonas. Todo lo anterior
sugiere, que muchos virus permiten la expresion
de las proteinas de estrés en niveles normales o
aumentados, probablemente porque se requie-
ren para su replicacién y ensamblaje.

Existen evidencias que sugieren que HSC70
actia como receptor celular de los rotavirus
durante la infeccién en células MA104 (5,12-
15), también se propone un papel en la salida del
rotavirus durante la fase litica (21). Sin embar-
€0, no se conocen los cambios en la expresion
de esta proteina durante la infeccién del
rotavirus, es decir, si la expresion de este gen
aumenta después de la infeccién o si se mantie-
ne estable. En el presente trabajo se presenta
evidencia del incremento citoplasmético de la
HSC70 en células MA104 infectadas con
rotavirus, lo cual sugiere fuertemente que la ex-
presion del correspondiente gen se encuentra
igualmente aumentada en respuesta a la infec-
cioén. Este conocimiento permitird comprender
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mejor la interaccién entre el virus y las moléculas
de la célula hospedera no solo durante los pasos
iniciales de la infeccién sino durante el conjunto
del proceso de la multiplicacién del virus.

Material y métodos

Rotavirus. Se utilizaron lisados celulares obte-
nidos a partir de la infeccién con las cepas
liofilizadas Wa (humana), RRV (simiana) y Rf
(bovina) procedentes del laboratorio del dr. Car-
los Arias del Instituto de Biotecnologia, UNAM,
México. Para infectar las células, en todos los
casos, el virus fue activado con tripsina (10 mg/
ml) durante 30 minutos a 37 °C.

Células de linea MA104. Son células
epiteliales de riiién de mono verde procedentes
de la Universidad Auténoma de México. Las
células se cultivaron en frascos de 75 cm? con
medio MEM SIGMA (Minimal Esential Medium
Eagle) y Suero Fetal Bovino al 10 por ciento en
incubadora de CO, a 37°C.

Anticuerpos. Anticuerpo policlonal IgG contra
HSC70 (sc-1059 Santa Cruz biotechnology);
Anticuerpo IgG conjugado FITC anticonejo (sc-
2369 Santa Cruz biotechnology); IgG HRP
anticonejo (SC 2004 J3002 Santacruz
biotechnology).

Replicacion de las cepas de rotavirus. Las
células MA104 se infectaron separadamente con
cada una de las tres cepas de rotavirus que se
emplearon: Wa, RRV y Rf. Las células confluen-
tes se lavaron dos veces con medio MEM para
retirar el SFB. Se adicionaron cinco mililitros de
un lisado celular previamente activado con tripsina
y se incub6 a 37°C durante una hora. Se retir6 el
sobrenadante con los virus no adheridos y se adi-
cionaron entre 5 a 10 ml de medio de cultivo sin
SFB, dependiendo del tamafio del frasco de culti-
voy de la concentracién del rotavirus en el lisado.
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Las células se mantuvieron a 37C hasta obser-
varse lisis celular total, en un tiempo aproximado
de 30 a 48 horas. Se recuperd el lisado y se alma-
cend por separado cada cepa a -20°C. El lisado
celular fue congelado y descongelado dos veces
con el fin de liberar el virus intracelular y el adhe-
rido en la membrana. Posteriormente el lisado se
cuantific6 en unidades formadoras de foco (UFF),
segun técnica descrita (22).

Purificacion de rotavirus en CsClI

El lisado viral cosechado en MA104 fue
ultracentrifugado a 101500 g por una hora'y 30
minutos a 4 °C. El pellet fue resuspendido en un
ml de buffer TSM (Tris 0.01 M, pH 7.4, NaCl
0.15 M, Mgcl, 0.001M). Al volumen anterior (1
ml) se adiciond freén para disociar membranas
(1:1/3 vol:vol virus: freén) y se dio vortex por
cinco minutos. La solucién fue centrifugada a
13000 g por 10 minutos a 4 °C quedando en la
base del tubo el freon, una fase intermedia de
proteinas y en la parte superior el sobrenadante
donde se ubicaré el virus soluble. El sobrenadante
fue recolectado en un tubo de ultracentracentri-
fugacidn y al fredén se le adicion6 nuevamente
TSM seguido de aplicacién adicional de vortex
y de centrifugacién en las condiciones anterio-
res. Este procedimiento se repitid tres veces. El
sobrenadante recolectado fue ultracentrifugado
a 101500 g por una hora y 30 minutos a 4 °C
para sedimentar el virus. El sedimento fue
resuspendido en TSM vy ultracentrifugado a
217100 g por una hora a 4 °C en un gradiente de
cloruro de cesio (CsCl). Este gradiente se pre-
par6 en el rotor TS SW 50.38 (Sorvall) asi: 0.5
ml con densidad 1.4157, un ml con densidad
1.3039, 0.5 ml con densidad 1.2070 y 0.5 ml con
sacarosa al 30 por ciento. La banda correspon-
diente a las DLPs se recupera de la regién co-
rrespondiente a una densidad de 1,38 g/ml, mien-
tras que las TLPs se ubican en la densidad de
1.32 g/ml. Las bandas que contenian las TLPs y

las DLPs fueron resuspendidas separadamente
en buffer TMS.

Produccion de anticuerpos policlonales contra
rotavirus

Para generar anticuerpos contra los rotavirus,
se inoculd el conejo con particulas virales puri-
ficadas en CsCl. Se utilizé aproximadamente
1mg por dosis, en tres aplicaciones separadas
15 dias. La primera inoculacién con adyuvante
completo de Freund y las dos dltimas con
adyuvante incompleto. Ocho dias después de
aplicada la dltima dosis el conejo se sangro to-
talmente. Se obtuvo el suero hiperinmune que
se alicuoté en tubos Eppendorf con glicerol
estéril (1:1) y se almacené a -20°C, segin pro-
tocolo de Harlow and Lane (23). A los dos
anticuerpos se les descartd reacciones
inespecificas: que el preinmune no reconocie-
ra el antigeno inoculado y que no tuviera reac-
cién cruzada con las proteinas celulares.

Inmunofluorescencia

La acumulacién de HSC70 se determiné me-
diante inmunofluorescencia indirecta sobre cé-
lulas infectadas, utilizando como control célu-
las no infectadas. Se utilizé 1 X 107 UFF/ml de
cada una de las tres cepas de rotavirus. Las
laminillas se infectaron simultdneamente con
la misma cepa y en todos los tratamientos se
dejo6 una hora adsorbiendo el virus con la célu-
la. Al cabo de este tiempo, las células presen-
tes en las laminillas se cosecharon a diferentes
tiempos postinfeccion (0,2,4,6,8,10,12y 16 hp.i).
Las células cosechadas en estos tiempos se
fijaron con metanol puro o con paraformal-
dehido. El primero se utiliz6 para retirar lipidos
y poder identificar la proteina HSC70
citoplasmatica y el segundo fija para la célula
sin permeabilizarla, permitiendo detectar sola-
mente las proteinas de la membrana plasmatica.
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Para tener células infectadas y células “no in-
fectadas”, en la misma laminilla, se estandarizd
infectdndolas con aproximadamente 1000 uni-
dades formadoras de focos, UFF/50 pl (equiva-
lente a una MOI de 0,02), de esta manera es
posible comparar la fluorescencia de las dife-
rentes células en una misma laminilla.

Después de fijadas las células, se evalud la in-
feccidn viral empleando el anticuerpo (Ac) pri-
mario que reconoce todas las proteinas estruc-
turales de las tres cepas de rotavirus, generado
como se describi6 anteriormente. El Ac prima-
rio se detecté empleando un Ac conjugado con
peroxidasa y se revel6 utilizando como sustrato
aminoetilcarbazol (AEC). Las células infecta-
das se identificaron por estar tefiidas de “rojo”
en tanto que las no infectadas permanecieron
traslucidas. Para la deteccion de HSC70, estas
mismas laminillas, luego de revelarlas para
peroxidasa, se lavaron tres veces con PBS y se
incubaron con el anticuerpo comercial policlonal
contra HSC70 (Santacruz SC-1059), en una di-
lucién 1:100 o con el Ac producido utilizando
como antigeno la proteina recombinante de
HSC70, en una dilucién 1:500 (24). El Ac pri-
mario se detecté con un Ac conjugado marcado
con fluoresceina. La laminilla se colocé sobre
un porta objetos con glicerol al 70 por ciento y
para la evaluacién y se utilizé un microscopio de
fluorescencia (Nikon).

Western blotting

Células cultivadas en cajas de 75 cm? se infec-
taron y se cosecharon en los diferentes tiempos
ya mencionados, desprendiendo la monocapa
con PBS-EDTA. Las células se recuperaron,
se centrifugaron y se lisaron con buffer RIPA
(150 mM NacCl, 1% NP-40, 0.5% DOC,0.1%
SDS, 50mM Tris, pH 8) y el lisado se almacend
a—70°C en presencia del inhibidor de proteasas,
PMEFS, hasta su uso.
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Las muestras se analizaron por electroforesis
SDS—-PAGE al 10 por ciento, segtin técnica des-
crita (25) Los geles se tifieron con azul de
Coomassie y se establecid la cantidad de mues-
tra que deberfa utilizarse para obtener un patrén
homogéneo de proteinas. Esto se hizo por me-
dio de la monitarizacion cuantitativa de las can-
tidades de cada tratamiento mediante electrofo-
resis SDS-PAGE y mediante la coloracion de
los geles con azul de Comassie. Es decir, se de-
termind la cantidad del lisado celular que debia
adicionarse al gel, de tal manera que las canti-
dades de proteina total aplicadas en cada carril
fueran comparables en cada uno de los tiempos
de cosecha y poder asi establecer las diferen-
cias en la expresion de la HSC70 reveladas en
el “Western blot”.

La membrana de transferencia PVDF se activé
durante 15 segundos en metanol. El “Western
blotting” se hizo en condiciones hiimedas segtin
lo recomendado (24). La intensidad de la banda
obtenida para HSC70 se relacion6 con aquella de
la banda obtenida de las células no infectadas.
La misma membrana se incub6 con un anticuer-
po, producido en conejo, contra vimentina en di-
lucién 1:1000, donado por dr. Carlos Arias UNAM
Meéxico. Como secundario se utilizé Ac anticonejo
conjugado con fosfatasa alcalina (1:2500).

Ensayo de ELISA

Los ensayos de ELISA se realizaron recubriendo
el pozo con un primer anticuerpo policlonal con-
tra HSC70 producido en cabra (1:500 0.4 mg/ml
Santa Cruz SC-1059). Después de lavar el ex-
ceso de anticuerpo se bloqued la placa con le-
che descremada al tres por ciento y ovoalbumina
al dos por ciento. Después de lavar la placa se
aplicaron los lisados celulares obtenidos en dife-
rentes tiempos y se incubaron toda la noche a
4°C, se lavaron cuatro veces y se adicioné el
segundo anticuerpo contra HSC70 generado en
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este trabajo (1:1000) y se incub6 por una hora a
37 °C. Se lavé cuatro veces y se incub6 durante
45 minutos a 37°C con el Ac anti-conejo, conju-
gado con peroxidasa (1:5000) durante una hora
a 37°C. Después de cuatro lavados se reveld la
placa utilizando como sustrato OPD (O-
Fenilenediamina dihidrocloruro) diluido en buffer
estable de reaccién de peroxidasa marca
PIERCE. Las placas fueron leidas como
absorbancia a 493 nm en un lector de ELISA.
Como control se utilizaron pozos sin lisado de
células MA104, y en su lugar PBS, y con lisado
de células no infectadas.

Para cuantificar la cantidad de antigenos virales
se realiz6 ELISA en saindwich empleando como
anticuerpo de captura un policlonal contra
rotavirus producido en cabra 1:500 (donado por
Carlos Arias UNAM México), se adicionaron
los lisados celulares obtenidos con cada una de
las tres cepas de rotavirus y sobre éstos el anti-
cuerpo secundario conjugado con peroxidasa
1:5000, se aplicaron los mismos tiempos de
incubacidn, el mismo bloqueo y cantidad de la-
vados que para los ensayos descritos arriba.

Analisis de intensidad de fluorescencia con el pro-
grama ImagedJ

Con el programa ImageJ 1.33 V Wayne Rasban
National Institutes of Health USA, (htt//
rsb.info.nih.gov) se analizaron las microfoto-
grafias de fluorescencia de las células MA104
infectadas con rotavirus para cuantificar la in-
tensidad de la fluorescencia. Con estos valores
analizados en el programa Excel se obtuvo una
tabla y se gener6 una grafica que representa las
intensidades de fluorescencia de cada una de
las células evaluadas. Para esto se procedié de
la siguiente manera:

1. A las imdgenes en archivos (.TIF por ejem-
plo) se les marcé el borde de cada célula o de

las células representativas con el seleccionador
manual.

2. Se selecciond la opcidn “dibujar” que estd en
el ment edicién en la barra principal para que el
drea delimitada no se borrara.

3. Se eligi6 en el mend imagen la opcidn color
para utilizar un color de la linea que hiciera con-
traste con el fondo de la fotografia.

4. Una vez seleccionada y marcada el drea de
la célula, con la opcién “mesuare” (medir) del
mend analizar se obtuvo el dato de la intensidad.
Estos valores generaron una ventana llamada
“measure” que se mantuvo abierta mientras se
ejecutd el proceso.

5. Se repitieron los anteriores pasos para todas
las dreas marcadas en cada imagen y en todas
las microfotografias.

6. Con el seleccionador para cuadro de texto de
la barra principal se indic6 el lugar dentro del drea
marcada donde se querfa ubicar el nimero que
identificara a cada una de las células a comparar.

7. Los datos de la ventana “measure” generada
para cada imagen se copiaron en un archivo del
programa Excel y se elabor6 la tabla correspon-
diente con las columnas: nimero de célula, area,
valor de intensidad. A partir de estos valores se
construy6 una grafica que representa la intensi-
dad de fluorescencia correspondiente a cada cé-
lula seleccionada.

Resultados

Produccion de anticuerpos policlonales contra
rotavirus aislados en CsCl

Los rotavirus de las cepas Wa (humana), RRV
(simio), Rf (bovina) y Ym (porcina) se cosecha-
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ron en células MA104, purificados en gradiente
de cloruro de cesio (CsCl) por ultracentrifugacion,
se utilizaron como antigeno en un conejo. De éste
se obtuvieron 42 ml de suero hiperinmune al cual
se le determind el titulo 6ptimo de trabajo asi: para
detectar los rotavirus en células infectadas me-
diante técnica de inmunocitoquimica 1:3.000, para
“Western blotting” de un lisado celular 1:2.000—
3.000y para ELISA de lisados celulares 1:8.000-
32.000.

Expresion de la proteina HSC70 en células MA104
infectadas con rotavirus

Para determinar si cambiaba el patrén de ex-
presién de la proteina HSC70 luego de la in-
feccidn con rotavirus, células MA 104 con mds
o menos 80 por ciento de confluencia, crecidas
sobre laminillas cubreobjetos se infectaron con
las tres cepas: Wa, Rf y RRV como se descri-
bi6 en materiales y métodos. Luego de fijarlas
se incubaron con el Ac contra rotavirus reali-
zandose cada prueba por triplicado. Dado que
el anticuerpo secundario era un conjugado con
peroxidasa, al revelarlo las células infectadas
mostraron coloracién rojiza. La intensidad de
la coloracién en el cultivo para los tres virus
empleados muestra diferentes grados: intensa,
moderada, tenue y negativa. Entre las dos y
ocho horas predomina la tincién tenue a me-
diana. Entre ocho y 16 horas hay una gama de
intensidades; a mayor nimero de horas p.i. pre-
dominan las células intensamente coloreadas.
Para las 12 y 16 h p.i. se encuentran sectores
de las Idminas con células lisadas por el virus y
parcialmente desprendidas. En todos los casos,
en el cultivo sobre las ldminas habia células
con coloracion tipica de células infectadas y
células con tincién negativa (Figura 1 1y II
A,C.E,GLK.M).

Una vez identificadas las células infectadas con
rotavirus con ambos tratamientos de fijacion,
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las laminas se lavaron con PBS y se incubaron
con el Ac contra HSC70 (Santa Cruz sc-1059)
en dilucién 1:100 o con el Ac generado en nues-
tro laboratorio (26) contra HSC70 recombinante
en dilucién 1:1000. Como Ac secundario se uti-
liz6 1:400 del conjugado con fluoresceina y se
evalto en el microscopio de fluorescencia.

A partir de las seis h.p.i. en las células fijadas
con metanol, y en todos los casos de las fijadas
con paraformaldehido, las células infectadas
mostraron una intensidad mayor de fluorescen-
ciarespecto a las no infectadas cuando se com-
para con la ldmina control (células no infecta-
das), o con las células con tincién negativa en
la misma lamina. Igualmente, al comparar la
intensidad entre las células infectadas se en-
cuentra, en términos generales, una correlacién
entre la intensidad de la coloracidn rojiza tipica
y la intensidad de la fluorescencia, sin importar
la cepa viral empleada (Figura 1 I y II
B,D,ED,FH,J,L.N). Las microfotografias ex-
puestas fueron seleccionadas intencionalmente,
pues a las dos y cuatro horas de infeccién, so-
bre las ldminas el nimero de células infecta-
das era bajo y lo mostrado en las imigenes
corresponde a unos pocos sectores de la lami-
nilla, pero en ellos ya se aprecia el fenémeno
descrito: correlacion entre la infeccion con la
intensidad de fluorescencia.

La aparente correlacién entre las células positi-
vas a la infeccién viral y la presencia de HSC70
se observo en todos los tiempos post-cosecha,
tanto en células fijadas con metanol como con
paraformaldehido. No obstante, la evaluacion es
subjetiva y no se puede estimar con precision.
El efecto descrito se observo tanto con anticuer-
po contra HSC70 comercial sc-1059, como con
el generado contra HSC70 recombinante, des-
crito en este trabajo. Sin embargo, en las 1dmi-
nas infectadas también se encontraron células
intensamente rojas pero negativas para la fluo-
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L. Fijadas con metanol (citoplasma)

/ ;
.

IL. Fijadas con paraformaldehido

Figura 1. Microfotografias de inmunocitoquimica de rotavirus e inmunofluorescencia de la proteina HSC70 en

la membrana de células MA104 infectadas con rotavirus. Las imdgenes representan el mismo campo para cada
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tiempo de cosecha, a la izquierda las correspondientes a la inmunocitoquimica para rotavirus y a la derecha
fluorescencia para detectar HSC70. Las células cultivadas en laminillas cubreobjetos fueron infectadas con
rotavirus (Wa, Rf, RRV), cosechadas en diferentes horas post infeccion y luego fijadas con metanol (I) o
paraformaldehido al 4% (I1). Las células se incubaron con un Ac anti rotavirus 1:3000y como Ac secundario
se utilizo un conjugado con peroxidasa 1:2000, revelado con carbazol. Luego las células se incubaron con el Ac
contra HSC70 (sc-1059 1:100) o anti HSC70 recombinante (1:1000) y como Ac secundario se utilizo un
conjugado con FIC 1:400 SC2369. AyB,2h.p.i. CyD, 4 h.p.i. EyF 6 h.p.i. GyH, Sh.p.i. IyJ, 10 h.p.i. K
YL 12 h.p.i. MyN, 16 h.p.i. Oy P células no infectadas. Las fotografias fueron tomadas en microscopio de
fluorescencia con objetivo 100X. (Ver anexo)
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rescencia. Este tipo de células es minoritario pero
evidente a lo largo de la Idmina examinada.

El patrén de fluorescencia es diferente en las 14-
minas permeabilizadas con metanol, respecto a
las fijadas con paraformaldehido al cuatro por
ciento. En las laminas tratadas con metanol frio,
la fluorescencia dentro de las células infectadas
se distribuye heterogéneamente por zonas que
corresponden, en su mayoria, con el patrén ob-
servado para el color rojo, concentrandose en de-
terminados sectores y en ocasiones con una dis-
tribucién punteada (Figura 1 I B-H). Después de
diez h p.i. se aprecian bastantes células con una
fluorescencia punteada, la cual ocupa una mayor
drea (Figura 1 II J-N). Las células de la 1dmina
control que no fueron infectadas, presentan una
fluorescencia baja pero homogénea en casi toda
su superficie. Mientras que con paraformaldehido
alas 2 y 4 h p.i, las células infectadas que se
observan homogéneamente rojas, no lo son para
la fluorescencia, presentando zonas mads
fluorescentes y zonas menos fluorescentes, como
sefialan las flechas en la figura 1 I (B y D). A
partir de las seis h p.i., se ve homogénea la fluo-
rescencia en la membrana de las células infecta-
das, pero a las 16 h vuelve a cambiar a un patrén
diseminado (Figura 1 II N). En contraste, las cé-
lulas de la ldmina control que no fueron infecta-
das, presentan una fluorescencia homogénea en
casi toda su superficie.

Para disminuir la subjetividad al interpretar la
intensidad de fluorescencia, a las imdgenes se
les aplicé el programa Imagend (htt// /
rsb.info.nih.gov) corroborando que hay una co-
rrelacion entre la intensidad de la coloracidn ro-
jiza y la intensidad de la fluorescencia en las
células infectadas, sin importar la cepa viral
empleada; en el caso de las células tratadas con
metanol la intensidad de fluorescencia aumenta
de 1.1 a dos veces a partir de las seis horas y en
el caso de las células fijadas con paraformal-
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dehido se nota diferencias entre los valores de
fluorescencia de células infectadas comparadas
con las no infectadas en la misma laminilla pero
no con las laminillas del control sin infectar (Fi-
gura 2 LIT y IID).

Otras técnicas empleada para analizar los cam-
bios en la expresion de la proteina HSC70 du-
rante la infeccién fueron el “Western blotting” y
el ELISA. Para ambas técnicas, células MA104
confluentes cultivadas en frascos de 75 cm? se
infectaron con cada uno de los tres virus y se
cosecharon en los tiempos ya mencionados. Se
desprendieron con PBS-EDTA, se centrifugaron
y se lisaron con buffer RIPA. Para las dos téc-
nicas, se determind la cantidad del lisado celular
que debia adicionarse al gel, como se describe
en materiales y métodos. Los resultados del
“Western blotting” sugieren que la banda de
HSC70 después de la adsorcion (cero h p.i.) y a
las dos y cuatro horas es semejante respecto a
las células no infectadas (NI), pero la banda apa-
renta ser mas delgada respecto a las observa-
das en las seis a 16 h p.i., con las cepas Rf y
Wa (Figura 3 B y F). El resultado del “Western
blotting” con los lisados de las células infecta-
das con la cepa RRV, muestra una aparente ho-
mogeneidad en todos los tiempos post infeccion,
con una aparente mayor intensidad con relacién
al control (Figura 3 D).

Como control de la técnica se evalud la protei-
na celular vimentina en la misma membrana,
encontrdndose que la banda correspondiente
no muestra diferencias respecto a las células
no infectadas (Figura 3 B,D,F).

Para la técnica de ELISA (Figura 4) se emple6
un quinceavo (1/15) de la cantidad de muestra
de cada lisado usada para el “Western blotting”.
Estos resultados muestran diferencias en la can-
tidad de proteina detectada en los lisados de
células no infectadas con respecto a las infecta-
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Figura 2. Andlisis de intensidad de fluorescencia con el programa Imagen 1.33 V Wayne Rasban National Institutes of
Health USA, (htt//rsb.info.nih.gov). Con este programa se analizaron las microfotografias de fluorescencia de las células
MA 104 infectadas con rotavirus para cuantificar la intensidad de la fluorescencia. Con estos valores analizados en el
programa Excel se obtuvo una tabla 'y se genero una grdfica que representa las intensidades de fluorescencia de cada una

de las células evaluadas. 1. Células fijadas con paraformaldehido al 4%. I1. Células fijadas con metanol.(Ver anexo)
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Figura 3. Electroforesis SDS-Page y «Western blotting» de células MA104 infectadas con Rf (A,B), RRV (C,D)
y Wa (E,F). La electroforesis SDS-PAGE teiiida con azul de Coomasie (A,C,E) de lisados de células MA104

infectadas con rotavirus y cosechadas desde 0 hasta 16 h.p.i. fue transferida a una membrana de PVDF que se

incubo con anticuerpo contra HSC70 policlonal hecho en conejo (1:2000) o hecho en cabra (sc-1059 Santa

Cruzl:1000). Como Ac secundario se empled conjugado con peroxidasa (B) o fosfatasa alcalina (1:2500) (D, F).

NI: células no infectadas. La misma membrana se incubd con anticuerpo policlonal contra vimentina hecho en

conejo (donado por Dr Carlos Arias, UNAM, México) 1:1000. Como secundario se utilizo Ac anticonejo

conjugado con fosfatasa alcalina (1:2500).(Ver anexo)

das. RRV mostr6 un aumento de 1.75, 1.35 y
dos veces a las ocho, diez y 12 h p.i., respecti-
vamente. Los lisados de la cepa Rf mostraron
un aumento de 1.36, 1.56 y 2.46 veces sola-
mente a las diez, 12y 16 h p.i., respectivamen-
te. Mientras que Wa mostré un aumento de
1.7, 2, 2.32, 2.45, 2.12 y tres veces a las 0,
cuatro, ocho, diez, 12 y 16 h p.i., respectiva-
mente. Las demds horas, con los virus RRV y
Rf, no mostraron diferencias respecto al con-
trol, excepto a las cuatro h p.i para RF que pre-
senta una disminucién respecto al control. Para
corroborar que hubo replicacion viral en estas
células se realizaron ensayos de ELISA para
medir la cantidad de antigeno viral en los lisados

celulares de los diferentes tiempos de cosecha
con las tres cepas, empleando anticuerpos
policlonales contra rotavirus. Como se aprecia
en las graficas hubo un aumento de la cantidad
de virus a medida que avanzaron los tiempos
de infeccion.

Discusion

El anticuerpo policlonal generado contra rotavirus
se utiliza en la actualidad para identificar las célu-
las infectadas (en todos los procedimientos que
se llevan a cabo en el laboratorio), tanto en lineas
celulares (MA104 y CaCo-2) como en enterocitos
de cultivo primario.
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HSC70 en lisados de MA104
infectadas con RRV

Antigeno viral en lisados de MA104
infectados con RRV
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Figura 4. ELISA en sdandwich de lisados de células MA 104 infectadas con Rf, RRV'y Wa entre 0y 16 horas.

Se hicieron ensayos independientes para detectar HSC70 o rotavirus en los lisados celulares. Para HSC70

el anticuerpo de captura fue un policlonal contra HSC70 hecho en cabra (0.4 g/ml, Santa Cruz sc-1059),

Para detectar virus se traté de un policlonal contra rotavirus producido en cabra (1:500). Sobre este

primer Ac se aplico el lisado de células infectadas y cosechadas en los diferentes tiempos. Luego se adicioné

el segundo anticuerpo, contra HSC70 hecho en conejo (1:3000); en el caso de la deteccion del virus se

adiciond el policlonal contra rotavirus obtenido en conejo (1:1000). Finalmente en ambos casos se adicio-

no el Ac anticonejo conjugado con peroxidasa. (1:5000). Las placas se revelaron utilizando como sustrato
OPD (O- Fenilenediamina dihidrocloruro) diluido en Buffer Estable para peroxidasa PIERCE., y fueron

leidas como absorbancia a 493 nm en un lector de ELISA. Como control se utilizaron pozos sin lisado de

células MA104 y con lisado de células no infectadas. NI: células no infectadas. La figura representa el

promedio de experimentos hechos por triplicado.(Ver anexo)

Los tiempos de infeccién que se manejaron (cero
a 16 h p.i.) fueron elegidos porque correspon-
den al tiempo que tarda un ciclo replicativo del
rotavirus, existen cepas de replicacién rapida
(ocho a diez horas), de replicacién tardia (14-16
horas) y en promedio la mayoria de cepas se
replican en 12 horas (27), por lo que cualquiera
de los casos estd incluido en estos tiempos de
cosecha.

En las ldminas evaluadas se apreciaron distintos
patrones de coloracion rojiza sugiriendo diferen-
tes cantidades de antigeno viral en las células; esto
explica que entre cero a dos horas de infeccién la
tincioén sea tenue, probablemente porque no hay
una produccién de particulas virales en igual canti-
dad respecto a cuando se analiza a las seis a doce
h p.i., en cuyo caso la tincién es fuerte y bien defi-
nida. Estas observaciones corresponden con los
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resultados de ELISA para antigenos virales medi-
dos en los lisados celulares. La tincién rojiza ob-
servada en las células fijadas con paraformaldehido
corresponde a proteinas virales en la membrana
celular, dado que la c€lula no queda permeabilizada.
En este caso, probablemente, a medida que se sin-
tetizan las proteinas virales son transportadas has-
ta la membrana.

Los resultados de este trabajo sobre la acumu-
lacién de la proteina HSC70 sugieren fuertemen-
te que el gen correspondiente se sobreexpresa
en respuesta a la infeccion con los rotavirus en
MAT104, como ha sido reportado para células
CaCo-2 infectadas con RRV (28). El aumento
se inicia luego de las seis horas de infeccién a
juzgar por lo hallado con el andlisis de la intensi-
dad de fluorescencia y ELISA de lisados de cé-
lulas infectadas. De las cero a cuatro h p.i. la
intensidad de fluorescencia y los valores de
ELISA, en general, son mds semejantes a los
de las células no infectadas, correspondiendo a
acontecimientos tempranos del ciclo replicativo
y a partir de las seis horas la replicacién viral
aumenta y con ello también la participacion de
la HSC70. Durante las dos primeras horas de
infeccion la técnica de Western blotting no de-
tecta, de manera evidente, un aumento de la pro-
tefna al compararla con las células no infecta-
das, pero el ELISA si, sobre todo en el caso del
tratamiento con la cepa Wa. Estas diferencias
en los resultados de las técnicas obedecen a su
sensibilidad, que es mayor en la técnica del
ELISA y pudo evidenciar diferencias no apa-
rentes por el “Western blotting*. Los resultados
de la inmunofluorescencia indican que hay
sobreexpresion de HSC70 a nivel citoplasmético
dado que la fluorescencia es intensa al
permeabilizar las células con metanol; al hablar
de sobreexpresion con las técnicas empleadas
en este estudio, nos referimos a un aumento en
la cantidad de proteina HSC70 sintetizada o del
aumento de la de la vida media de la proteina
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generando su acumulacion, pero para aclarar
este aspecto no son suficientes estas aproxima-
ciones (fluorescencia, ELISA o “western
blotting™), habria que recurrir a aproximaciones
mas finas o sensibles por ejemplo a radiomarcaje
para detectar las nuevas proteinas sintetizadas
por las células.

Al fijar las células con paraformaldehido al cua-
tro por ciento que hace entrecruzamientos y no
las permeabiliza, permite entonces detectar la
proteina en la superficie de la membrana
citoplasmatica la intensidad de fluorescencia es
semejante al control de laminilla con células no
infectadas, lo cual corresponde a lo esperado,
pues los acontecimientos de replicacion del
rotavirus son citoplasmadticos. A las 16 horas,
figura 1 ITy II1, después de la infeccién la inten-
sidad se aumenta considerablemente, casi cua-
tro veces, lo cual puede corresponder a
permeabilizacién celular, por el tiempo de in-
feccién transcurrido.

En los resultados de ELISA, en los tiempos que
para la proteina HSC70 presentaron valores
menores que el de las células no infectadas
(cuatro y seis horas con Rf y seis y diez horas
con RRV) también se registraron cantidades
de antigeno viral disminuidas, indicando posi-
blemente que el virus en estos frascos no in-
fecto6 todas las células o hubo una replicacién
baja del virus y por lo tanto la HSC70 no au-
menté segln lo esperado. Se sabe que una vez
el rotavirus ingresa a la célula, este abate la
sintesis de proteinas celulares (20). Que la
HSC70 no disminuyay al contrario se aumente
durante el transcurso de la infeccién sugiere
que el rotavirus utiliza este tipo de chaperona
para su proceso infeccioso. Probablemente el
rotavirus una vez penetra modifica la expre-
sién genética hacia su propio beneficio para
iniciar la replicacién. Los resultados de este
trabajo permiten suponer que esta proteina esta
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participando en la maduracién, transporte y
ensamblaje de las proteinas virales. No sabe-
mos a qué nivel se modifique la expresion de la
proteina, probablemente el virus induce los fac-
tores HFS que activan la transcripcién de
HSC70 y a otras moléculas que regulen la ex-
presion a nivel post traduccional. Sin embargo,
para esclarecer estas posibilidades se debe
analizar la expresion del mRNA durante la in-
feccidn, (trabajo que se ha comenzado en este
laboratorio).

Segtn los resultados del ELISA, el aumento
posterior a las ocho horas con las cepas RRV
y Rf, indicaria que la participacion de la protei-
na sea sobre todo en el empaquetamiento de
nuevas particulas virales.

Al evaluar la proteina del filamento intermedio,
vimentina, en la membrana del “Western
blotting”, no se evidencian diferencias en la ban-
da de vimentina entre las células infectadas y
no infectadas. Dado que el andlisis de la
vimentina se hace en la misma membrana don-
de se analiz6 la HSC70, permitié corroborar
que los cambios en el tamafio de la banda ob-
servados con HSC70 no obedecen a variacio-
nes técnicas al momento de adicionar las mues-
tras en el gel de electroforesis.

En las ldminas con células infectadas con cada
uno de los tres virus, evaluadas por fluores-
cencia, se aprecia un nimero bajo, no cuantifi-
cado, de células con fluorescencia negativa para
HSC70 pero tincién rojiza intensa, sugiriendo
que estdn infectadas. Probablemente implique
que algunas células, al azar, entran en apoptosis
como mecanismo de defensa contra la infec-
cion de los rotavirus, como ha sido reportado
para la linea celular CaCo-2 en infecciones con
RRV y para virus como los reovirus (29,30).
La apoptosis se caracterizé por cambios en la
morfologia de las células incluyendo conden-

sacion de la cromatina, fragmentacion de DNA,
pérdida de la membrana mitocondrial y conse-
cuente liberacién del citocromo C (29). Mu-
chos virus pueden promover o inhibir la
apoptosis para aumentar su patogenicidad. Este
proceso puede representar un mecanismo
antiviral para limitar la replicacion viral por des-
truccién de la célula infectada o una forma en
que los virus inducen la muerte celular mien-
tras limitan la inflamacién y otras respuestas
inmunes (31).Al parecer la apoptosis inducida
por RRV depende del aumento del nimero de
particulas infecciosas por célula y del tiempo
de infeccién porque se presenta desde las cua-
tro hasta 24 horas de infeccion. En el trabajo
no mencionan el posible mecanismo por el cual
se induce la apoptosis.

Se conoce la participacién de la HSC70 durante
la entrada del rotavirus a la célula y se han iden-
tificado las regiones de las proteinas virales con
las que se presenta interaccién durante la pene-
tracion a partir de estudios con péptidos sintéti-
cos y ensayos de inhibicién de la infeccién con
diferentes cepas. Por ejemplo, entre los
aminodcidos 642 a 658 (32) y 539 a 559 (32) de
la proteina VPS5, entre los aminodcido 280 a 297
en la proteina VP6 y se propone el posible reco-
nocimiento con VP7 en los aminoécidos 243 a
264 (32); probablemente HSC70 sea importan-
te no solo para la interaccion durante el proceso
de adsorcién y penetracidn, sino también duran-
te lareplicacion viral, actuando como chaperona
previniendo el plegamiento de los péptidos virales
recién formados o en su transporte a regiones
del reticulo endoplasmatico.

De otro lado, se ha sugerido la presencia de
HSC70 en rafts o microdominios lipidicos en
las células MA104 y CaCo-2 aplicando técni-
cas de Elisa, coinmunoprecipitacion y “Western
blotting” de lisados celulares separados en
gradientes de sacarosa por ultracentrifugacion
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(33,14) y recientemente se han hallado fuertes
argumentos de que el rotavirus usa los
microdominios lipidicos para transportarse ha-
cia la superficie de la célula después de su
replicacion (9,10), encontrandose que las nue-
vas particulas virales sintetizadas se asocian con
rafts in vivo in vitro, pues las proteinas virales
coinmunoprecipitaron con fracciones de rafts
sobre gradientes de densidad al igual que las
particulas infectivas y dSRNA. Con microscopia
confocal se demostré la colocalizacidén dentro
de la célula de rafts y de las proteinas del virién.
Los resultados de este laboratorio y los de la
literatura permiten inferir que HSC70 estd im-
plicada como receptor en el proceso de entrada,
se sobreexpresa durante el proceso de
replicacién y también estd implicada en la salida
del rotavirus de la célula.

En conclusion, los resultados de este trabajo su-
gieren que la proteina de estrés HSC70 que se
encuentra asociada a rafts dentro de células
MA104, aumenta durante el ciclo de replicacién
del rotavirus en citoplasma y en la membrana
citoplasmadtica a juzgar por lo hallado con las téc-
nicas de inmunofluorescencia y ELISA. Es pro-
bable que HSC70 ademads de ser molécula re-
ceptora puede participar durante, la traduccién
de proteinas virales, el empaquetamiento y el
transporte de las nuevas particulas virales hasta
la membrana citoplasmaticas para su liberacion.
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