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Introduccion. La entrada del rotavirus a la célula implica un mecanismo de multiples pasos; las
proteinas virales externas interaccionan con cuatro diferentes integrinas y Hsc70. Recientemente
reportamos que la infeccién por rotavirus disminuye cuando se bloquea la proteina disulfuro-isomerasa
de la superficie celular, lo que sugiere su interacciéon con el rotavirus en el proceso de entrada.
Objetivo. Establecer la interaccién del rotavirus con la proteina disulfuro-isomerasa en un sistema in
vitro utilizando la proteina aislada de higado bovino y, en un sistema celular, utilizando vellosidades
intestinales de raton y células MA104.

Materiales y métodos. Se aisl6 la proteina disulfuro-isomerasa a partir de un homogenizado de higado
bovino utilizando anticuerpos anti-proteina disulfuro-isomerasa acoplados a agarosa mediante enlace
hidrazona. La proteina disulfuro-isomerasa purificada se examiné por SDS-PAGE y Western blot y
se utilizé para estudiar su interaccién in vitro con rotavirus. Esta interaccion se compar6 con aquella
observada en células MA104 y en las vellosidades intestinales de raton.

Resultados. La proteina disulfuro-isomerasa purificada mostré homogeneidad electroforética y fue
capaz de unirse a rotavirus en un sistema in vitro. La interaccion proteina-rotavirus fue detectada por
ELISA de captura usando la proteina disulfuro-isomerasa bovina purificada y rotavirus de las cepas
RRYV vy silvestre ECwt. La interaccién de particulas de rotavirus purificadas con la proteina disulfuro-
isomerasa celular se evidenci6 con ELISA, usando lisado celular después de la inoculacion viral.
Conclusion. La interaccién rotavirus-proteina disulfuro-isomerasa fue demostrada in vitro, en células
MA104 y en vellosidades intestinales de raton lactante.

Palabras clave: rotavirus, proteina disulfuro-isomerasa, receptores virales, intestino delgado, linea
celular, cromatografia de afinidad.

Interaction of rotavirus with protein disulfide isomerase in vitro and cell system

Introduction. Rotavirus entry process involves a multi-step mechanism, the first of which is when the
outermost viral proteins interact with four different integrins and Hsc70. Recently, rotavirus infection
reportedly has been decreased after blocking cell surface protein disulfide isomerase (PDI). This
suggested that this protein interacts with rotavirus during the entry process.

Objectives. The aim was to establish the rotavirus-PDI interaction in an in vitro system using PDI
isolated from bovine liver, and in a cell system consisting of MA104 cells and mouse small intestinal
villi.

Materials and methods. Protein disulfide isomerase was isolated from a bovine liver homogenate
using anti-PDI antibodies coupled to agarose through hydrazone bonds. Purity of purified protein was
assessed by SDS-PAGE and Western blot. The purified PDI was used to study its in vitro interaction
with the rotavirus particles. This interaction was compared with that taking place in MA104 cells and
small intestinal villi isolated from sucking mice ICR.

Results. The purified PDI showed an electrophoretic homogeneity and was able to bind rotavirus
particles in vitro. Rotavirus-PDI interaction was detected by capture ELISA using purified protein and
rotavirus strains RRV and wild-type ECwt. Interaction between rotavirus particles and cellular PDI was
detected by ELISA using cell lysates after virus inoculation.

Conclusions. Rotavirus-PDI interaction was demonstrated in vitro as well as in MA104 cells and
intestinal villi from suckling mice.

Key words: Rotavirus; protein disulfide isomerase; virus receptors; small intestine; cell line; affinity
chromatography.
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Los rotavirus constituyen la primera causa de
gastroenteritis aguda grave en nifios menores de
cinco anos y animales jovenes. La infeccién por
rotavirus produce deshidratacion, y es la causa
mas significativa de muerte en los infantes de los
paises en desarrollo. La mortalidad a nivel mundial
fluctia entre 454.000 y 705.000 al afio (1-4).

Los rotavirus pertenecen a la familia Reoviridae
y sus particulas carentes de cubierta lipidica
contienen un genoma de ARNds distribuido en 11
segmentos (5-7). Las proteinas estructurales (VP1-
VP4, VP6y VP7) de la particula viral se distribuyen
en tres capas conceéntricas. Las particulas con las
tres capas proteicas son infecciosas, mientras que
aquéllas que poseen solo dos capas proteicas
estan exentas de capacidad infecciosa pero poseen
actividad de transcripcion (7).

Seconsideraque los rotavirus utilizan como receptor
funcional un complejo de varias macromoléculas
que incluyen, entre otras moléculas, las integrinas
avp3, a2p1, axPp2 y la proteina de choque térmico
Hsc70, cuya presencia se ha evidenciado especial-
mente en la superficie de células MA104 (8-23).
Recientemente, en un estudio realizado en nuestro
laboratorio (Calderén MN, Acosta O, Guerrero CA,
Guzman F. Protein disulfide isomerase activity
is involved in rotavirus entry to MA104 cells.
Proceedings of the XIV International Congress of
Virology, Istanbul. 2008. p. 163-4), se encontré
que bloqueadores de la actividad de la proteina
disulfuro-isomerasa de la superficie celular y
anticuerpos anti-proteina disulfuro-isomerasa inhiben
la infeccion por rotavirus en células MA104. Estos
hallazgos sugieren una mayor complejidad en el
mecanismo de entrada del rotavirus a la célula y
la existencia de posibles vias alternativas para la
entrada de las diferentes cepas de rotavirus a las
células huésped (14,15,21,24).

La familia disulfuro-isomerasa comprende varias
proteinas que participan en la generacion de grupos
tiol y la formacién e isomerizacién de puentes de
disulfuro en proteinas recientemente sintetizadas
en la luz del reticulo endoplasmico (25-28). Actiuan
también como chaperonas y, por consiguiente,
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son parte de un sistema de control de calidad
del plegamiento correcto de las proteina (26).
Estas proteinas se caracterizan por la presencia
de uno o més dominios de 95 a 110 aminoécidos,
aproximadamente, los cuales presentan similitud
con las tioredoxinas citoplasmicas (29,30). Se han
encontrado miembros de familia de la proteina
disulfuro-isomerasa en el espacio extracelular, el
citosol, el nucleo y en la superficie celular (31-39).
Los miembros de la familia de la proteina disulfuro-
isomerasa por fuera del reticulo endoplasmico
se han encontrado en muy baja concentracién y
en periodos cortos, del orden de pocos minutos;
la dicha proteina se desprende facilmente de la
membrana celular y es remplazada por nuevas
moléculas provenientes del interior de la célula, o
por difusién desde otras células (32-34).

Se ha sugerido que luego de la secrecion, la proteina
disulfuro-isomerasa se une a la superficie celular
por interacciones electrostaticas, por interaccién
con otras proteinas localizadas en membrana
o0 por ambas (33,34). La funcién de la proteina
disulfuro-isomerasa asociada a la membrana
plasmatica se ha relacionado con la actividad
reductora de la superficie celular y con procesos
que incluyen interaccion con integrinas, adhesion
celular, maduracion de las plaquetas, transporte
de éxido nitrico, modulacién de la actividad de la
trombospondina e interaccién con el ectodominio
del receptor de la tirotropina humana (26,31-39).

La capacidad infecciosa de virus tales como
Sindbis (40), VIH (32,41-45), Newcastle (46-48) y
de la hepatitis delta (49), se encuentra asociada
a la reduccion de puentes disulfuro de algunas
de sus proteinas estructurales, reduccién que es
llevada a cabo al menos por la proteina disulfuro-
isomerasa (32,41,45,48).

En el presente trabajo se disefid un método de
purificacion de proteina disulfuro-isomerasa de
higado de bovino, con el fin de realizar estudios de
interaccion entre ella y la particula rotaviral in vitro.
Se establecié una interaccion entre los rotavirus
RRV y ECwt con la proteina purificada y aquella
de células MA104 y de vellosidades intestinales de
raton lactante.

Materiales y métodos
Animales, células y virus

Se obtuvieron ratones lactantes ICR (10 a 12 dias
de edad) del bioterio del Instituto Nacional de
Salud de Colombia. Los ratones se mantuvieron de
acuerdo con las normas de bioética institucionales
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(Comité de Etica, Facultad de Medicina, Universidad
Nacional de Colombia).

La linea celular MA104, derivada del epitelio de
rifén de mono rhesus, fue donada por C. F. Arias
(Instituto de Biotecnologia, Universidad Auténoma
de México). Estas células se cultivaron en medio
Advanced-DMEM (Gibco) con suplemento de suero
fetal bovino (SFB, Gibco) al 2 %, y en incubadora
con 5 % de CO, a 37 °C. Se empleo el rotavirus de
la cepa ECwt (EDIM Cambridge WildType; EDIM:
Epidemic Diarrhea of Infant Mice), donado por
M. Franco (Instituto de Genética de la Pontificia
Universidad Javeriana, Bogota, Colombia).

Se utilizé la cepa de rotavirus RRV (simiana,
mono rhesus) donada por C. F. Arias (Instituto de
Biotecnologia, Universidad Auténoma de México).
Para infectar las células, en todos los casos, el
virus fue activado con tripsina (1pg/ml) durante 30
minutos a 37 °C.

Extraccion y aislamiento de vellosidades
intestinales de raton lactante

Para extraer las vellosidades del intestino delgado,
se siguidé la técnica estandarizada en nuestro
laboratorio (50). Los ratones, fueron sacrificados por
dislocacién cerebro-cervical; se extrajo el intestino y
selavé con MEM. Elintestino cortado en fragmentos
fue incubado en MEM que contenia EDTA 1,5 mM,
por 15 minutos a 37 °C en un agitador orbital a
200 rpm. El tejido fue filtrado a través de una malla
metdlica de poro de 1 mm?2 La fraccion soélida
retenida en la malla se someti6 a una segunda
extraccién. Se mezclaron las dos extracciones
celulares correspondientes a las vellosidades
intestinales y se recolectaron por centrifugacion
a 600g, descartandose el sobrenadante. Las
vellosidades se suspendieron en MEM, se midié
su viabilidad celular mediante azul de tripano y
se utilizaron inmediatamente en los ensayos de
interaccion con proteina disulfuro-isomerasa.

Propagacioén de las cepas de rotavirus

Se infectaron células confluentes de lalinea MA104
con un lisado celular de RRV activado con tripsina.
Las células seincubaron a 37 °C hasta lalisis celular;
se recuperod el lisado y se almacené a -20 °C
hasta su uso. El lisado celular fue congelado y
descongelado dos veces y titulado por su actividad
infecciosa en términos de unidades formadoras de
foco (21).

Para multiplicar el rotavirus ECwt (no es posible
propagar esta cepa de rotavirus en las lineas
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celulares), a 20 ratones lactantes ICR se les
suministré 80 pl de una preparacion viral 10X, cuya
dilucién 1/10 habia sido capaz de infectar el 50 %
de las células de vellosidades intestinales aisladas
(50). Después de tres dias de inoculacién, los
ratones se sacrificaron para obtener el intestino
delgado y a partir de éste purificar el virus
utilizando un protocolo que incluye tratamiento
con fredn (21).

Purificacion de rotavirus

El lisado viral cosechado de células MA104
infectadas con rotavirus RRV o de intestino delgado
de ratones infectados con ECwt, se utiliz6 para
purificar el virus siguiendo un método reportado
anteriormente (21). En forma resumida, el lisado
viral se extrajo con 1,1,2-triclorotrifluoretano (Freén,
Sigma) (1:1/3 vol:vol), la emulsién se centrifugé a
13.000g por 10 minutos a 4 °C, el sobrenadante fue
recolectado y a la fraccidon organica se le adicion6
TNC (Tris-HCI 10 mM, NaCl 150 mM, MgCl, 1 mM
M, CaCl, 10 mM, pH 7,4) en una proporcién 1:1
(vol:vol) para someterla a una nueva extraccion.
Las fracciones acuosas fueron recuperadas y
reunidas para ser centrifugadas a 101.5009g por 1
hora y 30 minutos a 4 °C. El virus fue suspendido
en TNC vy centrifugado a 217.100g por 1 hora a
4 °C en un gradiente discontinuo de CsCl (0,5 ml
con densidad 1,4157; 1 ml con densidad 1,3039;
0,5 ml con densidad 1,2070 y 0,5 ml de sacarosa
al 30 %). Las bandas que contenian las tres capas
proteicas y las dos capas proteicas se recolectaron
separadamente, se diluyeron con solucién tampdn
TNC y se recuperaron por centrifugacion (120.000g
por 1 hora y 30 minutos).

Produccioén de anticuerpos policlonales contra
la proteina disulfuro-isomerasa

Se inocul6 un conejo Nueva Zelanda con proteina
disulfuro-isomerasa comercial (Sigma). Se utilizaron
83 ug por dosis, entres aplicaciones en un esquema
de 15, 30 y 45 dias. La primera inoculacion se
hizo con adyuvante completo de Freund y las dos
ultimas, con adyuvante incompleto (51). El conejo
se sangré por puncion cardiaca para obtener el
suero hiperinmune contra la proteina disulfuro-
isomerasa. Tanto el suero preinmune como el
hiperinmune fueron analizados mediante Western
blot e inmunocitoquimica para la deteccion de
proteina disulfuro-isomerasa y de las proteinas del
rotavirus, buscando descartar cualquier posible
reaccion cruzada o infeccion previa del conejo con
rotavirus.
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Para la prueba inmunocitoquimica, se aislaron los
enterocitos de raton infectados o no infectados
con rotavirus RRYV; se fijaron a una laminilla y se
analizaron con los sueros preinmune e hiperinmune
de conejo y, ademas, con anticuerpos anti-rotavirus
generados en conejo en nuestro laboratorio (51), en
una dilucién 1:1.000. Como anticuerpo secundario,
se utilizo anti-conejo acoplado a peroxidasa (HRP)
(1:3.000) (Santa Cruz Biotechnology) y el sistema
amino-etil-carbazol-peréxido de hidrogeno (AEC-
H,0,) para la deteccion.

Preparacion del extracto proteico de higado de
bovino

Se libero de tejido graso y conectivo un higado de
bovino y se preservo a 4 °C en PBS (NaCl 137 mM,
KCl 2,68 mM, Na,HPO, 6,45 mM, KH,PO, 1,47
mM, pH 7,2). El higado se cort6 en fracciones, fue
lavado y diluido con PBS frio que contenia EDTA 5
mM. Se realizé un proceso de homogenizacion de
tres pulsos de 30 segundos en un homogenizador
(Omni International Tissue Homogenizator Master
125). El extracto fue centrifugado a 17.000g por 30
minutos; el sobrenadante se filtré para la remocién
de la capa lipidica. Se guard6 en alicuotas de 1 ml
a -70 °C hasta su uso.

La concentracion de proteina se determiné por
el método de Bradford. El extracto se analizé por
electroforesis en gel de poliacrilamida (10%) con
SDS (SDS-PAGE) y Western blot, teniendo como
referencia la proteina disulfuro-isomerasa (Sigma).
Se utilizé como anticuerpo primario el anti-proteina
disulfuro-isomerasa generado en conejo (1:1.000),
uno comercial (Santa Cruz, Biotechnology) y otro
producido para este trabajo en nuestro laboratorio.
Como anticuerpo secundario, se utilizé el anti-
conejo acoplado a fosfatasa alcalina (1:3.000)
(Santa Cruz, Biotechnology); las bandas de
proteina reactivas se revelaron con el sustrato
BCIP/NTB (Sigma) en solucién tampon Tris-HCI 20
mM, NaCl 150 mM, MgCl, 5 mM, pH 9,5.

Purificacion de la proteina disulfuro-isomerasa
de higado de bovino

Para la purificacion de proteina disulfuro-isomerasa
de higado de bovino por cromatografia de afinidad,
se preparé la fase estacionaria mediante el acople
delos anticuerpos anti-proteinadisulfuro-isomerasa
al soporte Affi gel hidrazide (BioRad), siguiendo las
instrucciones del fabricante.

Para la preparacion del soporte cromatografico, el
suero hiperinmune fue tratado con &cido caprilico,
y la fraccién enriquecida en globulinas fue

Rotavirus y proteina disulfuro-isomerasa

precipitada con sulfato de amonio saturado en
PBS. La solucion de globulinas enriquecida en
anticuerpos anti-proteina disulfuro-isomerasa se
dializ6 a 4 °C contra PBS en membrana de celulosa
(Millipore) de exclusién 12 kDa. La concentracién
de la fraccion que contenia los anticuerpos anti-
proteina disulfuro isomerasa se ley6 a 280 nm en
un espectrofotdémetro de luz ultravioleta, usando
albimina sérica bovina (BSA) (Pierce) como
estandar de concentracion.

Para la oxidacion de las unidades de carbohidrato
de los anticuerpos, se hizo un intercambio de la
solucién tampo6n PBS de la solucion de anticuerpos
por solucién tampon de acople (acetato de sodio 20
mM, pH 5,5) mediante cromatografia de exclusién
por tamanio, utilizando Sephadex G-25. La solucién
de anticuerpos anti-proteina disulfuro-isomerasa se
hizo reaccionar con m-peryodato de sodio 29,2 mM
en la oscuridad por 1 hora a temperatura ambiente.
Se adicioné glicerol 20 mM, se mezcl6 por 10 minutos
con el fin de inactivar el peryodato remanente y se
dializ6 contra soluciéon tampén de acople.

La solucién de anticuerpos oxidados se adiciono
en relacion de 4 mg/ml de gel al soporte Affi gel
hidrazide, previo equilibrio de esta solucion tampén
de acople; se permitié la reaccion por 12 horas a
temperatura ambiente. Luego de ese tiempo, la
resina se lavd con PBS-NaCl 0,5 M, controlando
la salida de anticuerpos no acoplados. La columna
cromatografica de afinidad se equilibré con PBS.

El extracto de higado de bovino se centrifugdé a
17.000g por 10 minutos a 4 °C y se aplicd a la
columna de afinidad en una concentracion de 50
mg/ml, utilizando como fase mévil PBS a un flujo de
1 ml/minuto. Se recogieron fracciones de 3 ml, se
control6 a 280 nm el lavado de la columna hasta no
detectar elucién de proteinas. La proteina disulfuro-
isomerasa se eluyé con glicina-HCI 0,2 M, pH 2,5,
y los eluidos fueron recibidos en 7 pl de Tris-HCI 1
M, pH 11, con el fin de neutralizar rapidamente la
preparacién de proteinas. La columna se lavé con
PBS. Los eluidos se analizaron por SDS-PAGE y
Western blot. Las fracciones que contenian proteina
disulfuro-isomerasa se reunieron y se precipitaron
con sulfato de amonio hasta el 85% de saturacion;
se centrifugd para recuperar los precipitados, los
cuales se diluyeron y dializaron contra PBS.

Interaccién rotavirus-proteina disulfuro-
isomerasa

Se incubaron 500 ng de las tres capas proteicas
de rotavirus RRV o ECwt con diferentes
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concentraciones de proteina disulfuro-isomerasa
(se utilizd tanto la proteina comercial como la
purificada para este trabajo), en un volumen final
de 50 pl por 1 hora a temperatura ambiente. La
placa de ELISA se recubri6 con 50 pl de anticuerpo
de captura anti-rotavirus durante toda la noche a
4° C.

Para el analisis de la interaccién de proteina
disulfuro-isomerasa con la cepa RRYV, se utilizd
como anticuerpo de captura anti-rotavirus generado
en cabra (1:1.000); para el analisis de la interaccion
de proteina disulfuro-isomerasa con la cepa
ECwt, se utilizé un anticuerpo anti-rotavirus ECwt
generado en cobayo (1:250). Los anticuerpos
anti-rotavirus generados en cabra o cobayo se
produjeron de acuerdo con un procedimiento
previamente descrito (51).

Luego de bloquear la placa con leche descremada
al 5% en PBS-Tween 20 (0,05%), se adicion6 el
complejo rotavirus-proteina disulfuro-isomerasa en
un volumen de 50 pl y se incubd a 37 °C durante
2 horas. La placa se lavo con PBS-Tween 20 y
se agreg6 el anticuerpo primario policlonal anti-
proteina disulfuro-isomerasa (1:1.000) de conejo
y se incubd durante 2 horas a 37 °C. Después de
lavadalaplaca, se adicioné el anticuerpo secundario
anti-conejo conjugado con HRP (1:3.000) durante
1 hora; luego de los lavados, la placa se revel6
con OPD (dihidrocloruro de O-fenilenediamina,
Pierce) a 1 mg/ml en solucién tampdn de citrato-
fosfato de sodio, a pH 5,5. La absorbancia se leyé
a 492 nm. Al valor promedio de absorbancia de
cada tratamiento se le rest6 el valor promedio de
los controles (pozos que contenian como antigeno
rotavirus, BSA o proteina disulfuro-isomerasa) y se
graficé como delta de absorbancia.

Lainteraccion entre rotavirus con proteina disulfuro-
isomerasa proveniente de las células MA104 o de
las vellosidades intestinales de ratén, también se
analiz6 con la técnica de ELISA de captura. El
rotavirus activado con tripsina se incub6 a 0 °C
durante 45 minutos con las células MA104 o con
las vellosidades aisladas de intestino de ratén, y
luego se incub6 a 0, 30 y 60 minutos a 37 °C. Las
células se lavaron y lisaron con solucion tampén de
lisis (Tris-HCI 50 mM, NaCl 150 mM, ditiotreitol 2
mM, Nonident P-40 al 1 %, deoxicolato de sodio al
0,5%, Triton X-100 al 1%, pH 8,0). El lisado celular
se centrifugé y se aplicaron 50 pl del sobrenadante
a la placa de ELISA previamente recubierta con
anticuerpos anti-rotavirus, como se menciond
anteriormente. Al valor promedio de absorbancia
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de cada tratamiento se le resté el valor promedio
del control (lisado celular no infectado) y se graficé
como delta de absorbancia.

Resultados

Caracterizacion de anticuerpos policlonales
anti-proteina disulfuro-isomerasa

La fraccion de globulinas del suero enriquecida
con anticuerpos anti-proteina disulfuro-isomerasa
se titulé6 para su uso en la técnica de Western
blot, utilizando proteina comercial como antigeno.
Se observd que hasta la dilucion 1:3.000 del
anticuerpo anti-proteina disulfuro-isomerasa,
se detectd el antigeno como una banda a nivel
de 57 kDa (figura 1A). Se detectaron bandas
reactivas de menor peso molecular que podrian
corresponder a productos de la degradacion
proteolitica de proteina disulfuro-isomerasa. Para
la caracterizacion del anticuerpo anti-proteina
disulfuro-isomerasa utilizado en la técnica de ELISA,
se incubd la placa con diferentes concentraciones
de la proteina comercial (5, 10, 20 y 40 pg/ml) y
luego con diferentes diluciones del anticuerpo anti-
proteina disulfuro isomerasa (1:1.000, 1:2.000 y
1:4.000) (figura 1B). Los resultados indican que,
para la técnica de ELISA, la concentracion minima
de proteina y la maxima dilucién del anticuerpo
anti-proteina disulfuro-isomerasa que generan una
sefal de reconocimiento confiable, es de 20 pg/ml
de dicha proteina (1 pg de proteina por pozo) y
hasta 1:4.000 de dilucién del anticuerpo.

Los sueros preinmune e hiperinmune del conejo
inmunizado con proteina disulfuro-isomerasa
se analizaron en la deteccion de las proteinas
rotavirales. El suero preinmune y el hiperinmune
no presentaron reactividad hacia las tres capas
proteicas purificadas, como lo indica el resultado de
Western blot de las tres capas proteicas de RRV,
usando los anticuerpos anti-proteina disulfuro-
isomerasa en dilucién 1:200 de anticuerpo primario
(figura 1C); dicho anticuerpo no reconoci6 al
rotavirus en células infectadas y analizadas por
inmunocitoquimica (figura 1D).

Extraccion y purificacion de proteina disulfuro-
isomerasa de higado de bovino

Se detectd proteina disulfuro-isomerasa en el
extracto de higado de bovino cuando se analizé
con el anticuerpo anti-proteina disulfuro-isomerasa
comercial o con el anticuerpo generado en conejo
(figuras 2A y 2B). La cromatografia de afinidad
utilizando anticuerpos anti-proteina  disulfuro-
isomerasa acoplados al Affi gel hidrazide mediante
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Figura 1. Caracterizacion parcial del anticuerpo policlonal anti-proteina disulfuro-isomerasa generado en conejo. (A) Deteccién
de proteina disulfuro-isomerasa (1 pg por tira) por Western blot con las diluciones que se indican de suero hiperinmune de conejo
que contiene anticuerpos anti-proteina disulfuro-isomerasa, la deteccion se realizé con anticuerpos anti-conejo-HRP. (B) Proteina
disulfuro-isomerasa en las concentraciones indicadas fue detectada mediante ELISA, utilizando como anticuerpo primario diluciones
de suero de conejo y como anticuerpo secundario anti-conejo-HRP. El valor de absorbancia corresponde a la diferencia entre las
absorbancias de los tratamientos menos aquellas que corresponden a la linea de base del experimento, se muestran los promedios
y las desviaciones estandar de uno de dos experimentos independientes realizados por duplicado. (C) Deteccién de las proteinas
estructurales del rotavirus, las tres capas proteicas (1 pg por tira) por Western blot con el suero de conejo que contiene anticuerpos
anti-proteina disulfuro-isomerasa (linea 1) y con anticuerpos anti-rotavirus (linea 2). (D) Enterocitos infectados con rotavirus RRV
(i, ii, i) o no infectados (iv) analizados mediante inmunocitoquimica para la deteccién de proteina disulfuro-isomerasa con el suero
hiperinmune del conejo que contiene anticuerpos anti-proteina disulfuro-isomerasa 1:1.000 en (i); con el suero preinmune 1:1.000
(ii); anticuerpos anti-rotavirus 1:1000 (iii y iv). Como anticuerpo secundario se utilizé6 anti-conejo-HRP.

enlace hidrazona, permiti6 el aislamiento de otras bandas, lo que podria indicar presencia de

la proteina disulfuro-isomerasa presente en el
homogeneizado de higado de bovino. Durante el
proceso de elucion, se recuperaron 30 fracciones,
y la ndmero 15 fue la de mayor absorbancia y
contenido de proteina, segln el andlisis de SDS-
PAGE y Western blot (figuras 3Ay 3B); sin embargo,
el proceso de purificacion no fue reproducible dado
que, al utilizar la columna en nuevos corridos
cromatogréficos, cada vez hubo menorrecuperacion
de proteina disulfuro-isomerasa, con deteccién de

moléculas diferentes a dicha proteina (figura 3C).

Para analizar si en el proceso de eluciéon con
solucién tampén glicina o urea 6 M se estaba
retirando anticuerpo de la columna, se realizd un
Western blot de los eluidos, incubando lamembrana
directamente con un anticuerpo secundario anti-
conejo-HRP. En este caso, se observé una banda a
la altura de 55 kDa, lo que sugeriala presenciade la
cadena pesada del anticuerpo como contaminante
(figura 3C).
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Figura 2. Deteccion de proteina disulfuro-isomerasa en el
extracto de higado de bovino. (A) SDS-PAGE con deteccion
de las proteinas con azul de Coomassie. (B) Western blot en
la deteccion de proteina disulfuro-isomerasa en el extracto
de higado de bovino con anticuerpos anti-proteina disulfuro-
isomerasa. Proteina disulfuro-isomerasa comercial (linea 1);
extracto de higado de bovino (lineas 2-5). Anticuerpos primarios
para el Western blot, Anticuerpos anti-proteina disulfuro-
isomerasa comercial (linea 3); suero hiperinmune del conejo
que contiene los anticuerpos anti-proteina disulfuro-isomerasa
(linea  4); anticuerpos anti-proteina disulfuro-isomerasa
parcialmente purificados y oxidados (linea 5).
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Interaccion de TLP con proteina disulfuro-
isomerasa in vitro

Para determinar si existia interaccién entre el
rotavirus RRV y la proteina disulfuro-isomerasa in
vitro, se incubaron las tres capas proteicas (500 ng
de proteina viral) con proteina disulfuro-isomerasa
comercial (4 y 8 ug). El complejo de las tres capas
proteicas y proteina disulfuro-isomerasa se analizé
mediante ELISA de captura. Se utilizé como
anticuerpo de captura anti-rotavirus generado
en cabra y la deteccion con los anticuerpos anti-
proteina disulfuro-isomerasa generados en conejo.
Se detect6 interaccién entre el rotavirus y dicha
proteina en las dos concentraciones analizadas
(figura 4).

Para determinar si las particulas de los rotavirus
RRV y ECwt se unian a la proteina disulfuro
isomerasa purificada del extracto total de higado,
se procedié como se describi6é para la interaccion
del rotavirus RRV con la proteina comercial. La
figura 5 indica que existe interaccion directa entre
las dos cepas de rotavirus (RRV y ECwt) con la
proteina disulfuro-isomerasa purificada del higado
de bovino.

A c
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 2 3 o4
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Figura 3. Aislamiento y purificacion de proteina disulfuro-isomerasa. Andlisis de las fracciones de la cromatografia de afinidad en el
corrido |; SDS-PAGE con deteccion de las proteinas con azul de Coomassie (A); Western blot en la deteccién de proteina disulfuro-
isomerasa con anticuerpos anti-proteina disulfuro-isomerasa de conejo (1:1.000) de las fracciones (B). Proteina disulfuro-isomerasa
comercial (linea 1); extracto de higado de bovino (linea 2); fracciones de proteinas no retenidas (lineas 3-5); fracciones eluidas
con glicina 20 mM pH 2,5: fraccion No. 1 (linea 6); fraccién No. 2 (linea 7); fraccion No. 3 (linea 8); fracciéon No. 4 (linea 9); fraccion
No. 6 (linea 10); fraccién No. 15 (linea 11). (C) Western blot en la deteccién de la cadena pesada de los anticuerpos (IgG) en las
fracciones eluidas de diferentes corridos cromatograficos detectadas con anticuerpo anti-conejo-HRP. Fracciéon No. 15 corrido |
(linea 1); fracciones No. 12y 14 corrido Il (lineas 2 y 3 respectivamente); fraccion No.10 corrido IV (linea 4).
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Interaccion del rotavirus con proteina disulfuro-
isomerasa de células MA104 y vellosidades
intestinales

Con el propésito de determinar si el rotavirus se unia
a la proteina disulfuro-isomerasa de la superficie
celular, se incubaron TLP de RRV con las células
MA104; de igual forma, se incubaron las tres capas
proteicas de ECwt con las vellosidades aisladas
de intestino de raton lactante. La incubacion se
realizé a 0 °C por 45 minutos, se retird el virus no
unido por lavado y, posteriormente, las células se
incubaron durante 0, 30 y 60 minutos a 37 °C. El
andlisis del ELISA de captura del complejo (tres
capas proteicas y proteina disulfuro-isomerasa)
proveniente del lisado celular de células MA104
o de las vellosidades del intestino de raton, indica
que el virus se une a proteina disulfuro-isomerasa
a 4 °C y que la unién persiste durante todos los
tiempos examinados a 37 °C, aunque con una ligera
disminucién a tiempos posteriores a 0 minutos
para el sistema vellosidades-ECwt (figura 6); sin
embargo, no se puede excluir la participacion de
otras moléculas de la célula en esta interaccion.

Discusion
Los resultados recientes indican que la proteina
disulfuro-isomerasa de la superficie celular esta

0.60
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O 020 j
0.00
Ac de captura + + - -
PDI (ug) 4 8 1 -
RRV (500 ng) . +
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Anti-PDI (1:1000) + + + -
Anti-TLPs (1:3000) - - - +

Figura 4. Interaccion rotavirus RRV y proteina disulfuro-
isomerasa in vitro. Las tres capas proteicas de RRV se
preincubaron con proteina disulfuro-isomerasa comercial. La
reaccion se dispensd en los pozos de ELISA, previamente
sensibilizados con anticuerpos anti-rotavirus de cabra. Se
utilizé Ac anti-proteina disulfuro-isomerasa de conejo como
anticuerpo primario y anticuerpo anti-conejo-HRP como
anticuerpo secundario. Se realiz6 ELISA directo como control
positivo de reconocimiento de proteina disulfuro-isomerasa y
rotavirus utilizando anticuerpo anti-proteina disulfuro-isomerasa
y anticuerpo anti-rotavirus. El valor de absorbancia corresponde
a la diferencia entre las absorbancias de los tratamientos menos
aquellas que corresponden a la linea de base del experimento.
Se muestran los promedios y las desviaciones estandar de uno
de dos experimentos independientes realizados por duplicado.
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Figura 5. Interaccion de rotavirus de las cepas RRV y Ecwt con
proteina disulfuro-isomerasa purificada. El virus se preincubd
con proteina disulfuro-isomerasa purificada del extracto de
higado de bovino. La reaccién se dispens6 en los pozos de
ELISA, previamente sensibilizados con anticuerpos anti-
rotavirus Ecwt de cobayo. Se utilizé6 como anticuerpo primario
anti-proteina disulfuro-isomerasa de conejo, y como anticuerpo
secundario anti-conejo-HRP. Se realiz6 ELISA directo como
control positivo de reconocimiento del rotavirus ECwt. El valor de
absorbancia corresponde a la diferencia entre las absorbancias
de los tratamientos menos aquellas que corresponden a la
linea de base del experimento, se muestran los promedios
y las desviaciones estandar de uno de dos experimentos
independientes realizados por duplicado.

implicada en el proceso de entrada de rotavirus
a células MA104. El papel de la dicha proteina
en la internalizacién del rotavirus a otras lineas
celulares y al enterocito, es objeto de estudio en
modelos tanto in vivo como in vitro (manuscritos
en preparacion). La implicacién de la proteina
disulfuro-isomerasa en la entrada del rotavirus a
la célula huésped hace a esta proteina candidata
para ser interferida en su actividad redox mediante
inhibidores del intercambio tiol-disulfuro, en el
contexto de la intervencion terapéutica. Por lo tanto,
es necesario disponer de cantidades suficientes
de dicha proteina purificada para ensayos de
interaccion con la particula viral y con inhibidores
de laactividad redox. La purificacion cromatografica
de esta proteina en el presente trabajo contribuye
a este proposito.

El suero policlonal hiperinmune generado
contra proteina disulfuro-isomerasa en conejo
preservl la capacidad de reconocimiento de su
correspondiente antigeno, después de haber sido
purificado parcialmente y sometido a oxidacion
para su utilizacién cromatografica. Se encontro, de
acuerdo con los resultados del Western blot, que
este antisuero policlonal reconocia principalmente
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Figura 6. Interaccién de rotavirus de las cepas Ecwt y RRV
con proteina disulfuro-isomerasa de vellosidades intestinales
o células MA104. Las tres capas proteicas de Ecwt o RRV
se incubaron con las vellosidades intestinales de ratén o las
células MA104, respectivamente. Los lisados celulares se
dispensaron en cada pozo de ELISA, previamente sensibilizado
con anticuerpos anti-rotavirus de cobayo (ECwt) o cabra
(para RRV). Se utilizé6 como anticuerpo primario anti-proteina
disulfuro-isomerasa de conejo y como anticuerpo secundario
anti-conejo-HRP. El valor de absorbancia corresponde a la
diferencia entre las absorbancias de los tratamientos menos
aquellas que corresponden a la linea de base del experimento.
Se muestran los promedios y las desviaciones estandar de uno
de dos experimentos independientes realizados por duplicado.

la banda de proteina correspondiente a proteina
disulfuro-isomerasa, cuando fue utilizado hasta
en una dilucién de 1:3.000. El patréon de bandas
reactivas al suero hiperinmune fue similar al
encontrado utilizando anticuerpos policlonales de
origen comercial. La especificidad del reconocimiento
delos anticuerpos policlonales generados en conejo
hizo posible la purificacion de proteina disulfuro-
isomerasa sin proteinas contaminantes, teniendo
en cuenta que proteinas unidas inespecificamente a
la columna pueden ser eficientemente eliminadas
en la fase de lavado. Este suero hiperinmune
también fue capaz de reconocer la proteina
disulfuro-isomerasa en su conformacion nativa en
ELISA. Las anteriores propiedades de este suero
policlonal permitieron la evaluacion consistente y
reproducible de la interaccion directa de las tres
capas proteicas y la proteina disulfuro-isomerasa
mediante un ensayo inmunoenzimatico in vitro de
este complejo.

La cromatografia de afinidad permitié la purificacién
parcial de proteina disulfuro-isomerasa. Sin
embargo, al examinar la calidad de proteinas
eluidas en posteriores corridas cromatograficas,
se evidencié la presencia de la cadena pesada
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de las inmunoglobulinas como contaminacion.
Una de las desventajas de las cromatografias de
afinidad es que no siempre el ligando es liberado
completamente, en especial cuando las afinidades
entre el ligando y el anticuerpo son muy fuertes.
Cuando esto ocurre, se utilizan condiciones
mas drasticas que, generalmente, llegan hasta
desnaturalizar el anticuerpo y el antigeno, e
incluso, como lo sucedido en el presente trabajo, el
desprendimiento del anticuerpo. Otras condiciones
de eluciéon con acidos o agentes caotrépicos no
fueron de primera eleccién debido a que se quiso
preservar el caracter funcional de la proteina
disulfuro-isomerasa.

La evaluacion de la interaccion entre las tres
capas proteicas y la proteina disulfuro-isomerasa
fue un aspecto central del trabajo aqui descrito.
Cuando se incubaron las tres capas proteicas de
rotavirus RRV con la proteina disulfuro-isomerasa
comercial en un ensayo in vitro, se encontré que
dicha proteina se une a las tres capas proteicas de
manera dependiente de la concentracion, lo que
sugiere que se trata de una interaccion especifica
entre la proteina y la particula de rotavirus. El
mismo resultado se obtuvo al mezclar la proteina
disulfuro-isomerasa obtenida de la extraccion de
higado de bovino, con las particulas de los rotavirus
RRV y ECwt.

La posible interaccion de las particulas rotavirales
con la proteina disulfuro-isomerasa celular fue
evaluadaendos sistemas celulares. Se encontraron
resultados positivos de union de la cepa RRV a
las células MA104 y de la cepa ECwt en contacto
con las células de las vellosidades intestinales
aisladas de raton, por medio de la interaccién con
proteina disulfuro-isomerasa celular. Sin embargo,
la magnitud de la interaccién de la cepa RRV con
dicha proteina no parecié variar significativamente
durante los primeros 30 minutos de incubacién a
37 °C; mientras que la interaccion ECwt-proteina
disulfuro-isomerasa parecié decrecer levemente
a 30 y 60 minutos después de la incubacion.
Al aplicar las tres capas proteicas al cultivo de
vellosidades o de células MA104, estas particulas
s6lo se pueden unir a la célula por medio de sus
proteinas estructurales de la capa méas externa
durante los eventos tempranos de union. De esta
manera, la proteina disulfuro-isomerasa detectada
en la prueba de ELISA, independientemente de
que ella provenga del medio intracelular o de la
superficie celular, corresponde a aquella unida a las
proteinas estructurales de las tres capas proteicas
capturadas en este ensayo inmunoenzimatico.
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Sin embargo, no se descarta que, a diferencia de la
interaccion in vitro, en el sistema celular la unién de
la proteina disulfuro isomerasa con la particula viral
pueda incluir interacciones indirectas mediadas por
otras proteinas presentes en el lisado celular. Es
interesante destacar que tanto las células MA104
(linea celular de epitelio de rifidn de mono rhesus)
como las células de vellosidades intestinales de
raton, parecen compartir una interaccién con
las particulas de rotavirus, la cual involucra a la
proteina disulfuro-isomerasa.

En varios tipos de células se ha encontrado que la
proteina disulfuro-isomerasa de la superficie celular
es reductora, mientras que la proteina intracelular
es oxidante (26,31,32). Con base en los resultados
previos obtenidos en nuestro laboratorio (Calderén
MN, Acosta O, Guerrero CA, Guzman F. Protein
disulfide isomerase activity is involved in rotavirus
entry to MA104 cells. Proceedings of the XIV
International Congress of Virology, Istanbul. 2008;
p. 163-4), la actividad de la proteina disulfuro-
isomerasa esta implicada en los eventos tempranos
de entrada del rotavirus a la célula.

Este hallazgo nos permite sugerir que las proteinas
estructurales del rotavirus, tales como VP4 (VP5* o
VP8*),VP6yVP7 (52-54), son sustratos potenciales
de la actividad reduct2ora de la proteina disulfuro-
isomerasa, especialmente, en el evento de estar
oxidadas en sus cisteinas. Aunque VP5* y VP8*
fueron reportadas como proteinas que contenian
enlaces disulfuro (52), estudios cristalograficos
recientes indican que sus cisteinas exhiben grupos
tiol (55-58), asi mismo como VP6 (53).

Por otra parte, se ha encontrado por cristalografia
que VP7 contiene cuatro enlaces de disulfuro
(53). Los resultados aqui presentados permitieron
evidenciar que existe interaccion directa entre el
rotavirus y la proteina disulfuro-isomerasa en un
sistema in vitro; sin embargo, se deben explorar
otras metodologias (como la espectrometria de
masas) (54) para caracterizar esta interaccion e
incorporarla al contexto de los eventos tempranos
que tienen lugar durante la entrada del rotavirus a
la célula huésped natural.
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