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Resumen

Rotavirus es un virus perteneciente a la familia Reoviridae, icosaédrico sin envoltura; su
capside esta constituida por tres capas: externa, media e interna. Mide aproximadamente
70 nm de diametro, su genoma de 11 segmentos de ARN de doble-cadena codifica para
seis proteinas estructurales (VP) y seis proteinas no estructurales (NSP).

OBJETIVO GENERAL: Determinar la union de las proteinas no estructurales de
Rotavirus (NSP1-6) con proteinas de la via PPARy — NFkB.

METODOLOGIA: Se evalué la expresion de proteinas celulares relacionadas con las vias
NFkB y PPARy, mediante las técnicas de ELISA, luminiscencia, citometria de flujo y
Western blot, en células MA104 infectadas con Rotavirus y/o transfectadas con cada uno
de los plasmidos que expresan para proteinas NSPs. La unién entre proteinas celulares y
virales (NSPs) se examiné por las técnicas de ELISA, Epi-fluorescencia y microscopia
confocal.

RESULTADOS: La expresion de las proteinas p-IKKa/B, NFkB, p-NFkB, PPARy, RXR y
PGC1a aumentaron en células infectadas con rotavirus RRV y en células transfectadas
con plasmidos que expresan para cada una de las NSPs se observo que la expresion de
p-IKKa/B aumento en presencia de NSP3,4,5 y 6; NFkB aumento en presencia de NSP1,
3 y 4, p-NFkB aumento en presencia de NSP1, 2, 3, 4, 5 y 6; PPARy aumento en
presencia de NSP1, 3, 5 6; RXR aumento6 en presencia de NSP4, 6 y PGC1a aumento en
presencia de NSP1 y 5. Al analizar por ELISA la unién in-vitro con proteinas
recombinantes se observd unién entre rPPARy y rNSP 1, 2, 3, 4 y RXR con rNSP1,;
cuando se estudié la union por ELISA in-vivo en células infectadas y/o transfectadas con
cada uno de los plasmidos que expresan proteinas celulares con las proteinas virales, se
evidencio unién entre PPARy con NSP1, 2, 3, 4; RXR con NSP1,6; p-IKKa/B con NSP1,
NSP2, NSP3, NSP4, NSP5, NSP6 y p-NFkB con NSP 5, 6. Posteriormente, por
microscopia confocal, se observd colocalizacion de RXR con NSP1; PPARy con NSP1 y
NSP3; p-IKKa/B con NSP2 y NFKB con NSP5.

Finalmente, cuando se analizo si la infeccion por rotavirus RRV afecta la activacion de la
via inflamatoria; se estudio la expresién de PPARy a nivel citoplasmatico y nuclear por
Western blot, identificandose la presencia de p- PPARy. Adicionalmente, por ELISA in-
vivo en células, se evalud la unién entre PPARy y PGC1a, encontrandose que solo a nivel
nuclear hay unién de estas dos proteinas celulares en células infectadas con rotavirus
RRYV y en células transfectadas con los plasmidos que expresan para NSP2 y 4. Ademas,
al activar la via PPARy con un agonista como Tiazolinediona o inhibirla con un
antagonista como GW-9662, tratando células infectadas o no y/o transfectadas con
plasmidos que expresan para cada una de las proteinas NSPs, se observé que la
expresion de PPARy disminuia en células infectadas y tratadas con Tiazolinediona y
aumentaba en células infectadas y tratadas con el inhibidor GW-9662, pero cuando las
células eran transfectadas con plasmidos que expresan para cada una de las proteinas
NSPs y tratadas con el inhibidor GW-9662 se observé aumento de la expresion de PPARy



en presencia de NSP1, 5 y 6. Por otra parte, cuando se inhibié la via NFkB con un
inhibidor como curcumina, se observo que la expresion de NFkB disminuia en células
infectadas y tratadas con curcumina y en células transfectadas con plasmidos que
expresan para cada una de las proteinas NSPs y tratadas con curcumina se observd
disminucion de la expresion de NFkB en presencia de NSP2 y 4.

CONCLUSION: Durante la infeccién por Rotavirus, la expresion de NFkB y su actividad
transcripcional aumentan, se observa que RXR colocaliza con NSP1, PPARYy colocaliza
con NSP1 y NSP3, p-IKKa/B colocaliza con NSP2 y NFkB colocaliza con NSP5.
Adicionalmente, a nivel citoplasmatico se detectd que a las 12 h.p.i. PPARy esta siendo
fosforilado. Por otra parte, en el nucleo, PPARy se encuentra unido a PGC1a, sin
embargo, la actividad transcripcional disminuye.

PALABRAS CLAVES: Rotavirus, PPARy, NFkB, NSP1, NSP2, NSP3, NSP4, NSP5,
NSP6



Abstract

POSSIBLE UNIONS BETWEEN PROTEINS RELATED TO THE PPARy - NFkB
PATHWAY AND NON-STRUCTURAL PROTEINS OF ROTAVIRUS

Rotavirus is a virus belonging to the family Reoviridae, icosahedral without envelope; Its
capsid is made up of three layers: external, middle and internal. Measuring approximately
70nm in diameter, its 11-segment double-stranded RNA genome encodes six structural

(VP) and six non-structural (NSP) proteins.

GENERAL OBJECTIVE: To determine the union of the non-structural Rotavirus proteins
(NSP1-6) with proteins of the PPARy-NFkB pathway.

METHODOLOGY: The expression of cellular proteins related to the NFkB and PPARy
pathways was evaluated, using ELISA, luminescence, flow cytometry and Western blot
techniques, in MA104 cells infected with Rotavirus and / or transfected with each of the
plasmids that express for NSPs proteins. The binding between cellular and viral proteins

(NSPs) was examined by ELISA, Epi-fluorescence and confocal microscopy techniques.

RESULTS: The expression of the proteins p-IKKa / B, NFkB, p-NFkB, PPARy, RXR and
PGC1a increased in cells infected with rotavirus RRV and in cells transfected with
plasmids expressing for each of the NSPs it was observed that the expression p-IKKa / 8
increase in the presence of NSP3,4,5 and 6; NFkB increased in the presence of NSP1, 3
and 4, p-NFkB increased in the presence of NSP1, 2, 3, 4, 5 and 6; PPARY increased in
the presence of NSP1, 3, 5 6; RXR increased in the presence of NSP4, 6 and PGC1a
increased in the presence of NSP1 and 5. When analyzing in-vitro the binding in vitro with
recombinant proteins, binding between rPPARy and rNSP 1, 2, 3, 4 and RXR with rNSP1
was observed; When the binding by ELISA in-vivo was studied in cells infected and / or
transfected with each one of the plasmids that express cellular proteins with the viral
proteins, binding between PPARy with NSP1, 2, 3, 4 was evident; RXR with NSP1,6; p-
IKKa / B with NSP1, NSP2, NSP3, NSP4, NSP5, NSP6 and p-NFkB with NSP 5, 6.
Subsequently, by confocal microscopy, RXR colocalization with NSP1 was observed,;
PPARy with NSP1 and NSP3; p-IKKa / B with NSP2 and NFkB with NSP5.

Finally, when it was analyzed if the infection by rotavirus RRV affects the activation of the

inflammatory pathway; The expression of PPARYy at the cytoplasmic and nuclear level was



studied by Western blot, identifying the presence of p-PPARy. Additionally, by in-vivo
ELISA in cells, the binding between PPARy and PGC1a was evaluated, finding that only at
the nuclear level there is binding of these two cellular proteins in cells infected with
rotavirus RRV and in cells transfected with the plasmids that express for NSP2 and 4.
Furthermore, when activating the PPARYy pathway with an agonist such as Thiazolinedione
or inhibiting it with an antagonist such as GW-9662, treating cells infected or not and / or
transfected with plasmids that express for each of the NSPs proteins, it was observed that
the expression PPARy decreased in cells infected and treated with Thiazolinedione and
increased in cells infected and treated with the GW-9662 inhibitor, but when the cells were
transfected with plasmids that express for each of the NSPs proteins and treated with the
GW-9662 inhibitor, observed an increase in PPARYy expression in the presence of NSP1, 5
and 6. On the other hand, when the NFkB pathway was inhibited with an inhibitor such as
curcum ina, it was observed that the expression of NFKB decreased in cells infected and
treated with curcumin and in cells transfected with plasmids that express for each of the
NSPs proteins and treated with curcumin, a decrease in the expression of NFKB was
observed in the presence of NSP2 and 4.

CONCLUSION: During Rotavirus infection, the expression of NFkB and its transcriptional
activity increase, it is observed that RXR collocates with NSP1, PPARy collocates with
NSP1 and NSP3, p-IKKa / B collocates with NSP2 and NFkB collocates with NSP5.
Additionally, at the cytoplasmic level, it was detected that at 12 p.m. PPARYy is being
phosphorylated. On the other hand, in the nucleus, PPARYy is bound to PGC1a, however,

transcriptional activity decreases.

KEY WORDS: Rotavirus, PPARyY, NFkB, NSP1, NSP2, NSP3, NSP4, NSP5, NSP6
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INTRODUCCION

Rotavirus es un agente causal de gastroenteritis en nifios menores de cinco afos en
todos los paises del mundo y responsable de alrededor de 453 mil muertes anuales y
aproximadamente 40% de las hospitalizaciones por diarrea en menores de 5 afos de
edad en la region de las Américas [1, 2].

Rotavirus es un virus perteneciente a la familia Reoviridae; una familia de virus
icosaédricos sin envoltura (desnudos); en su capside se encuentran tres capas: capa
externa, media e interna. Mide aproximadamente 70 nm de diametro, su genoma esta
compuesto por ARN de doble-cadena, que codifica para seis proteinas estructurales
denominadas VP (VP 1 a 6) y seis no estructurales(uno de sus segmentos codifica para 2
proteinas) llamadas NSP (NSP1 a 6)[3-5].

Este virus entra a la célula huésped mediante la interaccion secuencial de proteinas
virales con proteinas que se encuentran en la membrana celular como proteina de choque
térmico (Hsc70), integrinas, proteina disulfuro isomerasa (PDI) y monosacaridos como
acido sialico [6-10]. Para determinar el papel de la proteina PDI en el proceso de entrada
del rotavirus a las células se utilizaron reactivos que interfieren con la actividad
oxidoreductora de PDI, como NBT y Bacitracin o péptidos que tenian el aminoacido
cisteina [118]. Inicialmente, se pensdé que el grupo SH era el responsable de la
interferencia en la infeccién. Por esta razon, se exploraron alrededor de 120 farmacos que
tuviesen o no el grupo SH. Los resultados obtenidos indicaron tres grupos de farmacos no
relacionados que demostraron inhibir la infeccion en células MA104, Caco-2 y
vellosidades aisladas de ratdn: 1. Oxidoreductores como vitramina C y N-acetil cisteina 2.
Desinflamantes no esteroideos (AINES) 3. Agonistas de PPARy (pioglitazona y
rosiglitazona) [11, 12].

Adicionalmente, se ha reportado que durante la infeccidn de rotavirus, proteinas celulares
como ROS, NFkB, Cox-2, PDI, Hsc70 y PPARYy, aumentan su expresion y que al tratar
estas células con AINES o farmacos como tiazolinedionas, acido retinoico y DHA, la
expresion de estas proteinas disminuia [11]. También, se observd que al activar PPARy
con estos farmacos disminuian el nimero de viriones formados [11].

Sin embargo, la relaciéon entre las vias celulares NFkB y PPARy con la infeccién por
rotavirus no queda claro, puesto que son proteinas que activan vias opuestas. NFkB
activa la via proinflamatoria y PPARYy la anti-inflamatoria. Se conoce que, durante la
replicacion viral, las proteinas no estructurales de rotavirus influyen en distintos procesos
intracelulares, con el objetivo de lograr una replicacion viral exitosa. Dentro de lo que se
ha investigado acerca de cada proteina no estructural, estudios indican que durante las
primeras horas post-infeccion, la proteina no estructural 1 (NSP1) esta involucrada en
antagonizar la respuesta inmune celular del huésped al interferir con la induccion de
interferones (IFN o/B) a través de la degradacién de IRF-3, IRF-5 e IRF-7[12, 13]. La
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proteina NSP1 de varias cepas de rotavirus ha demostrado que propicia la degradacién
de IRF3 via proteasoma durante las primeras horas después de la infeccion [13-15],
ademas, NSP1 inhibe la activacién de NFkB mediante la induccion de la degradacién via
proteasoma de B-TrCP[16]. Otra proteina no estructural, que interviene en procesos
celulares es la proteina no estructural 3 (NSP3), la cual unida a la maquinaria de
traduccién celular, permite la traduccion preferencial del ARNm viral. [17]. NSP3 esta
implicada en la inhibicion de la traduccion del ARNm celular mediante la unién a elF4G
[18, 19]. Por otra parte, se conoce que el estrés oxidativo hace parte de la defensa natural
de las células a la infeccion por virus y puede también ser un mecanismo por el cual los
virus provocan dafio celular; la relacién entre el estrés oxidativo y la infeccion viral no se
conoce en su totalidad, al igual que los mecanismos por los cuales sus efectos sobre las
funciones celulares conducen a la muerte celular [10].Sin embargo, estudios indican que
rotavirus induce un aumento de la éxido nitrico sintasa inducible (iNOS) tras la exposicion
a la proteina no estructural 4 (NSP4) en el ileon murino[20]. También, NSP4 induce
liberacion de radicales oxido nitrico (NO) en las células epiteliales intestinales humanas
incubadas con NSP4 purificado [20], NSP4 es conocida por interrumpir la homeostasis del
calcio (Ca2+) celular por translocacion al reticulo endoplasmatico y a la mitocondria
durante la infeccién por rotavirus [21]. NSP4 ejerce efecto pro-apoptético mediante la
interaccion con proteinas mitocondriales translocadoras de nucleétidos de adenina y canal
de aniones dependiente de voltaje, lo que resulta en la disipacién del potencial
mitocondrial, la liberacion de citocromo C de la mitocondria y la activacién de caspasas.
Aunque durante horas iniciales de la infeccidn, la activacion de la apoptosis por NSP4 es
inhibida por la activacion de las vias de supervivencia celular (PI3K / Akt)[21]. El papel de
cada una de estas proteinas no estructurales y su relacion con las vias celulares PPARy-
NFkB, no esta totalmente caracterizado [22]. Sin embargo, la relacion entre las vias
celulares NFkB y PPARYy con la infeccién por rotavirus no queda claro, puesto que son
proteinas que activan vias opuestas. NFkB activa la via proinflamatoria y PPARYy la anti-
inflamatoria. No se ha determinado si las proteinas del rotavirus estan implicadas en
forma directa en el aumento de la expresiéon de las proteinas celulares o si es una
respuesta de la célula ante la infeccion viral. Por lo anterior, esta investigacion trata de
aclarar si hay una posible unién entre las proteinas de la via celular PPARy-NFkB con las
proteinas no estructurales de Rotavirus.
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1. ROTAVIRUS

Rotavirus es un virus perteneciente a la familia Reoviridae; es un virus icosaédricos sin
envoltura; en su capside se encuentran tres capas: capa externa, media e interna. Su
genoma esta compuesto de 11 segmentos de ARN de doble-hebra, que codifican seis
proteinas estructurales denominadas VP (VP 1 a 6) y seis proteinas no estructurales (uno
de sus segmentos codifica para 2 proteinas) llamadas NSP (NSP1 a 6)[3-5].

El virion maduro denominado TLP (particula triple capa) estd compuesto por tres capas
concéntricas de proteinas que engloban al genoma viral. La capa mas interna del virién
estd formada por 60 dimeros de la proteina VP2, que rodea al genoma del virion y de
pequenas cantidades de la RNA polimerasa VP1 y de la guanililtransferasa VP3.
Doscientos sesenta trimeros de VPG, la proteina mas abundante del virién, constituyen la
capa intermedia. La capa mas externa esta formada por dos proteinas, VP4 y VP7. La
superficie lisa del virus esta compuesta por 780 copias de la glicoproteina VP7,
organizada en forma de trimeros, mientras que 60 espiculas, formadas por VP4, se
proyectan hacia el exterior de la superficie viral[5]. La proteina VP4 tiene funciones
esenciales en el ciclo de vida del virus, incluyendo la union al receptor y la penetraciéon a
la célula que infecta; por lo tanto, las propiedades de esta proteina son determinantes
importantes del rango de huésped, virulencia, tropismo, e induccién de inmunidad
protectora[5]. El papel de VP7 durante las primeras interacciones del virus con la célula no
es muy claro, aunque se ha demostrado que esta proteina interacciona con la superficie
celular en eventos posteriores a la union inicial[23].

Ademas de las proteinas estructurales, se han identificado seis proteinas no estructurales
(NSP1-6). NSP1 es una proteina no estructural encargada de inhibir la respuesta inmune
de la célula hospedadora, NSP2, NSP5 y NSP6 es una proteina que se acumula en
inclusiones citoplasmaticas llamadas viroplasmas y es necesaria en la replicacion del
genoma, NSP3 esta unida al mARN en las células infectadas y es la responsable de la
sintesis de proteinas virales, NSP4 es una enterotoxina viral que induce diarrea vy
glicoproteina transmembranal en el reticulo endoplasmico rugoso y mitocondria [24].

1.2 CICLO REPLICATIVO DE ROTAVIRUS

Después de unirse a la superficie de la célula, el virus penetra la membrana plasmatica y
esta penetracion se incrementa al tratar el virus con tripsina, que corta la proteina VP4 en
dos polipéptidos llamados VP8 y VP5[25]. Los rotavirus tienen un tropismo muy especifico
infectando las puntas de las vellosidades del intestino delgado, sugiriendo que existen
receptores especificos que permiten su entrada a la célula hospedera[7, 26]. In vitro,
también muestran un tropismo restringido ya que se unen a la superficie de una gran
variedad de lineas celulares, infectando eficientemente a células derivadas de epitelio
renal o intestinal[27, 28]. Aparentemente, la entrada a la célula huésped es un proceso
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que involucra diferentes dominios de las proteinas de la capsula externa del virus, con
varios receptores celulares como las integrinas a2p1, a4p1, axp2, avf3 y a la proteina
Hsc70[27] y PDI[9]. Ademas de estas proteinas, investigaciones han concluido que las
balsas lipidicas (microdominios ricos en colesterol y esfingolipidos) tienen un papel
importante en la infeccién y entrada del virus[29, 30]. VP5 media la interaccién entre el
rotavirus y la proteina de choque térmico (Hsc70) en la superficie celular como un paso
posterior a la fijacion[8]. Se ha demostrado que VP5 sufre un reordenamiento, similar a la
que se encuentra en las proteinas de los virus envueltos de fusién, lo que podria mediar la
penetracion de la membrana por el rotavirus durante la entrada[31].

En el proceso de entrada del virus a la célula se ha encontrado que los rotavirus son
dependientes de acido sidlico (AS), e inicialmente interacciona y el dominio VP8[23, 32].
Varias investigaciones han encontrado que este virus se une a la superficie celular por
interaccion con la integrina a2B1[7]. Después del contacto inicial del rotavirus con AS y la
integrina a2pB, el virus interactia con otras proteinas de la célula huésped: Hsc70-av33-
PDI y axB2. La interaccion viral con Hsc70 es mediada por un dominio en VP5[33-35]

La particula viral pierde las proteinas de la capa externa y se activa la trascripciéon que
depende de la RNA polimerasa viral (VP1). Los transcritos virales recién sintetizados
tienen dos funciones; por una parte funcionan como mARN que dirigen la sintesis de las
seis proteinas estructurales (VP1-VP7) y las seis proteinas no-estructurales (NSP1-NSP6)
del virus y por la otra, sirven como plantillas para la sintesis de la cadena negativa (que es
complementaria al mMARN) y da lugar al ARN de doble cadena (dsARN) que constituye el
genoma viral [5].

Una vez hay acumulacion de proteinas virales [132], después de la infeccion, se forman
en el citoplasma celular estructuras electrodensas llamadas viroplasmas, en donde se ha
propuesto que se lleva a cabo la replicacién del genoma viral. En estas estructuras
también se ensamblan las particulas de doble capa que posteriormente geman al interior
del reticulo endoplasmico y adquieren durante este proceso la tercera capa proteica,
dando lugar a la particula madura. Las proteinas NSP2, NSP5 y NSP6 son esenciales
para la formacién de los viroplasmas, ya que en ausencia de cualquiera de ellas no se
forman estas estructuras y el ciclo replicativo del virus se interrumpe[29].

Poco tiempo después de su entrada, el virus toma control de la maquinaria de sintesis de
proteinas de la célula, de modo que la mayoria de las proteinas que son sintetizadas
durante la infeccion son las proteinas virales y la sintesis de proteina celular se ve
desplazada. Los mARNs virales tiene una estructura Cap- en el extremo 5’, pero a
diferencia de la mayoria de los mARNSs celulares, no contienen poli-A en el extremo 3', y
en su lugar, tienen una secuencia consenso (GACC3’) que esta conservada en los once
segmentos del RNA virales, se cree que estas secuencias, contienen sefales importantes
para la transcripcion, replicacién y posible ensamblaje viral [5].

Los ARNSs recién sintetizados cumplen dos funciones: como ARNs mensajeros que dirigen
la traduccion de las proteinas del virus y como plantillas para la sintesis de los ARNs
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complementarios para la replicacion del genoma. La seleccion, el empaquetamiento y la
replicacion de los segmentos del genoma, asi como la morfogénesis de las particulas de
doble capa (DLPs), se llevan a cabo en estructuras electrodensas denominadas
viroplasmas, que estan compuestos por ARN y proteinas virales. Estos DLPs presentes
en los viroplasmas (que se encuentran alrededor del RE), geman hacia el lumen del
reticulo endoplasmico (RE) y la proteina NSP4 funciona como receptor de la DLP en la
membrana del RE y favoreciendo su gemacion; durante este proceso, las DLPs adquieren
una membrana lipidica transitoria que contiene NSP4/ VP7/ VP4. Finalmente, las
particulas envueltas pierden la membrana lipidica, NSP4 se disocia y la capa externa,
formada por VP4 y VP7, adquiere su conformacion final. Aunque el mecanismo por el cual
se lleva a cabo este ultimo paso en la morfogénesis no esta claro [36, 37]. Una vez las
particulas han madurado, son liberadas al exterior de la célula mediante evaginacion a
través de la membrana del reticulo endoplasmatico, déonde adquieren las proteinas
de la capside mas externas. Finalmente los viriones maduros son liberados de la célula
por lisis[4]. Todo el ciclo replicativo de los rotavirus se lleva a cabo en el
citoplasma celular, sin necesitar el nucleo de la célula[4].

13 PROTEINAS NO ESTRUCTURALES DE ROTAVIRUS Y SU RELACION CON
LAS VIAS INFLAMATORIAS CELULARES

1.3.1 PROTEINA NO ESTRUCTURAL 1 (NSP1)

La proteina no estructural 1 (NSP1) codificada por el segmento 5, el cual tiene una
longitud de 1611 nucledtidos y un solo marco de lectura de 1485 nucleétidos. La proteina
esta conformada por 485 a 495 aminoacidos con un peso molecular de 58,484 KDa. En el
extremo amino-terminal tiene un motivo altamente conservado entre los aminoacidos 37-
81, rico en residuos de cisteinas e histidinas.[38-40].

Varios estudios han observado que durante el ciclo replicativo viral NSP1 interacciona con
diferentes proteinas con el fin de evadir la respuesta inmune celular. La proteina NSP1
induce la degradacion via proteasoma de factores reguladores de interferon como IRF3,
IRF5 e IRF7, lo cual inhibe la respuesta antiviral y secrecion de IFN-B[12, 14-16]. Por otra
parte, NSP1 también puede unirse a la proteina que contiene repeticiones B-transduccina
(B-TrCP), estimulando su degradacion y estabilizando la represion de IkBa sobre NFkB y
de esta manera subvertir la induccién de IFN[16].

Adicionalmente se ha reportado que NSP1 inhibe la translocacién nuclear de STAT 1y
STAT 2, previniendo la expresion de genes estimulantes de IFN[41]. NSP1 también puede
regular la apoptosis por medio de la activacién de vias celulares pro-supervivencia como
PI3K/Akt durante las primeras horas post-infeccion (2 a 8 h.p.i.) [42].
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1.3.2 PROTEINA NO ESTRUCTURAL 2Y 5 (NSP2 Y NSP5)

La proteina no estructural 2 (NSP2) de 35 kDa, codificada por el segmento 8; se expresa
en altos niveles en células infectadas por rotavirus. Estudios de inmunofluorescencia han
demostrado que se acumula en viroplasmas (inclusiones electro-densas citoplasmaticas
que aparecen 2 a 3 horas post-infeccion) [43], dentro de sus caracteristicas se ha
observado que forma homomultimeros conformados de 4 a 8 subunidades, los cuales
tienen la capacidad de unirse al RNA de cadena simple y tener actividad nucleosido
trifosfatasa (NTPasa) [44], por otra parte se ha detectado que durante la replicacion viral
puede ser fosforilada, aunque dicha accion es transitoria en células MA104; estas
caracteristicas sugieren que NSP2 podria estar funcionando como un catalizador del
empaquetamiento de RNA mensajero viral durante la replicacion a través de la energia
derivada de su actividad NTPasa [45].

La proteina no estructural 5 (NSP5) de 26 a 28kDa, codificada por el segmento 11; posee
un alto contenido de serina, Treonina y lisina en su extremo C-terminal. Post-
transcripcionalmente es modificada por O-glicosilacion y por su capacidad de fosforilarse
se han identificado varios isomeros de 32-34 kDa [46]

En células infectadas NSP2 y NSP5 se localizan en el viroplasma junto con otras
proteinas como VP1, VP2 y VP3; NSP2 y NSPS5 interactuan entre si, activando la
hiperfosforilacion de NSP5 [47, 48] y la formacidn de estructuras tipo viroplasma[49].

Se ha observado que rotavirus como un mecanismo para contrarrestar la respuesta
inmune del huésped, en algunas cepas como OSU, NCDV y A5-16 (cepa que no codifica
NSP1), puede acumular la subunidad p65 de la proteina NFkB en el viroplasma, en donde
colocaliza con NSP2 y VP8, lo cual evita que dicha proteina sea traslocada al nucleo, esto
sugiere que el secuestro de p65 en el citoplasma inhiba la activacién de NFkB y que dicha
acumulacion citoplasmatica depende de la eficiencia de formacion del viroplasma en las
células infectadas [16].

1.3.3 PROTEINA NO ESTRUCTURAL 3 (NSP3)

Proteina no estructural 3 (NSP3) de 36 kDa, codificada por el segmento 7; es una
proteina homodimerica de unidon al RNA[50], esta compuesta por dos dominios, un
dominio N-terminal unida a una secuencia consenso (5-GUGACC-3’) en el extremo 3'[51],
la cual sirve como un andlogo funcional de PABP (Proteina de unién Poli-A) [22] y el
dominio C-terminal el cual compite con PABP por el mismo segmento de elF4G[18].

Los mARN virales tienen regiones no traducidas (UTR) de longitud variable y estan
flanqueados por dos secuencias diferentes comunes a todos los genes. En los rotavirus
del grupo A, el extremo 3' posee una secuencia consenso UGACC la cual esta altamente
conservada entre los 11 genes [52]. En células infectadas, se ha demostrado que NSP3
se une a los once ARN mensajeros virales, protegiéndolos de la digestion por ARNsas
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[53]. Rotavirus utiliza la maquinaria de la célula huésped para producir proteinas virales
codificadas en su genoma [22]. NSP3 facilita la traduccion de ARNm de rotavirus a través
del antagonismo con la proteina PABP [52], NSP3 interactua con elF4G en la misma
region donde los hace con PABP [54], como consecuencia se afecta la traduccion del
MARN poliadenilado y se conduce a la desconexioén de la traduccién del mARN celular
[18].

Sin embargo, se ha observado que cuando se silencia a NSP3 la maquinaria de sintesis
de proteinas celulares puede traducir de manera eficiente ambos mARN celulares y
virales, sin ningun detrimento aparente de la sintesis de proteinas virales, esto sugiere
que NSP3 no es esencial para la traduccion del mARN viral ni para la replicacién viral en
cultivo celular [55]; no obstante, se ha reportado que el segmento 7 que codifica para
NSP3 puede estar implicado en la capacidad de propagacion extra intestinal del virus [56].
Actualmente no se ha estudiado si la proteina NSP3 tiene o no algun tipo de relacién con
la via inflamatoria NFkB o la via antiinflamatoria PPARYy.

1.3.4 PROTEINA NO ESTRUCTURAL 4 (NSP4)

Proteina no estructural 4 (NSP4) de 20 a 28kDa [57], codificada por el segmento 10, es
una glicoproteina transmembranal de 175 aminoacidos. NSP4 sirve como un receptor
intracelular para las nuevas particulas de virus formadas que son traslocadas a través del
reticulo endoplasmico rugoso (RER) [58]. NSP4 tiene capacidad desestabilizadora de la
membrana debido a su dominio viroporina por el cual puede crear un poro acuoso
transmembranal en el RER e incrementa la concentracion de calcio citoplasmatico [59,
60].

En etapas tardias de la infeccion, NSP4 se localiza en la mitocondria, interactuando con
proteinas mitocondriales como canal aniénico sensible a potencial (VDAC) ubicada en la
membrana externa mitocondrial y transportador de nucleétidos de Adenina (ANT) ubicada
en la membrana interna, lo cual conduce a la induccion de estimulos pro-apoptoticos, que
estaba siendo contrarrestado en etapas tempranas de la infecciéon por NSP1 [21].

Por otra parte, se ha demostrado que la infeccién por rotavirus induce estrés celular
porque en el reticulo endoplasmico produce alteraciones en la homeostasis de calcio y
generacion de ROS. Se ha reportado que durante la infeccion hay secrecion de cloruro
dependiente de NSP4 en enterocitos humanos [61] y en células Caco-2 infectadas con
rotavirus SA11[62]. En este caso, la secrecidén de cloruro dependiente de NSP4 se asocio
con aumento de ROS y disminucion reducida del sistema glutation (GSH/GSSG). Se
observaron los mismos efectos cuando células Caco-2 fueron tratadas con NSP4
purificada, sin embargo, el aumento de ROS y el desequilibrio GSH fueron fuertemente
inhibidas por tratamiento con N-acetilcisteina[62].

Actualmente no se ha estudiado si la proteina NSP4 tiene o no algun tipo de relaciéon con
la via inflamatoria NFkB o la via antiinflamatoria PPARY.
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1.3.5 PROTEINA NO ESTRUCTURAL 6 (NSP6)

La proteina no estructural 6 (NSP6) de 12kDa, codificada por el segmento 11. Es la
proteina menos estudiada de todas [22]. Estudios de doble hibrido han demostrado que
NSP6 interactua con NSP5, lo que sugiere que posiblemente podria ser un regulador de
NSP5 en el viroplasma [63]. Esta proteina es totalmente degradada dentro de las dos
horas de la sintesis [64].

En diversas especies de Rotavirus A, NSP6 se localiza en la mitocondria mediante
secuencias conservadas en el dominio N-terminal, lo cual sugiere que NSP6 puede
afectar las funciones de la mitocondria durante la infeccion viral [65]. Actualmente no se
ha estudiado si la proteina NSP6 tiene o no algun tipo de relacion con la via inflamatoria
NFkB o la via antiinflamatoria PPARY.

2. PROTEINAS CELULARES Y ROTAVIRUS

Durante la infeccion por rotavirus, algunas proteinas celulares pueden estar participando
de forma directa o indirecta en el proceso infeccioso viral o como defensa de la misma
célula ante la presencia de agentes extrarios.

Rotavirus es totalmente dependiente de la maquinaria de traduccién del huésped para
producir proteinas virales necesarias para su replicacion. El toma el control de los
ribosomas del huésped, factores de traduccion y vias de sefalizacion implicadas en la
sintesis de proteinas. Este control asegura la produccién de proteinas codificadas por el
virus y la inhibicién de las defensas innatas celulares[66]. Estudios han demostrado que la
infeccidn por rotavirus ECwt en ratones induce proteinas celulares como Cox-2, ERp57,
Hsc70, NFkB, Hsp70, PDI y PPARy en vellosidades intestinales, mientras que el
tratamiento con un medicamento antioxidante como N-acetilcisteina (NAC) en células
infectadas reduce los niveles de Hsc70 y PDI similares a los observados en las
vellosidades de los ratones control no infectadas[67]. EI aumento de la expresiéon de
proteinas celulares asociadas al proceso infeccioso viral agrega evidencia que sugiere
que la infeccién por rotavirus induce estrés oxidativo y activacion de la sefializacion pro-
inflamatoria en vellosidades de ratones infectados con rotavirus ya que el tratamiento con
NAC, AINEs o agonistas PPARY reducen significativamente la infeccion[67].

2.1 VIA INFLAMATORIA- PROTEINA FACTOR NUCLEAR KAPPA B (NFkB)

NFkB (Factor Nuclear kappa B) es un factor de transcripcion que juega un papel
importante en el sistema inmunolégico[68-70]. NFkB regula la expresion de citoquinas,
oxido nitrico sintasa inducible (iNOS), ciclo-oxigenasa 2 (Cox-2), factores de crecimiento,
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inhibidores de la apoptosis y las enzimas efectoras en respuesta a un ligando de los
receptores involucrados en la inmunidad incluidos los receptores de células T (TCR) de
células B (BCR receptores) y miembros de la familia Toll-like receptor del receptor/IL-1.
NFkB también juega un papel en el desarrollo y la actividad de un numero de tejidos,
incluyendo el sistema nervioso central [71].

Estructuralmente, NFkB es un complejo homo o heterodimérico, que puede estar
compuesto por varias subunidades proteicas denominadas p50, p65, p52, c-Rel y
RelB.[72, 73]. Las subunidades p65, c-Rel y RelB se sintetizan como tales, las
subunidades p50 y p52 se originan como grandes proteinas precursoras (p105 y p100,
respectivamente). La p50 se origina por procesamiento constitutivo a partir de la p105 y la
p52 se forma a partir de la p100, en un proceso complejo que implica pasos de
fosforilacion y ubiquitinizacion [73].

NFkB es un factor de transcripcion altamente regulado. Asi sus subunidades aparecen
retenidas en el citoplasma celular por proteinas de la familia I-kB (proteinas inhibidoras de
NFkB), con 7 miembros denominados |-kBa, I-kBpB, I-kBg, I-kBy, |I-kBNS y los precursores
p100 y p105[68]. I-kBB solo aparece en el citosol, IkB-a pueda encontrase en el nucleo
formando complejos NFkB/IkBa. Clasicamente, la “activacion canodnica” de NFkB en
respuesta a citoquinas proinflamatorias, mitdgenos o proteinas virales, presenta un punto
critico: la activacion del llamado complejo quinasa de Ik-B (IKK), que fosforila a I-kB en
residuos de serina[68]. |-kB fosforilada es reconocida por la proteina B-TrCp, que la
acopla a una ubiquitina ligasa especifica perteneciente a la familia SCF, para que ésta
lleve a cabo su poliubiquitinizacién en residuos de lisina[74]. Una vez ubiquitinado, [|-kB
es degradado por la subunidad 26S del proteasoma. De esta forma, NFkB libre se puede
translocar al nucleo, unirse a elementos especificos en el ADN, y activar la transcripcién
geénica. El complejo IKK esta constituido por tres subunidades asociadas intimamente,
dos de ellas cataliticas IKK-a e IKK-f3, y otra reguladora, NEMO. La activacién de ambas
IKK depende de su capacidad para dimerizar y de que sean fosforiladas en serina. De las
tres subunidades, IKK-B y NEMO parecen ser esenciales para el funcionamiento del
complejo[75].

Varios estudios han revelado diferentes estrategias usadas por rotavirus para evadir la
respuesta inmune celular. La proteina NSP1 induce la degradacion via proteosoma de
factores reguladores de interferon como IRF3, IRF5 e IRF7, lo cual inhibe la respuesta
antiviral y secrecion de IFN-B[12, 14-16]. Por otra parte, NSP1 también puede unirse a la
proteina que contiene repeticiones B-transduccina (B-TrCP), estimulando su degradacion
y estabilizando la represién de IkBa sobre NFkB y de esta manera subvertir la induccion
de IFN[16].

Adicionalmente se ha reportado que NSP1 inhibe la translocacién nuclear de STAT 1y
STAT 2, previniendo la expresion de genes estimulantes de IFN[41]. NSP1 también puede
regular la apoptosis por medio de la activacion de vias celulares pro-supervivencia como
PI3K/Akt durante las primeras horas post-infeccion (2 a 8 h.p.i.) [42].
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2.2 RECEPTOR GAMMA ACTIVADO POR PROLIFERADOR DE PEROXISOMA
(PPARY) Y SUS AGONISTAS

El receptor gamma activado por proliferador de peroxisoma (PPARYy) pertenece a la
familia de los receptores nucleares de hormonas, que directamente regulan la
transcripcion de genes diana[76]. PPARy juega un papel crucial en la adipogénesis y la
sensibilizacién a la insulina. Por otra parte, PPARy se ha reportado que afectan la
proliferacién celular y diferenciacion de las vias en varias neoplasias [77].

La proteina PPARYy se encuentra ampliamente expresada en el organismo, incluyendo el
tejido adiposo, vascular, cardiaco y el sistema inmune. Existen ademas otras isoformas de
PPAR codificadas por diferentes genes: PPARa, PPARB/® los cuales junto con PPARy
han surgido como blanco terapéutico de diversos desordenes inflamatorios [77].

La activacion de los distintos PPARs por sus respectivos ligandos resulta en la formacion
de heterodimeros con otro receptor nuclear y de esta forma activan o suprimen diversos
patrones de expresidn génica, aunque los mecanismos involucrados aun permanecen
desconocidos[78]. Los ligandos de PPARYy incluyen al metabolito natural 15-deoxy-A12,14
Prostaglandina J2[79], acidos grasos poliinsaturados, farmacos antiinflamatorios no
esteroideos[80] y ligandos sintéticos como los miembros de la familia de tiazolidinedionas
(TZD)[81]. Estos ultimos son una clase de farmacos empleados en el tratamiento de
diabetes tipo Il ya que poseen efecto hipoglucemiante debido a su accion sobre el tejido
graso y musculo esquelético porque aumentan la sensibilidad a insulina. Ademas, existen
evidencias que la union de TZDs a PPARy ejerce efectos anti-inflamatorios vy
posiblemente cardioprotectores [82, 83].

Los receptores PPAR regulan la transcripcion de genes por dos mecanismos:
transactivacién (ADN-dependiente) y transrepresién (ADN independiente), siendo este
ultimo mecanismo el que explicaria la accién antiinflamatoria de los agonistas PPAR. La
transactivacion de los receptores nucleares PPARYy regula la transcripcion de una serie de
genes sensibles a la insulina implicados en el control del metabolismo de la glucosa y los
lipidos. Esta transcripcion continua con la aparicion de proteinas que influyen en los
procesos bioldgicos, que en el caso de la pioglitazona serian la captacién de la glucosa y
su utilizaciéon en los 6rganos periféricos, la produccion hepatica de glucosa, lipdlisis y
adipogénesis. Aunque el tejido adiposo sélo hace uso del 10% del total de la glucosa que
se utiliza gracias a la accién de la insulina, tiene un papel importante en el metabolismo
sistémico de la glucosa. Los receptores PPARYy son esenciales para la diferenciacion y
proliferacion adipocitaria, asi como para la captacion y almacenamiento de acidos grasos
libres (AGL) por parte del tejido adiposo y se expresan principalmente en el mismo
(PPARy-1, PPARy-2 y PPARy-3), mientras que su concentracién en miocitos es menor
(basicamente PPARYy-1), por lo que la mejora de la captacion de glucosa por parte de las
células musculares podria ser en gran medida un efecto indirecto debido a la interaccion
de TZD con los adipocitos. Entre los mediadores secretados por los adipocitos maduros
que podrian estar involucrados en la conexién entre musculo y grasa se encuentran la
leptina, AGL, factor de necrosis tumoral a (TNF-a), adiponectina y resistina[84, 85].
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Existen reportes proponiendo modular la expresion de PPARYy para disminuir la respuesta
inflamatoria a virus como influenza, en virtud del papel antagonista de la actividad de la
via NFkB, AP1 y STATI[86]. Igualmente, se conoce que PPARa y PPARy regulan la
respuesta inflamatoria in vivo e in vitro porque inhiben la activacion de NFkB[20, 87].

Investigaciones indican que la produccién de 6xido nitrico (NO) es importante en la
infeccion de rotavirus[20]; se sefiala que la proteina no estructural de rotavirus, NSP4,
provoca un incremento de la secrecion de NO en células epiteliales humanas HT-29.
Igualmente, se reporta un aumento en la concentracion de los productos derivados del NO
en la orina de los animales infectados con rotavirus, con la participacion de la enzima
6xido nitrico sintasa inducible (iNOS) en el modelo murino. Existen reportes que indican
que los agonistas de PPARy reducen la produccion de NO y la actividad de la via
NFkBI[88].

Ademas, agonistas de PPAR-y se han destacado como posibles herramientas
terapéuticas debido a su capacidad para regular a la baja la respuesta inflamatoria
respiratoria relacionada con el virus pulmonar [89]. PPAR participa como antagonista de
las vias inflamatorias tales como NFkB, AP1 y STAT [90, 91]. La regulacion de estas vias
de senalizacion por tiazolidina-2-4-dionas (TZD), incluyendo la pioglitazona vy
rosiglitazona, ha llevado a la reduccion de los niveles de los productos de oxidacién en
monocitos y macrofagos [92]. PPAR ha surgido como un gen anti-inflamatorio y
antioxidante que puede modular directamente la expresion de varios genes antioxidantes
y pro-oxidantes en respuesta al estrés oxidativo [93-95]. Sin embargo, debe tenerse en
cuenta que los oxidantes tales como ROS podrian interactuar con la via de senalizacion
NFkB de muchas maneras. La transcripcion de los genes en funcién de NFkB influye en
los niveles de ROS, y a su vez, los niveles de ROS también a regular los niveles de
actividad de NFkB[96].

2.3 COACTIVADOR TRANSCRIPCIONAL PGC-1a

PGC-1a es un coactivador transcripcional que regula los genes implicados en el
metabolismo energético. PGC-1a es un regulador de la biogénesis y la funcidon
mitocondrial[97]. Esta proteina interacciona con el receptor nuclear PPARy, que permite
la interaccién de esta proteina con multiples factores de transcripcion. Esta proteina
puede interactuar y regular las actividades de la proteina de union al elemento de
respuesta a AMPc (CREB) y los factores respiratorios nucleares (RNFs). Proporciona un
vinculo directo entre los estimulos fisiolégicos externos y la regulacion de la biogénesis
mitocondrial. Esta proteina puede participar en el control de la presién arterial, la
regulacion de la homeostasis de colesterol celular y el desarrollo de la obesidad.

PGC-1a se piensa que es un integrador maestro de sefiales externas. Se sabe que es
activado por una serie de factores, incluyendo: Especies reactivas del oxigeno (ROS) y
especies reactivas de nitrogeno (RNS), ambos formados endégenamente en la célula
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como subproductos del metabolismo, pero sobre-expresados durante momentos de estrés
celular[98].

PGC-1a ha demostrado recientemente ejercer circuitos de retroalimentacion positivos en
algunos de sus reguladores corriente arriba: Niveles de PGC-1a aumenta Akt (PKB) y Akt
fosforilado (Ser 473 y Thr 308) en el musculo. [8] PGC-1a conduce a la activaciéon de la
calcineurina[99]. Akt y la calcineurina son ambos activadores de NFkB (p65)[100, 101].
El aumento de la actividad de NFkB en el musculo se ha demostrado recientemente tras
la induccién de PGC- 1a [102]. El hallazgo parece ser controversial. Otros grupos
encontraron que PGC-1 inhiben la actividad de NFkB[103].

3. PROBLEMA

Durante la infeccién por rotavirus, se sabe que NSP1 contrarresta la respuesta inmune del
huésped durante las primeras horas post-infecciéon, evitando la activacion de vias
inflamatorias y pro-apoptoticas [12, 16, 22, 42], mientras NSP2, NSP5 y NSP6 forman el
viroplasma, lugar en donde se lleva a cabo la replicacion y ensamblaje de nuevas
particulas virales [106-108]. Por otra parte, NSP3 retrasa la sintesis de la proteina del
huésped PABP (Proteina de union poli-A) y facilita la traduccion del ARN mensajero
rotaviral [18, 51]. Por ultimo, NSP4 puede interrumpir la homeostasis de Ca2+ celular por
translocacion al reticulo endoplasmatico y a la mitocondria [109, 110]. También ejerce un
efecto pro-apoptético mediante la interaccion con proteinas mitocondriales translocadoras
de nucledtidos de adenina y canal de aniones dependiente de voltaje, lo que resulta en la
disipacion del potencial mitocondrial, la liberacion de citocromo C de la mitocondria y la
activacioén de caspasas.[21].

En nuestro laboratorio se han obtenido resultados indicando que la infeccién por rotavirus
favorece la activacion de vias proinflamatorias, se genera un ambiente oxidativo en la
célula y al suministrar farmacos con capacidad antioxidante o que activen vias
antiinflamatorias, disminuye la infeccién viral [11, 12, 105]. Igualmente, el laboratorio ha
reportado que durante la infeccidn de rotavirus, las proteinas celulares como NF«kB, Cox-
2, PDI, Hsc70 y PPARy, aumentan su expresion, al igual que ROS y que al tratar estas
células con farmacos inhibidores de la via NF«B o de la via PPARYy, como tiazolinedionas,
acido retinoico y DHA, la expresion de estas proteinas disminuia [13] También, se
observé que al activar PPARy con estos farmacos disminuian el numero de viriones
formados [13].

Sin embargo, no queda claro por qué se aumenta la expresion de dos proteinas
implicadas en vias antagédnicas, puesto que NFkB actua sobre la via proinflamatoria,
mientras PPARYy actua sobre la inhibitoria de la inflamacion. Tampoco se ha aclarado si
las proteinas del rotavirus se relacionan de manera directa con el aumento de estas dos
proteinas celulares o si es una respuesta de la célula ante la infeccion viral. Si las
proteinas del rotavirus inciden en la expresion, las que tienen mayor probabilidad de
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interaccion son las proteinas no estructurales, puesto que participan en diferentes
procesos celulares.

4. JUSTIFICACION

La infeccidn por rotavirus favorece la activacion de vias proinflamatorias y la generacion
de un ambiente oxidativo en la célula, de tal manera que al suministrar farmacos con
capacidad antioxidante o que activen vias antiinflamatorias, disminuye la infeccion viral
[67, 104, 105]. Se utilizaron farmacos como N-acetilcisteina, vitamina C, antiinflamatorios
y agonistas de PPARy (pioglitazona y rosiglitazona), los cuales demostraron inhibir la
infeccién en células MA104, Caco-2 y vellosidades aisladas de raton [67, 104].

Adicionalmente, se ha reportado que durante la infeccion de rotavirus, proteinas celulares
como ROS, NFkB, Cox-2, PDI, Hsc70 y PPARYy, aumentan su expresion y que al tratar
estas células con farmacos como tiazolinedionas, acido retinoico y DHA, la expresion de
estas proteinas disminuia [11]. También, se observé que al activar PPARy con estos
farmacos disminuian el nimero de viriones formados [11].

Sin embargo, la relacion entre las vias celulares NFkB y PPARy con la infeccién por
rotavirus no queda claro. Esta investigacion trata de aclarar si las proteinas del rotavirus
inciden en la expresién de NFkB y PPARYy, especificamente si hay interaccion entre
proteinas de la via celular PPARy-NFkB con las proteinas no estructurales de Rotavirus.
Igualmente, tratar de explicar el aumento en la expresion de las dos proteinas implicadas
en dos eventos antagénicos.

5. HIPOTESIS

Proteinas no estructurales de rotavirus (NSP1, NSP2, NSP3, NSP4, NSP5 y NSP6) se
unen y activan vias inflamatorias como NFkB y anti-inflamatorias como PPARYy.

6. OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar posibles complejos entre proteinas no estructurales de Rotavirus (NSP1,
NSP2, NSP3, NSP4 y NSP5 y NSP6) con proteinas de la via PPARy — NFkB en células
MA104.

27



6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar la expresion de las proteinas relacionadas con la via PPARy — NFkB y su
colocalizacién con proteinas no estructurales de rotavirus.

2. Determinar posibles complejos entre proteinas no estructurales de Rotavirus
(NSP1, NSP2, NSP3, NSP4, NSP5 y NSPG6) y proteinas relacionadas con la via PPARy —
NFkB in-vitro e in-vivo en células en células.

3. Identificar cambios en la expresion del promotor de NFkB (NFkB-luc) y del
elemento de respuesta PPAR (PPRE-luc) al transfectar proteinas no estructurales de
rotavirus.

7. MATERIALES Y METODOS

7.1 CEPAS BACTERIANAS Y MEDIO DE CULTIVO

Las cepas bacterianas de Escherichia coli utilizadas fueron: XL-1BLUE, DH5a y BL21
(DE3), para la amplificacién de plasmidos y expresion de proteinas.

Cepa XL-1BLUE. Se caracteriza por ser deficiente en endonucleasa (endA), enzimas de
recombinacion (recA), mejora de la estabilidad de insercidén y presenta la mutacion en el
gen hsdR, la cual previene el corte del ADN clonado por el sistema de endonucleasa
EcoK, lo que asegura la correcta y eficiente amplificacion de los vectores. El gen
lacliZAM15 en el episoma F permite la deteccidn de color azul-blanco.

Cepa bacteriana BL21 (DE3).Es una cepa deficiente en la expresion de proteasas OmpT
(proteasa extracelular) y Lon (proteasas intracelular). Presenta una secuencia que codifica
la RNA polimeraza T7 del fago ADE3 y su expresion es dependiente del promotor lacUV5
y del represor Lacl9.

Cepa DH5a. Se caracteriza por tener las siguientes mutaciones: dlacZ Delta M15 Delta
(lacZYA-argF) U169 recA1 endA1 hsdR17 (rk-mK +) supE44 thi-1 gyrA96 relA1 [111]. Las
cepas bacterianas fueron donadas por el doctor Carlos Arias del Departamento de
Genética del Desarrollo y Fisiologia Molecular del Instituto de Biotecnologia de la
Universidad Nacional Autbnoma de México.

Estas bacterias fueron crecidas en caldo o agar Luria-Bertani (LB), (10 gramos de
triptona, 5 gramos de extracto de levadura, 10 gramos de cloruro de sodio (NaCl), pH de
7,5-28,0).
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7.2 PLASMIDOS

Los plasmidos utilizados fueron: Expresién en procariotas: pGST-PPARgamma
(ID.16549), RXRG (ID.25500), pGST-RXRalpha (ID. 16547) y pGEX-PGC1 (1-400)
(ID.1029), plasmidos comprados en Addgene, Cambridge, MA 02139, USA; pET-
28a/NSP2, pET-28a/NSP3, pET-28c/NSP4 y pET-28a/NSP5, pGEM 3Z NSP1, pGEM 3Z
NSP2, pGEM 3Z NSP3 y pGEM 3Z NSP4 donados por la Doctora Susana Lépez y el
Doctor Carlos Arias de la Universidad Nacional Autébnoma de México. Estos tienen como
marcador de seleccidn resistencia a ampicilina o kanamicina y seran utilizados para
expresar la proteina correspondiente.

Expresion en Eucariotas: pcDNA flag PPAR gamma (ID.8895), p50 cFlag pcDNA3
(20018), pcDNA flag PGC1 (180-797) (ID.8943), pCR-Flag-IKKalpha (ID.15467),
pCMX kB alpha M (ID.12329), pHAGE NFKB-TA-LUC-UBC-GFP-W  (ID.49343),
pcDNA4 myc PGC-1 alpha (10974) (plasmidos comprados en Addgene, Cambridge, MA
02139, USA), plasmido vacio pc DNA 3.1 Hygro, donado por la Doctora Susana Lopez de
la Universidad Nacional Auténoma de México, pCMV 3-tag-8 NSP6 RRV donado por el
Doctor Holloway Gavan de la Universidad de Melbourne de Australia. Estos tienen como
marcador de seleccion resistencia a zeocina, neomicina o higromicina.

Plasmidos con promotores: PPRE X3-TK-luc (Addgene. ID.1015) y NFkB luc, plasmidos
comprados en Addgene, Cambridge, MA 02139, USA.

Plasmidos NSPs expresion en eucariotas: Se cortaron los segmentos de ADN de interés
de los plasmidos que se expresan en células procariotas con ayuda de diferentes enzimas
de restriccion: pGEM 3Z NSP1 (Smal y Hind Ill), pET-28a NSP2 (Hind Ill y BamHI), pET-
28a NSP3 (Xho | y BstE Il), pET-28a NSP4 (Hind Ill y BamHI) y pET-28a NSP5 (Hind Il y
BamHI); estos plasmidos fueron amablemente donados por los doctores Carlos Arias y
Susana Lépez del laboratorio del Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional
Autonoma de México. Se utilizo buffer R de BioLabs® (10mM Tris-HCI pH8.5, 10mM
MgClz, 100mM KClz, 0,1img/ml BSA), se incubaron a 37°C por una hora (teniendo en
cuenta las especificaciones del fabricante en donde cada unidad de enzima digiere 1ug de
DNA en una hora a 37°C en 50 pl de buffer). Las enzimas se inactivaron con temperatura
entre 65 a 80°C por 20 minutos (dependiendo las especificaciones del fabricante). Las
diferentes muestras fueron almacenadas hasta su uso a -20°C. Para realizar la ligacion,
los fragmentos de DNA fueron ligados al plasmido de expresion en eucariotas pcDNA3.1
Hygro(-) para (NSP2, NSP4 y NSP5), pcDNA4 Myc para (NSP3) y pCR-flag para (NSP1),
se incubaron toda la noche a 4°C en presencia de buffer ligasa 1X BioLabs® (50mM Tris-
HCI, 10mM MgClz, 10 mM DTT, 1mM ATP pH7.5) y ligasa DNA T4.

Posteriormente para detectar los plasmidos que efectivamente fueron ligados, estos
fueron transfectados a bacterias E. coli DH5a y seleccionados con el uso de antibiéticos
como ampicilina y kanamicina. Una vez seleccionadas las bacterias, se extrajeron los
plasmidos por medio de la técnica miniprep. Los plasmidos purificados se almacenaron a -
20°C hasta su uso
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7.3 TRANSFORMACION, MANTENIMIENTO DE BACTERIAS COMPETENTES Y
EXTRACCION DE PLASMIDOS

Una alicuota de 200 ul de bacterias XL1BLUE, BL21 o DH5a se mezclaron con
aproximadamente 10 ng de ADN plasmidico disuelto en 100 pl de una soluciéon de KCI
100 mM, CaCl2 30 mM y MgCI2 50 mM y cuantificado a 260 nm en un GeneSpec I. La
mezcla de bacterias y ADN se agitaron suavemente y posteriormente se incubaron en
hielo durante 20 minutos. Con el objeto de proceder a la transformacion, las bacterias
fueron expuestas a choque térmico a 42 °C durante 2 minutos para garantizar la entrada
del vector a la célula. Las bacterias transformadas se sembraron en caldo LB con
ampicilina o kanamicina a una concentracién final de 100 ug/ml y se incubaron durante 12
a 14 horas a 37 °C.

Asi mismo, como control negativo de transformacion se tomaron bacterias XL1BLUE,
BL21 o DH5a, a las cuales se les realizaron los mismos procedimientos descritos
anteriormente, pero sin plasmido que indujera la transformacion bacteriana y se crecieron
en caldo LB en presencia de ampicilina o kanamicina[112].

Para almacenar bacterias competentes se realizé el siguiente procedimiento: Se
incubaron 1ml de cultivo de bacterias en 100 ml de medio LB hasta alcanzar una densidad
Optica de 0,3 — 0,4 a 600nm, se centrifugaron a 5000rpm por 10 minutos y se resuspendio
el pellet en 5ml de medio LB con PEG 3350 al 10%, dimetilsulfoxido (DMSQO) al 5%, NaCl
100mM, MgCl, 10mM, MgSO4 10mM vy glicerol al 10% con pH 6,7-7,0; la mezcla se
incubo en hielo por 10 minutos y posteriormente las alicuotas se mantuvieron a -80°C.
Para medir la viabilidad de las bacterias se sembrarén 20ul de bacterias transformadas en
5ml de caldo LB a 37°C toda la noche en agitacion constante[112].

Para el aislamiento de plasmidos, bacterias E. coli DH5a en medio LB fueron
transformadas con los diferentes plasmidos de forma independiente (teniendo en cuenta
las caracteristicas de cada plasmido especificado por Addgene) Como control de
seleccion de las bacterias transformadas se utilizaron antibidéticos como ampicilina o
kanamicina. La extraccién y purificaciéon de los plasmidos se realizd por medio del
método miniprep kit (Column-pure plasmid miniprep kit. Abm. Applied Biological Materials
Inc). Una vez obtenidos los plasmidos, fueron cuantificados por Nanodrop con el fin de
obtener la concentracion y pureza de cada uno. Como control cualitativo y para observar
los plasmidos obtenidos, fueron analizados en gel de agarosa y tratados con enzimas de
restriccion (dependiendo de las especificaciones de cada uno), lo cual permite garantizar
que la extraccion corresponde a los plasmidos de interés. Los plasmidos aislados fueron
mantenidos a -20°C hasta su uso.
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7.4 EXPRESION DE PROTEINAS RECOMBINANTES EN CELULAS PROCARIOTAS

Con el fin de obtener proteinas recombinantes de proteinas celulares y virales. Una
alicuota de 10ul de bacterias transformadas con plasmidos de interés, fueron incubadas
en 10ml de medio LB toda la noche a 37°C en presencia de antibiético ampicilina o
kanamicina. Pasado este tiempo, se llevaron a 100ml con medio LB y se incubaron por 5
horas a 37°C; se adicionaron 1mM de isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG) y se
incubaron por 4h a 37°C; se centrifugaron y el pellet se resuspendié en 5ml de buffer de
lisis (100ml de PBS, 2mM EDTA y 1% laurilsarcocinato) o en buffer de unién cuando el
plasmido tenga colas de histidina (50mM NaH;PO., 300mM NaCl y 1% laurilsarcocinato);
se adicionaron 0,5g de lisozima por cada litro de cultivo y se incubaron a 4°C por 30
minutos, se sonicaron hasta que al ver al microscopio no se observaran bacterias.

7.5 ELECTROFORESIS SDS-PAGE Y WESTERN BLOT

Con el fin de aislar e identificar las proteinas recombinantes NSPs obtenidas de células
procariotas. El lisado de bacterias con proteinas expresadas fue almacenado a —80 °C
hasta su uso. A las muestras se les adicion6 buffer de Laemmli (0.125mM Tris-HCI pH
6.8, 2% SDS, 10% glicerol, 0.02% azul de bromofenol) con y sin 5% B-mercaptoethanol;
se analizaron por electroforesis SDS-PAGE al 10% y 12% en condiciones reductoras
desnaturalizantes. Se colocé 26,61 mg/ml de la proteina a cada uno de los pozos. Se
determiné la cantidad de proteina de cada una de las muestras mediante la técnica de
NanoDrop (Thermo Scientific) y mediante tincion de los geles con azul de Coomassie. Las
muestras fueron transferidas a una membrana PVDF, en condiciones semisecas. La
membrana fue bloqueada con leche descremada al 5%, se reveld utilizando suero
hiperinmune contra NSP4, NSP5 o PPARy. Como anticuerpo secundario se utiliz6 un
anticuerpo conjugado con peroxidasa (HRP 0.4ug/ml) anti-conejo, anti-raton o anti-cobayo
y se reveld utilizando 20ul de una solucidon que contiene aminoetilcarbazol 0,64mg/ml
(AEC), buffer acetato pH 5 (acetato de sodio 0,030 M-acido acético 0,012M) y peréxido de
hidrégeno al 0,36%, por 45 minutos.

7.6 ELECTROELUCION DE PROTEINAS

Con el fin de obtener proteinas recombinantes para realizar los ensayos de ELISA in-vitro
y analizar la unién entre proteinas celulares y virales recombinantes. Una vez
identificadas las bandas de interés por Western blot, se cortd el segmento donde se
ubicaba la proteina, se colocé en trozos pequefos en un tubo de vidrio y se realizo el
montaje. La electroelucién de las proteinas se llevaron a cabo en una cédmara de
electroelucion (modelo 422 de Bio Rad) durante 3h a 10 mA constantes por tubo en buffer
de corrido (192 mM de Glicina, 25 mM de Tris y SDS 0.1% pH 8.3). Las proteinas
electroeluidas se precipitaron con 1:3 acetona durante toda la noche a -80°C y se
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centrifugaron a 10000 rpm por 30 minutos a 10°C. El pellet se lavé con etanol frio al 80%
y posteriormente se centrifugaron a 10000 rpm por 30 minutos a 10°C. Las proteinas
precipitadas fueron resuspendidas en PBS y se almacenaron a -20°C hasta su uso.

7.7 ANIMALES E INOCULACION CON PROTEINAS RECOMBINANTES

Para obtener sueros hiperinmunes de cobayos y ratones contra proteinas no estructurales
de rotavirus (NSPs) y proteina celular PPARy. La administracién de las proteinas
recombinantes y mantenimiento de los ratones y cobayos destetados machos se realizo
teniendo en cuenta la Ley 84 de 1989 (Estatuto Nacional de Proteccion de los
Animales)[113, 114]. Los ratones y cobayos fueron mantenidos durante un tiempo maximo
de 45 dias, el alojamiento de los ratones tuvo dimensiones de 36,5cm de alto, 39cm de
ancho y 31cm largo, construido en vidrio acustico evitando el estrés causado por el ruido,
los ratones en parejas fueron introducidos en una jaula de metal con una malla de
ventilacion en la parte superior de 25cm de largo, 12,5c¢cm de alto y 18cm de ancho; el
alojamiento de los cobayos tenia dimensiones de 36¢cm de alto, 39cm de ancho y 52cm
largo construido de metal; cada jaula tuvo zona de alimentacion aislada y se les
administro en un biberén agua de la llave previamente autoclavada a libre demanda vy
como alimento para los ratones concentrado para roedores (Agrinal®) y para los cobayos
concentrado para conejos (El galpon R), la temperatura se mantuvo de 20 a 22°C. El
alojamiento fue ubicado en el Laboratorio de Biologia Molecular de virus de la Facultad de
Medicina de la Universidad Nacional de Colombia. Estos animales fueron inoculados
subcutaneamente cada 15 dias con 0,0159 g/ml de proteina recombinante resuspendida
en PBS; 1ml para cobayos y 0,3ml para ratones.

7.8 CEPAS DE ROTAVIRUS, ANTICUERPOS Y REACTIVOS

El rotavirus RRV (mono Rhesus) fue donado por el Doctor Carlos Arias de la Universidad
Nacional Auténoma de México. Se utiliz6 un MOI de 0.8 en donde se obtuvieron
aproximadamente el 50% de las células infectadas [104].

Se utilizaron los siguientes anticuerpos: Suero hiperinmune anti-RRV generados en ratén,
conejo y cabra, sueros hiperinmunes anti-NSP1, anti-NSP2, anti-NSP3, anti-NSP4, anti-
NSP5, anti-NSP6, anti-PDI, anti-PPARy y anti-Hsc70 generados en conejo, cobayo o
ratébn en el Laboratorio de Biologia Molecular de virus de la Universidad Nacional de
Colombia.

Anticuerpos comerciales policlonales anti-PPAR-y (SC6285 200ug/ml) generado en cabra;
anti-p-NFkB p50(ser 337) (SC33022 200pg/ml), anti-IkB (SC271782 200ug/ml), anti-IKK
a/B (H-470) (SC7607 200 pg/ml), anti-p-IKK o/B (Ser176)(SC21661 200ug/ml), anti-
PGC1a (H-300) (SC13067 200 pg/ml), anti-PGC1 (M-142) (SC67286 200 pg/ml), anti-
RXR (SC553 200 pg/ml) generado en conejo. Anticuerpo monoclonal anti-PPARy
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(SC7273 200ug/ml), anti-Myc (sc-789 200ug/ml), anti-His (sc-8036 200ug/ml) y anti-flag
(F3165. 2MG. Sigma), generados en raton; todos de Santa Cruz Biotechnology;
anticuerpo policlonal anti-NFkB 200ug/ml generado en conejo, que reconoce p50 no
fosforilado (Zymed).

Anticuerpos secundarios como: Cabra anti-conejo IgG conjugado con peroxidasa
(5C2313 400ug/ml), conejo anti-cabra IgG conjugado con peroxidasa (SC2020 400ug/ml),
burro anti-raton IgG marcado con FITC (SC2024 400ug/ml), cabra anti-conejo IgG
marcado con FITC (SC2359 400ug/ml), cabra anti-conejo IgG marcado con CY5
(SC45101 200pg/ml), todos de Santa Cruz Biotechnology y conejo anti-cabra 1gG
marcado con Alexa 594 (400pg/ml de Invitrogen).

Reactivos como: 2,4 thiazolinediona 153 uM (Cddigo 2295-31-0 de Alfa Aesar), GW9662
153 uM (sc-202641 Santa cruz Biotechnology) y Curcumina 100 uM (Cadigo 458-37-7 de
Alfa Aesar).

7.9 TRANSFECCION LINEA CELULAR MA104

Células MA104 (ATCC® CRL-2378.1); poblacién clonal proveniente de rindbn de mono
verde africano (Cercopithecus aethiops), crecidas en Medio Minimo Esencial de Eagle
(MEM), L-glutamina 2 mM, aminoacidos no esenciales 0,1 mM y suero fetal bovino (SFB)
al 10%, hasta una confluencia del 80%. Fueron transfectadas con hexagon 6ug/ml y
diferentes concentraciones de plasmidos 1, 1.5, 2, 5 yg/ml por un tiempo de incubacién de
24,36 y 48 horas a 37°C en presencia de CO2.

7.10 ENSAYO MTT

Para medir la viabilidad de las células después de ser transfectadas con diferentes
concentraciones de plasmidos. Células MA104 (ATCC® CRL-2378.1) crecidas en medio
MEM y SFB al 10%, se les adicion6 20ul de solucion MTT por pozo, fueron incubadas por
3.5 horas a 37°C; posteriormente, fue retirada la solucion y se adicioné 150ul de solvente
de MTT (4mM HCL, 0.1% NP-40, Isopropanol), se incubo a temperatura ambiente por 15
minutos en oscuridad y agitacion constante. Las placas fueron leidas a 590nm en un
lector Stat Fax 303/Plus.

7.11 EPI-FLUORESCENCIA Y MICROSCOPIA CONFOCAL

Para evidenciar si las proteinas celulares y virales evaluadas se superponen o
colocalizan. Células transfectadas fueron fijadas con paraformaldehido al 4% por 30
minutos a 37°C, se permeabilizaron con Triton X-100 al 0,5% por 5 minutos y para
eliminar la autofluorescencia se trataron con 50mM de NH4Cl y glicina al 0,1M por 30

33



minutos. Se adicionaron anticuerpos primarios: Sueros hiperinmunes anti-NSPs
generados en ratén o cobayo 1:500 y anticuerpo policlonal que reconoce proteinas
celulares PPARy, PGC1a, IKK-p, IKK, IkB, NFkB-p y NFkB incubados toda la noche en
camara humeda; posteriormente se adicionaron anticuerpos secundarios FITC anti-
conejo, cabra o cobayo, Rojo Texas anti-cobayo o raton y DAPI 1:3000 por 45 minutos en
camara humeda. Las fotografias fueron tomadas en microscopio de epi-fluorescencia
SOPTOP (sunny optical technology) o para microscopia confocal en el microscopio
Olympus FV1000 de la Universidad de los Andes y analizadas en el programa Image J y
Fiji.

7.12 ELISA DE CAPTURA Y DIRECTO

Para evaluar la expresién de las proteinas relacionadas con la via PPARy-NFkB y estudiar
la unidn entre estas proteinas tanto in-vitro como in-vivo en células. En placas de 96
pozos se utilizaron como anticuerpo de captura sueros hiperinmunes que reconoce
proteinas no estructurales de rotavirus (1:500) en 50 pl de PBS, se incubaron a 37°C por
dos horas. Posteriormente se bloqued con leche descremada al 5% durante una hora a
37°C, se lavaron con 200ul de PBS y se adicionaron 50 pl de cada una de las proteinas
recombinantes NSPs o lisado celular (células MA104 transfectadas o no fueron lisadas
con buffer RIPA -150mM NaCl, 1.0%NP-40, 0.5% DOC, 0.1%SDS, 50mM Tris, pH8.0) se
incubaron a 4°C toda la noche; se lavo tres veces con 200ul de PBS y se adiciono
anticuerpo policlonal que reconoce proteinas celulares PPARy, PGC1a, IKK-p, IKK, IkB,
NFkB-p y NFkB (0,2ug/ml en PBS), se incubaron a 37°C por una hora, se lavaron tres
veces con PBS y se adiciono anticuerpo conjugado con peroxidasa (HRP 0.066ug/ml en
PBS) que no reconozca el anticuerpo de captura. Finalmente, se reveld utilizando como
sustrato O-fenilenediamina diclorhidrato (OPD) diluido en buffer estable de peroxidasa.

Para el ELISA directo se agregé el lisado celular a la placa de 96 pozos y se incubo toda
la noche a 4°C, se lavd dos veces con PBS y se bloqued con leche descremada al 5%
durante una hora a 37°C, se lavaron con 200ul de PBS, y se adiciono anticuerpo
policlonal que reconoce proteinas celulares PPARy, PGC1a, IKK-p, IKK, IkB, NFkB-p y
NFkB (0,2ug/ml en PBS), se incubaron a 37°C por una hora, se lavaron tres veces con
PBS y se adiciono anticuerpo conjugado con peroxidasa (HRP 0.066ug/ml en PBS) que
no reconozca el anticuerpo de captura. Finalmente, se reveld utilizando como sustrato O-
fenilenediamina diclorhidrato (OPD) diluido en buffer estable de peroxidasa. Las placas de
ELISA fueron leidas a 490nm en un lector de ELISA Stat Fax 303/Plus.

34



7.13 CITOMETRIA DE FLUJO

Para evaluar la expresion de las proteinas virales NSPs y la proteina celular PPARYy en
células infectadas o no con rotavirus y células transfectadas con plasmidos que expresan
NSPs. Células MA104 fueron fijadas con metanol-acido acético (3:1 viv) 1 h a 4 °C, fueron
lavadas tres veces con PBS, dejando 5 min entre cada lavado, se incubaron 30 minutos
con 50 mM de NH4CI y se adicionaron anticuerpos primarios que reconocen proteinas
celulares PPARy y NFkB-p (1.33ug/ml), junto con sueros hiperinmunes contra proteinas
no estructurales de rotavirus 1:500, se incubaron durante 1 hora a 37 °C, se lavaron tres
veces con PBS y se adicionaron anticuerpos secundarios FITC (0.88ug/ml en PBS) y Cy5
(0.88 pg/ml en PBS), se incubaron por 30 minutos y se dejaron con 200ul de PBS. Se
detecto la fluorescencia en citémetro de flujo BD FACSCanto Il

7.14 ENSAYO DE LUCIFERASA

Para determinar la actividad transcripcional del promotor de NFkB y el elemento de
respuesta PPAR (PPRE). Células MA104 co-transfectadas con plasmidos que expresan
NSPs y plasmidos PPRE X3-TK-luc o NFkB luc, fueron lisadas con buffer de lisis (Tris
50mM, NaCl 100mM, MgCl, 5mM, 1% de Triton X-100, 50% glicerol y 1X inhibidor de
proteasas), se incubo por 20 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se
siguieron las indicaciones del kit Gaussia Luciferase de BioLabsnc. La lectura se realizé en
el equipo fluorometro BioTek FLX800TB.

7.15 ESTADISTICA

Todos los experimentos fueron realizados por duplicado o triplicado con doble repeticion
cada uno. Los datos fueron expresados con desviacion estandar. El analisis de datos se
realizé por medio del analisis de varianza de una via (ANOVA) con prueba de
Dunnett,(Comparacién entre grupos vrs. Grupo control), nivel de significancia alfa de
p=<0.05 definido como significativo e intervalo de confianza del 95%.
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8. RESULTADOS.

8.1 CURVAS DE CRECIMIENTO BACTERIANO

Con el fin de identificar la fase de crecimiento en cada una de las cepas bacterianas, se
tomaron una, dos o tres colonias de las bacterias DH5a y una colonia de BL21DE3, las
cuales fueron crecidas en caldo LB en diferentes volumenes (2, 5 o 6 ml), incubadas a
37°C en agitacion constante de 350-400 rpm, la absorbancia fue medida cada dos horas
hasta completar 12 horas.

Se concluye que las cepas bacterianas DH5a y BL21DE3 tienen una fase de crecimiento
de 4 a 6 horas alcanzando una densidad optica de 0,3 a 0,8; como estandar de turbidez
se utilizé la escala 2 de McFarland, la cual reporta una absorbancia de 0.4 Figura 1.
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Figura 1. Curvas de crecimiento cepas DH5a y BL21DE3. A. Curva de crecimiento cepa
DH5a en tres volumenes diferentes de medio LB y con diferente numero de colonias. B.
Curva de crecimiento cepa BL21DE3 en medio LB y con una colonia.

Por otra parte, se realizaron curvas de crecimiento bacteriano en bacterias DH5a
previamente transformadas con los diferentes plasmidos siguiendo las indicaciones del
procedimiento descrito en materiales y métodos.

Cada plasmido tiene diferentes caracteristicas las cuales van a ser detalladas a
continuacion:

Plasmido pcDNA4 myc PGC-1 alpha (10974): Plasmido de expresion en eucariotas,
tiene un tamano de 7423pb, el inserto es llamado PGC-I alfa, contiene marcador de
seleccion Zeomicina, contiene dos proteinas de fusion Myc e His en el C-terminal del
vector.
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Plasmido pCR-Flag-IKKalpha (15467): Plasmido de expresion en eucariotas, tiene un
tamafo de 7244pb, el inserto es llamado IKK alfa, contiene marcador de seleccién
Neomicina (G418), contiene una proteina de fusion Flag en el N-terminal del vector.

Plasmido pcDNA flag PGC1 (180-797) (8943): Plasmido de expresion en eucariotas,
tiene un tamafio de 7351pb, el inserto es llamado PGCl-alfa (180-797), contiene marcador
de seleccién Neomicina (G418), contiene una proteina de fusion Flag en el N-terminal del
vector.

Plasmido pcDNA flag PPAR gamma (8895): Plasmido de expresion en eucariotas, tiene
un tamano de 7047pb, el inserto es llamado PPARg, contiene marcador de seleccion
Neomicina (G418), contiene una proteina de fusién Flag en el C-terminal del vector.

Plasmido p50 cFlag pcDNA3 (20018): Plasmido de expresion en eucariotas, tiene un
tamano de 6684pb, el inserto es llamado NFkB1 (p50), tiene un truncamiento en el sitio de
ligacién a p105 en los residuos 1-428, contiene marcador de seleccion Neomicina (G418),
contiene una proteina de fusién Flag en el N-terminal del vector.

Plasmido PPRE X3-TK-luc (1015): Plasmido de expresion en eucariotas, tiene un
tamano de 6763pb, el inserto es llamado PPRE-luc, contiene gen reportero luciferasa.

Las indicaciones de uso del Kit de miniprep aconseja sembrar una colonia en 2ml de
medio LB para obtener una concentracién adecuada del plasmido purificado, con el fin de
optimizar el uso de las columnas para dicho fin, se aumenta el volumen de medio utilizado
y el numero de colonias, evaluando si esta modificacion mejora el rendimiento de
obtencion del plasmido purificado. Al evaluar las curvas de crecimiento realizadas a
diferentes volumenes de medio con una o tres colonias se observa que en los dos casos
el crecimiento es similar, concluyendo que se podria aumentar el volumen de medio y el
numero de colonias sin afectar la viabilidad de las bacterias, por otra parte, al realizar la
extraccion del plasmido, purificarlo y medir su concentracion y pureza con estas
modificaciones se concluye que los valores mas altos de concentracion, con una pureza
dentre 1.8-2.1 se obtiene con una suspension de una colonia en 2ml de medio LB. Figura
2A.

8.2 PROTEINAS RECOMBINANTES NO ESTRUCTURALES DE ROTAVIRUS (NSPs) Y
CELULARES.

Para la obtencion de proteinas recombinantes no estructurales de Rotavirus (NSPs) y
celulares, se realizaron curvas de crecimiento de los plasmidos que tenian expresion en
células procariotas de NSPs de rotavirus, para identificar la hora y absorbancia a la cual la
bacteria se encontraba en fase exponencial, esto con el fin de identificar el tiempo ideal al
cual se deberia agregar el IPTG para expresar la proteina de interés.
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Se crecieron bacterias DH5a y BL21DE3 transfectadas con el plasmido pET-28a, el cual
contiene genes que transcriben para proteinas no estructurales de rotavirus NSP1, NSP2,
NSP3, NSP4, NSP5 y gen de resistencia a kanamicina; estas fueron incubadas a 37°C.
Se utilizaron diferentes volumenes 2 y 6 ml de caldo LB y con una o tres colonias; se
observd que la fase exponencial de las bacterias ocurrié entre la 4 y 6 hora a una
densidad o6ptica de 0,3-0,4. Indicando el tiempo y densidad de crecimiento a la cual se
debid adicionar el IPTG para que se expresara la proteina de interés. Cabe destacar que
las bacterias DH5a fueron seleccionadas para recuperar el plasmido purificado y las
bacterias BL21DE3 fueron escogidas para la expresion de la proteina de interés puesto
que el vector contiene el promotor T7. Figura No.2B

De igual forma, fueron evaluadas bacterias DH5a transfectadas con los plasmidos 16547,
16549 y 1029 que expresan proteinas celulares y bacterias BL21DE3 transfectadas con el
plasmido 25500. Se observé que la fase exponencial de las bacterias ocurrié entre la4 y 6
hora a una densidad 6ptica de 0,3-0,4. Indicando el tiempo y densidad de crecimiento a la
cual se debe adicionar el IPTG para que se exprese la proteina de interés. Figura No.2C.

Acontinuacion se presentan las caracteristicas de los plasmidos que contienen los genes
que expresan proteinas celulares:

Plasmido pGST-RXRalpha (16547): Plasmido de expresién en bacterias, tiene un
tamafo de 5675pb, el inserto es llamado RXR alfa con una mutacion en el dominio de
union a DNA en el sitio N-terminal (aa 1-224), contiene una proteina de fusién GST en el
N-terminal del vector.

Plasmido pGST-PPARgamma (16549): Plasmido de expresion en bacterias, tiene un
tamafio de 5675pb, el inserto es llamado PPAR gamma con una mutacion en el dominio
de union a DNA en el sitio N-terminal (aa 1-248), contiene una proteina de fusién GST en
el N-terminal del vector.

Plasmido pGEX-PGC1(1-400) (1029): Plasmido de expresion en bacterias, tiene un
tamano de 6100pb, el inserto es llamado PGC-I alfa tiene solo aa 1-400, contiene una
proteina de fusién GST en el N-terminal del vector.

Plasmido RXRG (25500): Plasmido de expresion en bacterias, tiene un tamafo de
8039pb, el inserto es llamado RXRG, contiene una proteina de fusién His en el N-terminal
del inserto, el vector contiene promotor T7, se recomienda expresar la proteina en
bacterias BL21DE3, tiene gen de resistencia a kanamicina y la temperatura de
crecimiento es a 37°C.
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Figura 2. Curvas de crecimiento bacterias transfectadas. A. Curvas de crecimiento de 0 a
12 horas de bacterias DH5a transfectadas con diferentes plasmidos, se siembra una
colonia de bacterias en 2ml de caldo LB y tres colonias en 6ml de caldo. B. Curvas de
crecimiento de 0 a 12 horas de bacterias DH5a y BL21DE3 transfectadas con diferentes
plasmidos que contienen el gen que traducen para proteinas no estructurales de rotavirus
NSP1, NSP2, NSP3, NSP4 y NSP5, se siembra una colonia de bacterias en 2ml de caldo
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LB y tres colonias en 6ml de caldo. C. Curvas de crecimiento de 0 a 12 horas de bacterias
DH5a y BL21DES3 transfectadas con diferentes plasmidos que contienen el gen que
traducen para proteinas celulares RXR alfa, PPAR gamma, PGC-l alfa y RXRG, se
siembra una colonia de bacterias en 2ml de caldo LB y tres colonias en 6ml de caldo.

Una vez se obtuvieron las proteinas recombinantes estas fueron corridas en gel de
poliacrilamina al 10 y 12% en condiciones denaturantes, las bandas obtenidas fueron
lavadas con buffer PBS, hasta alcanzar un pH de 7.0 (Figura 3A), posteriormente, se
realizé una emulsién con las bandas aisladas del gel y PBS con la finalidad de realizar
diferentes dosis adecuadas para la inoculacion de los animales (Figura 3B y D), los
animales fueron inoculados cada 15 dias con 1ml de la proteina correspondiente
intradérmica para cobayos y 0,3ml para ratones, pasado este tiempo se obtuvieron los
diferentes sueros hiperinmunes de las proteinas NSPs (Figura 3E y F); por otra parte,
muestras de las emulsiones obtenidas, fueron analizadas por western blot identificando
las proteinas no estructurales de rotavirus NSP4 y NSP5 (Figura 3C). Las proteinas
recombinantes identificadas fueron almacenadas a 4°C hasta su uso.
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Figura 3. Proteinas recombinantes y sueros hiperinmunes. A. Geles de poliacrilamina al
10 y 12% en condiciones denaturantes, las bandas obtenidas corresponden a cada una
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de las NSPs. B. Dosis con proteinas no estructurales de rotavirus NSP1, NSP2, NSP3,
NSP4, NSP5, NSP6 y PPARYy utilizadas para la inoculacion de los animales. C. Western
blot donde se identifica las proteinas NSP4 y NSP5. D. Cobayos y Ratones que fueron
inoculados con proteinas recombinantes NSP1, NSP2, NSP3, NSP4, NSP5, NSP6 y
PPARy. E — F. Western blot donde se visualizan las bandas que detectan las diferentes
proteinas no estructurales utilizando los sueros hiperinmunes obtenidos de ratones y
cobayos.

8.3 ESTANDARIZACION DE LA EFICIENCIA DE LA TRANSFECCION

Para Identificar la concentracién ideal de plasmido y tiempo de incubacién a la cual se
expresan las proteinas de interés, sin afectar la viabilidad celular y que sea comparable
con un ciclo viral (12 horas) en células infectadas con Rotavirus RRV a un MOI:0,8.

Células MA104 al 80% de confluencia fueron transfectadas con plasmidos que expresan
NSPs de Rotavirus a diferentes concentraciones (1, 1.5, 2 y 5 pg/ml), fueron incubadas
por 24, 36 y 48 horas post-transfecciéon (h.p.t.) a 37°C con 5% de CO.. La expresion de
las proteinas fue detectada mediante la técnica de epi-fluorescencia, se tomaron
fotografias y se analizaron por el programa Image J (Analyze, measure). Se observo la
expresion la cada una de las NSPs en células infectadas con Rotavirus RRV por 12 h.p.i.
y se compardé con la expresion obtenida de las células transfectadas a diferentes
concentraciones por 24, 36 y 48 horas. Se encontré que las concentraciones de 2 y 5
ng/dl incubadas a 36 horas son las mas cercanas a las observadas en las células
infectadas por Rotavirus. Figura 4A. En estas mismas muestras se midi6 la fluorescencia
total corregida de cada proteina a las diferentes horas, aplicando la siguiente formula:
CTCF=Densidad integrada-(area seleccionada de la célula x medida de la fluorescencia
del area de fondo sin fluorescencia), se observé que la fluorescencia obtenida en células
infectadas con RRYV fue cercana a la calculada en células transfectadas con 2 y 5 ng/dl
incubadas por 36 horas. Figura 4B. Se determind la viabilidad celular en las diferentes
horas post-transfeccion mediante la técnica de MTT, se observé que las células que
fueron transfectadas por 24 horas, tuvieron una viabilidad celular del 80 al 75% y una baja
expresion celular con respecto a las células infectadas por rotavirus. Cuando se analizan
las células transfectadas por 36 horas la viabilidad celular fue de 75 al 80% para la
concentracién de 2 ug/ml y del 70 al 60% para la concentracion de 5ug/ml; cuando se
analizan los datos de las células transfectadas por 48 horas se observa una viabilidad del
70 al 60% Figura 4C. Mediante la técnica de Elisa de captura y Citometria de flujo, se
midié la expresion de las NSPs en células infectadas con RRV a diferentes MOI de 0.2,
0.8, 2 y 4 y en células transfectadas con los plasmidos que expresan las NSPs a una
concentracién de 2 ug/ml incubadas por 36 horas, donde se observé que la expresién de
estas proteinas en células transfectadas con 2 ug/ml por 36 horas, es la mas cercana a la
obtenida en células infectadas con un MOI de 0.8 para cada una de las NSPs. Figura 4D
y E.
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Estos resultados sugieren que la concentracion ideal para transfectar células es de 2
pag/ml por 36 horas, ya que la viabilidad celular no se ve afectada y la expresion de
proteinas de interés es la mas cercana a la encontrada en células infectadas con rotavirus
RRV a un MOI de 0,8.
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Figura 4. Estandarizacion de la eficiencia de la transfeccion. A. Epi-fluorescencia.
Fotografias representativas de la deteccién de las NSPs en células MA104 infectadas con
rotavirus RRV a un MOI de 0,8 por 12 h.p.i. y células transfectadas con 0, 1, 1.5, 2y 5
pg/ml por 24, 36 y 48 h.p.t. B. Fluorescencia total corregida de cada proteina en células
MA104 infectadas y transfectadas. C. Viabilidad celular método MTT en células
transfectadas con diferentes concentraciones de plasmidos. D. Elisa de captura.
Expresion de cada NSPs en células infectadas a diferentes MOI y en células
transfectadas con 2ug/ml de cada plasmido por 36 h.p.t. E. Citometria de flujo. Expresion
de la proteina NSPs en células MA104 infectadas y transfectadas con 2ug/ml de cada
plasmido por 36 h.p.t.
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8.4 EXPRESION DE PROTEINAS RELACIONADAS CON LA VIiA NFkB EN CELULAS
MA104, TRANSFECTADAS CON PLASMIDOS QUE EXPRESAN NSPs DE
ROTAVIRUS RRV.

Para determinar la expresion de proteinas celulares como IKKa/B, p-IKKa/B, IkB, NFkB, p-
NFkB y el promotor de NFkB, se realizaron ensayos de ELISA directo y luminiscencia, en
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células MA104 transfectadas por 36 h.p.t. con plasmidos que expresan proteinas NSPs de
Rotavirus. Para la técnica de ELISA, como control negativo se examind la expresion de
estas proteinas en células MA104 no infectadas, ni transfectadas y en células no
infectadas y transfectadas con el vector vacio pcDNA 3.1 Hygro (+); como control positivo
se analizaron células infectadas con Rotavirus RRV por 12 h.p.i. a un MOI de 0,8.

Los resultados presentados son el promedio de dos experimentos cada uno por
duplicado; en cada pozo se adicioné 74,62 mg/ml de proteina total. Para el analisis
estadistico se compararon grupos de células infectadas o transfectadas con el control
negativo de células no infectadas, ni transfectadas mediante la prueba de estadistica de
analisis de varianza de una via (ANOVA) con prueba de Dunnett,(Comparacion entre
grupos vrs. Grupo control), nivel de significancia alfa de p=<0.05 e intervalo de confianza
del 95%; determinando significancia entre los grupos evaluados.

Al evaluar por Elisa directo, las proteinas IKK a/B e IkKB no se observaron diferencias en
su expresion entre las células no infectadas y las células infectadas con Rotavirus o las
células transfectadas con cada una de las NSPs (Figura 5A y C). Respecto a la proteina
fosforilada p-IKK o/f, se observé aumento significativo en su expresién en células
infectadas con Rotavirus y células transfectadas con NSP3, NSP4, NSP5 y NPS6
comparadas con el control negativo, mostrando un valor de absorbancia de: Infectadas
0,155 (** p:0.0004), NSP3 0,152 (*** p: <0.0001), NSP4 0,155 (*** p:0.0166), NSP5 0,149
(*** p:0.0002) y NSP6 0,137 (* p:0.0003) (Figura 5B). Para la proteina NFkB se encontré
aumento significativo en su expresién en células infectadas con Rotavirus RRV con una
absorbancia de: 0,199 (*** p: 0.0003) y en células transfectadas con NSP1 0,196 (***
p:<0.0001), NSP3 0,166 (* p:<0.0001) y NSP4 0,167 (* p:<0.0001) (Figura 5D). Cuando
se analizé la proteina NFkB fosforilada (p-NFkB), mostro aumento significativo de su
expresion en células infectadas con Rotavirus con una absorbancia de 0,208 (***
p:<0.0001) y en células transfectadas con NSP1 0,168 (** p:0.0026), NSP2 0,178 (***
p:0.0002), NSP3 0,185 (*** p:0.0007), NSP4 0,168 (** p:0.0055), NPS5 0,178 (***
p:0.0003) y NPS6 0,168 (** p:0.0033) (Figura 5E).

Por otra parte, por medio de la técnica de luminiscencia se realiz6 el analisis del promotor
de NFkB, se estudiaron células infectadas con Rotavirus RRV y transfectadas con 2ug/ml
del plasmido NFkB-luc, células co-transfectadas con los plasmidos que expresan para
cada una de las NSPs a diferentes concentraciones (2, 5y 8ug/ml) y 2ug/ml del plasmido
NFkB-luc y como control negativo se utilizaron células transfectadas con 2ug/ml del
plasmido NFkB-luc, sin infectar.

Se observd que en las células infectadas con rotavirus la luminiscencia aumenté 225,75
RLU con respecto al control negativo 72,87 RLU, sugiriendo aumento de la expresion del
promotor. Al analizar la luminiscencia en cada una de las células co-transfectadas, se
observa que aumenta en las células co-transfectadas con NSP4 178,8 RLU y NSP6
178,33 RLU a una concentracién de 2ug/ml de cada uno de los plasmidos (1:1) (Figura
5F-K).
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Estos resultados sugieren que RRV activa la via NFkB, aumentando la expresién de
proteinas p-IKK y p-NFkB. Este aumento también se ve reflejado cuando hay expresién
de las NSPs 1, 3, 4, 5 y 6. Por otra parte, se evidencia que la infecciéon por rotavirus
estimula la activacion del promotor de transcripcion NFkB, observandose este aumento
también en células que expresan proteinas NSP4 y NSP6 a nivel citoplasmatico.
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Figura 5. Expresion de proteinas relacionadas con la via NFkB. A-E. ELISA directos de la
expresion de las proteinas IKKa/B, p- KKa/B, IkB, NFkB y p-NFkB en células MA104
transfectadas con plasmidos que expresan NSPs de Rotavirus RRV. F-K. Luminiscencia
de la actividad transcripcional del promotor de NFkB en células MA104 co-transfectadas
con plasmidos que expresan de Rotavirus RRV a diferentes concentraciones 2, 5y 8
pg/mly plasmido NFkB-Luc 2 ug/ml.

8.5 EXPRESION DE PROTEINAS RELACIONADAS CON LA ViA PPARy EN CELULAS
MA104, TRANSFECTADAS CON PLASMIDOS QUE EXPRESAN NSPs DE
ROTAVIRUS RRV.

Para determinar la expresion de proteinas celulares como PPARy, PGC1a, RXR y el
promotor PPRE, se realizaron ensayos de ELISA de captura, directo, citometria de flujo y
luminiscencia, en células MA104 transfectadas por 36 h.p.t. con plasmidos que expresan
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proteinas NSPs de Rotavirus. Para la técnica de ELISA, como control negativo se
examino la expresidn de estas proteinas en células MA104 no infectadas, ni transfectadas
y en células no infectadas y transfectadas con el vector vacio pcDNA 3.1 Hygro (+); como
control positivo se analizaron células infectadas con Rotavirus RRV por 12 h.p.i. a un MOI
de 0,8.

Los resultados presentados son el promedio de dos experimentos cada uno por
duplicado. Para el analisis estadistico se compararon grupos de células infectadas o
transfectadas con el control negativo de células no infectadas, ni transfectadas mediante
la prueba de estadistica de analisis de varianza de una via (ANOVA) con prueba de
Dunnett, (Comparacién entre grupos vrs. Grupo control), nivel de significancia alfa de
p=<0.05 e intervalo de confianza del 95%; determinando significancia entre los grupos
evaluados.

Al analizar por ELISA de captura la proteina PPARYy, se observé aumento significativo en
su expresion en células infectadas con Rotavirus RRV 0,219 (** p:0.0071) y en células
transfectadas con NSP1 0,245 (*** p: <0.0001), NSP3 0,210 (* p: <0.0001), NSP5 0,249
(*** p: 0.0072) y NPS6 0,227 (** p: 0.0003) (Figura 6A). Adicionalmente, al estudiar esta
misma proteina por citometria de flujo, mostré de igual manera aumento de la expresion
en células infectadas con Rotavirus 54.39% y en células transfectadas con NSP1 52.82%,
NSP2 52.49%, NSP3 53.96%, NSP5 54.36% y NPS6 51.19% (Figura 6B). Respecto a la
proteina PGC1a, se observé aumento significativo en su expresion en células infectadas
con Rotavirus 0,179 (* p:<0.0001) y células transfectadas con NSP1 0,221 (*** p:0.0005) y
NPS5 0,216 (** p:0.0019) (Figura 6C). Para la proteina RXR se encontré aumento
significativo en su expresion en células infectadas con Rotavirus RRV 0,224 (* p:0.0211) y
en células transfectadas con NSP4 0,225 (** p:0.0167) y NSP6 0,224 (* p:0.0025) (Figura
6D).

Asimismo, por medio de la técnica de luminiscencia se realizd el analisis del promotor
PPRE, en células infectadas con Rotavirus RRV y transfectadas con 2ug/ml del plasmido
PPRE, células co-transfectadas con los plasmidos que expresan para cada una de las
NSPs a diferentes concentraciones (2, 5y 8 ug/ml) y 2ug/ml del plasmido PPRE y como
control negativo se utilizaron células transfectadas con 2ug/ml del plasmido PPRE, sin
infectar.

Los resultados mostraron, que cuando las células son infectadas con rotavirus la
expresion de la luminiscencia disminuye a 38,4 RLU con respecto al control negativo
116,025 RLU. Al analizar la luminiscencia en cada una de las células co-transfectadas, no
se observa cambios en la expresion con respecto al control negativo. (Figura 6E-J).

Estos resultados sugieren que RRV activa la via inflamatoria a través de NSP4 y NSP6, e
inhibe la via antiinflamatoria disminuyendo la actividad transcripcional de PPRE.
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Figura 6. Expresién de proteinas relacionadas con la via PPARy. A. ELISA de captura de
la expresion de la proteina PPARy en células MA104 transfectadas con plasmidos que
expresan NSPs de Rotavirus RRV. B. Citometria de flujo. Expresion de la proteina
PPARy. C-D. ELISA directo expresion de las proteinas PGC1a y RXR. E-J.
Luminiscencia de la actividad transcripcional del elemento de respuesta PPAR (PPRE) en
células MA104 co-transfectadas con plasmidos que expresan NSPs de Rotavirus RRV a
diferentes concentraciones 2, 5y 8 ug/ml y plasmido PPRE 2 ug/ml.

8.6 DETERMINACION DE POSIBLES COMPLEJOS ENTRE PROTEINAS NO
ESTRUCTURALES DE ROTAVIRUS (NSP1, NSP2, NSP3, NSP4, NSP5 Y NSP6) Y
PROTEINAS RELACIONADAS CON LA ViA PPARy — NFkB.

Con el fin de determinar si hay complejos entre las proteinas no estructurales de rotavirus
(NSPs) y proteinas relacionadas con la via NFkB (IKKa, p-IKKa/, NFkB p50 y p-NFkB) y
la via PPARy (PPARy, PGC1a y RXR), se analizaron proteinas recombinantes (/n-vitro) y
células MA104 (In-vivo en células) por medio de ensayos de Elisa de captura, epi-
inmunofluorescencia y microscopia confocal.

Para establecer si hay complejos entre las NSPs y proteinas relacionadas con la via
PPARYy in-vitro, se obtuvieron proteinas recombinantes celulares rPPARYy, rPGC1 y rRXR,
proteinas virales rNSP1- 5, a partir de bacterias E.coli BL 21(DE3) transformadas con
plasmidos pGST-PPARgamma, pGST-RXRG, pGST-RXRalpha, pGEX-PGC1 (1-400),
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pET-28a/NSP2, pET-28a/NSP3, pET-28c/NSP4 y pET-28a/NSP5, pGEM 3Z NSP1, pGEM
3Z NSP2, pGEM 3Z NSP3, pGEM 3Z NSP4 y proteina recombinante NSP6 a partir de
células Ma104.

Antes de realizar la ELISA de captura de unidn in-vitro, previamente se combinaron
proteinas recombinantes celulares (rPPARy, rRXR y rPGC1) con cada una de las rNSPs,
a diferentes concentraciones 1.56, 3.13, 6.25, 12.5, 25, 50, 100, 200 y 400ug/ml a una
proporcion de 1:1 por 24 horas, con el fin de garantizar la union entre estas. Como
anticuerpo de captura se utilizaron anticuerpos contra cada una de las NSPs y como
anticuerpos primarios se utilizaron anticuerpos contra las proteinas celulares PPARy, RXR
y PGC1. Como control negativo se detectd la expresidon de las proteinas recombinantes
de forma individual, tanto para las proteinas recombinantes virales, como las celulares;
como control positivo se detecté la union entre las proteinas virales (rNSP2+rNSP5) vy
proteinas celulares (rPPARy+rRXR y rPPARy+rPGC1); uniones que han sido reportadas
en la literatura [106].

Para evaluar la union entre la proteina recombinante rNSP1 y las proteinas
recombinantes celulares rPPARYy, rRXR y rPGC1, se comparod el valor de expresion de las
proteinas rNSP1 y cada una de las proteinas recombinantes celulares de forma individual,
los valores iguales o mayores a la expresion de proteinas individuales son considerados
como positivos para union. En el andlisis del ensayo de ELISA de captura in-vitro,
mostrd union entre INSP1, rPPARYy y rRXR en las diluciones de 1.56, 3.13, 50 y 400 con
unos valores de absorbancia unién a rPPARYy de 0.097+0.001, 0.414+0.078, 0.447+0.038,
0.642+0.061 y absorbancia de union a RXR 0.123+0.080, 0.126+0.085, 0.211+0.029 y
0.371+0.103 respectivamente, comparados con los valores de los controles negativos
rNSP1 0.081+0.004, 0.131+0.033, 0.227+0.016 y 0.516+0.177; rPPARy 0.116%0.005,
0.146+0.048, 0.300+0.122 y 0.428+0.172 y rRXR 0.061+0.001, 0.197+0.035, 0.229+0.030
y 0.403+0.074 (Figura 7A-C).

La unién in-vivo en células se realizé por medio de la evaluacién de ELISA de captura en
células MA104 transfectadas con diferentes plasmidos, se realizaron cuatro modelos de
analisis  denominados: Co-transfeccion (Figura 7D) (Células MA104 fueron co-
transfectadas con 2 ug/ml por 36 horas con plasmidos que expresan para cada una de las
NSPs, pcDNA3.1 Hygro(-) para (NSP2, NSP4 y NSP5), pcDNA4 Myc para (NSP3), pCR-
flag para (NSP1) 'y  plasmidos que  expresan proteinas  celulares
pcDNA flag PPAR gamma, p50 cFlag pcDNA3, pcDNA flag PGC1 (180-797),
pCR-Flag-IKKalpha, pcDNA4 myc PGC-1 alpha; como control negativo se determiné la
expresion de la proteina viral en células transfectadas con los plasmidos que expresan
para cada una de las NSPs, como control negativo de la técnica se detecté la expresion
de las proteinas en células MA104 sin infectar, ni transfectar y en células transfectadas
con el vector vacio se evalué la expresion de la proteina viral correspondiente, como
control positivo de unién se reveld la expresion de proteinas en células co-transfectadas
con plasmidos que expresan proteinas virales NSP2+NSP5 y proteinas celulares
PPARy+RXR, PPARy+PGC1 y PPARy+NFkB; para determinar la union en el ensayo de
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ELISA se utilizd6 como anticuerpo de captura anti-NSPs y como anticuerpo primario
anticuerpos contra las etiquetas correspondientes a cada proteina expresada myc o flag);
Infeccion + transfeccion (Figura 7E) (Células MA104 fueron infectadas con rotavirus RRV
a un MOI de 0,8 por 12 horas y transfectadas con 2 ug/ml por 36 horas con plasmidos que
expresan para proteinas celulares pcDNA flag PPAR gamma, p50 cFlag pcDNAS,
pcDNA flag PGC1 (180-797), pCR-Flag-IKKalpha, pcDNA4 myc PGC-1 alpha; como
control negativo se determind la expresion de la proteina viral en células infectadas con
Rotavirus, como control negativo de la técnica se detecté la expresion de las proteinas en
células MA104 sin infectar, ni transfectar y en células transfectadas con el vector vacio se
evaluo la expresién de la proteina viral correspondiente, como control positivo de union se
utilizaron células infectadas detectando la expresion de NSP2+NSP5 o transfectadas e
infectadas con plasmidos que expresan proteinas celulares PPARy+RXR, PPARy+PGC1
y PPARy+NFkB; para determinar la unién en el ensayo de ELISA se utilizé como
anticuerpo de captura anti-NSPs y como anticuerpo primario anticuerpos contra las
etiquetas correspondientes a cada proteina expresada myc o flag); Transfeccion (Figura
7F) (Células MA104 sin infectar fueron transfectadas con plasmidos que expresan para
cada una de las NSPs; como control negativo se determiné la expresion de la proteina
viral, como control negativo de la técnica se detectdé la expresion de las proteinas en
células MA104 sin infectar, ni transfectar y en células transfectadas con el vector vacio se
evaluod la expresién de la proteina viral correspondiente, como control positivo de union se
utilizaron células transfectadas con plasmidos que expresan cada una de las NSPs
detectando la expresion de NSP2+NSP5 y células sin infectar, ni transfectar estudiando
proteinas celulares PPARy+RXR, PPARy+PGC1 y PPARy+NFkB; para determinar la
union en el ensayo de ELISA se utilizé como anticuerpo de captura anti-NSPs y como
anticuerpo primario anticuerpos contra cada una de las proteinas celulares PPARYy,
PGC1, RXR, p-IKK y p-NFkB); Infeccion (Figura 7G) (Células MA104 infectadas con
Rotavirus RRV MOI de 0.8 por 12 h.p.i. fueron analizadas para determinar la expresion de
proteinas celulares y virales NSPs; como control negativo se estudid la expresion de la
proteina viral células MA104 sin infectar, ni transfectar y en células transfectadas con el
vector vacio correspondiente, como control positivo de union se utilizaron células
infectadas donde se detectd la expresion de NSP2+NSP5 y proteinas celulares
PPARy+RXR, PPARy+PGC1 y PPARy+NFkB; para determinar la uniéon en el ensayo de
ELISA se utilizd6 como anticuerpo de captura anti-NSPs y como anticuerpo primario
anticuerpos contra cada una de las proteinas celulares PPARy, PGC1, RXR, p-IKK y p-
NFkB).

Los resultados presentados son el promedio de tres experimentos cada uno por
duplicado. Para los experimentos in-vivo en células, en el analisis estadistico se
compararon grupos de células infectadas o transfectadas con el control negativo de
células no infectadas, ni transfectadas mediante la prueba de estadistica de analisis de
varianza de una via (ANOVA) con prueba de Dunnett, (Comparacién entre grupos vrs.
Grupo control), nivel de significancia alfa de p=<0.05 e intervalo de confianza del 95%;
determinando significancia entre los grupos evaluados, se comparan los resultados
significantes de los cuatro modelos y con base en lo obtenido en el modelo de infeccion,
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se decide si se evidencia unién o no. El analisis de los resultados presentados mostro
unién de NSP1 con PPARYy y con p-IKKa/pB.
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Figura 7. Determinacion de la union entre NSP1 y proteinas relacionadas con la via
PPARy — NFkB in-vivo en células e in-vitro. A-C. ELISA de captura unién in-vitro de las
proteinas recombinantes NSP1 con PPARy, RXR, PGC1. Expresion de cada proteina a
diferentes concentraciones. D. Elisa de captura union in-vivo en células en células MA104
cotransfectadas con plasmidos que expresan proteina viral NSP1 y proteinas celulares
etiquetadas con Myc y Flag (PPARy, PGC1, IKKa y NFkB). E. Elisa de captura union in-
vivo en células en células MA104 infectadas con Rotavirus RRV MOI:0,8 y transfectadas
con plasmidos que expresan proteinas celulares etiquetadas con Myc y Flag (PPARYy,
PGC1, IKKa y NFkB). F. Elisa de captura unién in-vivo en células en células MA104
transfectadas con plasmido que expresa proteina viral NSP1. G. Elisa de captura unién in-
vivo en células en células MA104 infectadas con Rotavirus RRV MOI:0,8.

El ensayo de ELISA de captura in-vitro para la proteina NSP2, mostr6é union entre NSP2
y PPARYy en las diluciones de 1.56, 3.13, 50 y 400 con unos valores de absorbancia de
0.289+0.053, 0.371+0.033, 0.484+0.001 y 0.527+0.079 respectivamente, comparados con
los valores de los controles negativos NSP2 0.047+0.003, 0.054+0.001, 0.201+0.051,
0.511+0.123 y PPARYy 0.116+0.005, 0.146+0.048, 0.300+0.122 y 0.428+0.172 (Figura 8A-
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C). Para la ELISA de captura in-vivo en células, mostré union de NSP2 con PPARYy y con
p-IKKa/B (Figura 8D-G).
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Figura 8. Determinacion de la union entre NSP2 y proteinas relacionadas con la via
PPARy — NFkB in-vivo en células e in-vitro. A-C. ELISA de captura unién in-vitro de las
proteinas recombinantes NSP2 con PPARy, RXR, PGC1. Expresion de cada proteina a
diferentes concentraciones. D. Elisa de captura unién in-vivo en células en células MA104
cotransfectadas con plasmidos que expresan proteina viral NSP2 y proteinas celulares
etiquetadas con Myc y Flag (PPARy, PGC1, IKKa y NFkB). E. Elisa de captura union in-
vivo en células en células MA104 infectadas con Rotavirus RRV MOI: 0,8 y transfectadas
con plasmidos que expresan proteinas celulares etiquetadas con Myc y Flag (PPARY,
PGC1, IKKa y NFkB). F. Elisa de captura unioén in-vivo en células en células MA104
transfectadas con plasmido que expresa proteina viral NSP2. G. Elisa de captura union in-
vivo en células en células MA104 infectadas con Rotavirus RRV MOI: 0,8.

El ensayo de ELISA de captura in-vitro para la proteina NSP3, mostr6 union entre NSP3
y PPARYy en las diluciones de 1.56, 3.13, 50 y 400 con unos valores de absorbancia de
0.187+0.083, 0.243+0.048, 0.286+0.062 y 0.498+0.052 respectivamente, comparados con
los valores de los controles negativos NSP3 0.080+0.050, 0.099+0.059, 0.175+0.005,
0.59410.114 y PPARYy 0.116+0.005, 0.146+0.048, 0.300+0.122 y 0.428+0.172 (Figura 9A-
C). Para la ELISA de captura in-vivo en células, mostré union de NSP3 con PPARYy y con
p-IKKa/B (Figura 9D-G).
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Figura 9. Determinacion de la union entre NSP3 y proteinas relacionadas con la via
PPARy — NFkB in-vivo en células e in-vitro. A-C. ELISA de captura unién in-vitro de las
proteinas recombinantes NSP3 con PPARy, RXR, PGC1. Expresion de cada proteina a
diferentes concentraciones. D. Elisa de captura union in-vivo en células en células MA104
cotransfectadas con plasmidos que expresan proteina viral NSP3 y proteinas celulares
etiquetadas con Myc y Flag (PPARy, PGC1, IKKa y NFkB). E. Elisa de captura union in-
vivo en células en células MA104 infectadas con Rotavirus RRV MOI.0,8 y transfectadas
con plasmidos que expresan proteinas celulares etiquetadas con Myc y Flag (PPARYy,
PGC1, IKKa y NFkB). F. Elisa de captura unién in-vivo en células en células MA104
transfectadas con plasmido que expresa proteina viral NSP3. G. Elisa de captura unién in-
vivo en células en células MA104 infectadas con Rotavirus RRV MOI:0,8.

El ensayo de ELISA de captura in-vitro para la proteina NSP4, mostr6 union entre NSP4
y PPARYy en las diluciones de 1.56, 3.13, 50 y 400 con unos valores de absorbancia de
0.188+0.082, 0.212+0.072, 0.333+0.044 y 0.465+0.068 respectivamente, comparados con
los valores de los controles negativos NSP4 0.062+0.019, 0.075+0.037, 0.227+0.075,
0.417+0.109 y PPARy 0.116+0.005, 0.146+0.048, 0.300+£0.122 y 0.428+0.172 (Figura
10A-C). Para la ELISA de captura in-vivo en células, mostroé union de NSP4 con PPARYy y
con p-IKKa/B (Figura 10D-G).
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Figura 10. Determinacion de la unidon entre NSP4 y proteinas relacionadas con la via
PPARy — NFkB in-vivo en células e in-vitro. A-C. ELISA de captura unién in-vitro de las
proteinas recombinantes NSP4 con PPARy, RXR, PGC1. Expresion de cada proteina a
diferentes concentraciones. D. Elisa de captura unién in-vivo en células en células MA104
cotransfectadas con plasmidos que expresan proteina viral NSP4 y proteinas celulares
etiquetadas con Myc y Flag (PPARYy, PGC1, IKKa y NFkB). E. Elisa de captura unién in-
vivo en células en células MA104 infectadas con Rotavirus RRV MOI:0,8 y transfectadas
con plasmidos que expresan proteinas celulares etiquetadas con Myc y Flag (PPARYy,
PGC1, IKKa y NFkB). F. Elisa de captura union in-vivo en células en células MA104
transfectadas con plasmido que expresa proteina viral NSP4. G. Elisa de captura unién in-
vivo en células en células MA104 infectadas con Rotavirus RRV MOI:0,8.

El ensayo de ELISA de captura in-vitro para la proteina NSP5, no mostré union entre
NSP5 vy las proteinas celulares evaluadas (Figura 11A-C). En la ELISA de captura in vivo,
se observo unién de NSP5 con p-IKKa/B y NFkB (Figura 11D-G).
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Figura 11. Determinacion de la unién entre NSPS y proteinas relacionadas con la via
PPARy — NFkB in-vivo en células e in-vitro. A-C. ELISA de captura unién in-vitro de las
proteinas recombinantes NSP5 con PPARy, RXR, PGC1. Expresién de cada proteina a
diferentes concentraciones. D. Elisa de captura unién in-vivo en células en células MA104
cotransfectadas con plasmidos que expresan proteina viral NSP5, NSP6 y proteinas
celulares etiquetadas con Myc y Flag (PPARy, PGC1, IKKa y NFkB). E. Elisa de captura
union in-vivo en células en células MA104 infectadas con Rotavirus RRV MOI: 0,8 y
transfectadas con plasmidos que expresan proteinas celulares etiquetadas con Myc y
Flag (PPARy, PGC1, IKKa y NFkB). F. Elisa de captura unién in-vivo en células en células
MA104 transfectadas con plasmido que expresa proteina viral NSP5. G. Elisa de captura
unioén in-vivo en células en células MA104 infectadas con Rotavirus RRV MOI:0,8.

Dado que no fue posible tener plasmido de expresion en procariota para NSP6, no se
realizaron ensayos de ELISA in-vitro para esta proteina. Al evaluar los ensayos de ELISA
de captura in-vivo en células para NSP6, mostré unién con RXR, p-IKKa/B y p-NFkB
(Figura 12A-D).
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Figura 12. Determinacion de la unién entre NSP6 y proteinas relacionadas con la via
PPARy — NFkB in-vitro. A. Elisa de captura unidn in-vivo en células en células MA104
cotransfectadas con plasmidos que expresan proteina viral NSP6 y proteinas celulares
etiquetadas con Myc y Flag (PPARy, PGC1, IKKa y NFkB). B. Elisa de captura unién in-
vivo en células en células MA104 infectadas con Rotavirus RRV MOI: 0,8 y transfectadas
con plasmidos que expresan proteinas celulares etiquetadas con Myc y Flag (PPARY,
PGC1, IKKa y NFkB). C. Elisa de captura unién in-vivo en células en células MA104
transfectadas con plasmido que expresa proteina viral NSP6. D. Elisa de captura unioén in-
vivo en células en células MA104 infectadas con Rotavirus RRV MOI:0,8.

Estos resultados sugieren que PPARY se une con NSP1, 2, 3y 4, RXR se une con NSP1
y 2, p-IKK seune con 1, 2, 3, 4, 5, 6 y p-NFkB se une a NSP 5y 6, tanto in-vitro como in-
vivo en células.

8.7 SUPERPOSICION ENTRE PROTEINAS NO ESTRUCTURALES DE ROTAVIRUS
(NSP1, NSP2, NSP3, NSP4, NSP5 Y NSP6) Y PROTEINAS RELACIONADAS CON LA
VIA PPARy — NFkB

Para precisar si las proteinas no estructurales de Rotavirus (NSPs) que fueron positivas
para union en los ensayos de ELISA de captura in-vitro e in-vivo en células, estan
superpuestas con proteinas celulares relacionadas con la via PPARy y NFkB.
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Por medio de la técnica de epi-fluorescencia como una forma de tamizaje para luego
evaluar las células por medio de microscopia confocal, se analizd la expresion de cada
una de las proteinas en células MA104 transfectadas con cada uno de los plasmidos que
expresan NSPs (1-6) y se detecto la expresién de proteinas virales (NSPs) y celulares
(RXR, PGC1, PPARY, p- KKa/f y NFkB) por medio de anticuerpos. Posteriormente, en las
fotografias tomadas de cada grupo se realiz6 el analisis del calculo de superposicion de
proteinas, utilizando el programa Image J-JaCoP. En esta herramienta se calculd el
coeficiente de Pearson, el cual describe la correlacion de las distribuciones de intensidad
entre los canales, como método de evaluacion plantea que valores de -1 corresponde a
una exclusién, 0 distribucion al azar y +1 colocalizacion. El coeficiente de superposicion
(Overlap) es una medida de similitud que calcula la superposicién entre dos conjuntos,
donde estima que valores de 0 no hay superposicion entre los canales y valores de +1
superposicion perfecta entre los canales, este coeficiente puede estar dividido en dos
sub-coeficientes k1 y k2, los cuales indican el nivel de colocalizacion de cada canal por
separado; finalmente, el Coeficiente de Manders es una variante de los anteriores
calculos, el cual define por separado parte de la intensidad para cada canal y su
contribucién en el area colocalizada.

Como control negativo se detecté la expresion de las proteinas virales y celulares en
células MA104 sin infectar y sin transfectar, como control de transfeccion se utilizaron
células MA104 sin infectar y transfectadas con el vector vacio. Como control positivo se
detectd la superposicion entre NSP2+NSP5 en células MA104 co-transfectadas con
plasmidos que expresan para estas dos proteinas y en células MA104 infectadas con
Rotavirus a un MOI de 0.8 por 12 h.p.i.; unién reportada en la literatura [106].

Para evaluar si hay superposicion o no entre las proteinas evaluadas, se realizé una
comparacion entre los valores obtenidos de los coeficientes de los controles positivos y
los calculados en las células MA104 transfectadas; considerando como positivo para
superposicion todos los valores iguales o superiores a los coeficientes de Pearson y
Overlap reportados en el control positivo. Los resultados presentados son el promedio de
dos experimentos cada uno por duplicado.

Al evaluar la proteina RXR se observa que hay superposicion con NSP1, NSP2 y NSP4;
obteniendo valores de coeficiente de Pearson de 0.962, 0.960, 0.954; coeficiente overlay
0.969, 0.975 y 0.950 comparados con los calculados en los controles positivos
NSP2+NSP5 transfectadas 0.941, 0.939 y RRV 0.944, 0.939 (Figura 13A). La proteina
PPARYy mostrd superposicion con NSP1, NSP2, NSP3 y NSP4; con valores de coeficiente
de Pearson de 0.963, 0.960, 0.977, 0.947; coeficiente overlay 0.962, 0.961, 0.985 y 0.968
comparados con los calculados en los controles positivos NSP2+NSP5 transfectadas vy
RRV (Figura 13B). El analisis de la proteina PGC1 reporto que no presenta superposicion
con ninguna de las proteinas NSPs (Figura 13C). La proteina p-IKKa/B evidencid
superposicion con NSP2, NSP3 y NSP6, con valores de coeficiente de Pearson de 0.982,
0.969, 0.985; coeficiente overlay 0.965, 0.973 y 0.987 comparados con los calculados en
los controles positivos NSP2+NSP5 transfectadas y RRV (Figura 13D). La proteina p-
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NFkB mostré superposicion con NSP2 con valores de coeficiente de Pearson de 0.915 y
coeficiente overlay 0.946, comparados con los calculados en los controles positivos
NSP2+NSP5 transfectadas y RRV (Figura 13E).

Estos resultados sugieren que la proteina PPAR se superpone con NSP 1, 2, 3, 4, RXR
se superpone con NSP1, 2, 3, 4, p-IKK se superpone con NSP2, 3, 6 y p-NFkB se
superpone con NSP2.

A —— _ . i ¥ -
_ B

Figura 13. Superposicion entre proteinas NSPs y proteinas relacionadas con la via
PPARy - NFkB. A-E. Epi-inmunofluorescencia. Fotografias representativas de la
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deteccién de la expresion de las proteinas RXR, PGC1, PPARYy, p- KKa/B y NFkB, analisis
del calculo de superposicion de proteinas celulares y virales, utilizando el programa Image
J-JaCoP.

8.8 COLOCALIZACION ENTRE PROTEINAS NO ESTRUCTURALES DE ROTAVIRUS
(NSP1, NSP2, NSP3, NSP4, NSP5 Y NSP6) Y PROTEINAS RELACIONADAS CON LA
VIiA PPARy — NFKB

Para determinar si hay colocalizacién entre proteinas virales y celulares, por medio de la
técnica de microscopia confocal y analisis de fotografias por el programa Image J; se
analizaron los grupos que en el ensayo de epi-fluorescencia fueron positivos para
superposicion.

Células MA104 fueron transfectadas con cada uno de los plasmidos que expresan NSPs
(1-6) y se detecto la expresion de proteinas virales (NSPs) y celulares (RXR, PPARYy, p-
KKa/B y NFkB) por medio de anticuerpos. Posteriormente, se tomaron fotografias en el
microscopio confocal de barrido laser Olympus FV1000, con seccionamiento optico de las
muestras en plano Z (plano de profundidad) con un grosor de 2um, obteniendo 27
fotografias por campo por cada grupo analizado. El analisis del calculo de colocalizaciéon
de proteinas se realizé utilizando el programa Image J-JaCoP, calculando los coeficientes
de Pearson’s, Overlap y Mander’s.

Como control negativo se detectd la expresion de las proteinas virales y celulares en
células MA104 sin infectar y sin transfectar, como control de transfeccion se utilizaron
células MA104 sin infectar y transfectadas con el vector vacio. Como control positivo se
detectd la superposicion entre NSP2+NSP5 en células MA104 co-transfectadas con
plasmidos que expresan para estas dos proteinas y en células MA104 infectadas con
Rotavirus a un MOI de 0.8 por 12 h.p.i.; unién reportada en la literatura [106]. Los
resultados presentados son el promedio de dos experimentos cada uno por duplicado.

Al evaluar la proteina RXR se observd que hay colocalizacion con NSP1; obteniendo
valores de coeficiente de Pearson de 0.436 y coeficiente overlay 0.549 comparados con
los calculados en los controles positivos NSP2+NSP5 transfectadas 0.430, 0.572 y RRV
0.499, 0.546 (Figura 14A-B). La proteina PPARy mostré colocalizacion con NSP1 y
NSP3; con valores de coeficiente de Pearson de 0.505, 0.542; coeficiente overlay 0.519 y
0.545 comparados con los calculados en los controles positivos NSP2+NSP5
transfectadas y RRV (Figura 14A-C). La proteina p-IKKa/B evidencié colocalizacion con
NSP2, reportando valores de coeficiente de Pearson de 0.548 y coeficiente overlay 0.614,
comparados con los calculados en los controles positivos NSP2+NSP5 transfectadas y
RRV (Figura 14A-D). La proteina p-NFkB mostr6 superposicién con NSP5 con valores de
coeficiente de Pearson de 0.715 y coeficiente overlay 0.725, comparados con los
calculados en los controles positivos NSP2+NSP5 transfectadas y RRV (Figura 14A-E).

Estos resultados sugieren que PPARYy colocaliza con NSP1 y NSP3, RXR colocaliza con
NSP1, p-IKK colocaliza con NSP2 y p-NFkB colocaliza con NSP5.
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Figura 14. Colocalizacion entre proteinas NSPs y proteinas relacionadas con la via
PPARy — NFKB. A-E. Microscopia confocal. Fotografias representativas de plano focal Z
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con 2um de grosor, deteccion de la colocalizacion de las proteinas RXR, PPARYy, p-
KKa/B, p-NFkB y las proteinas virales NSPs. Analisis del calculo de colocalizacién de
proteinas celulares y virales, utilizando el programa Image J-JaCoP.

8.9 LA INFECCION POR ROTAVIRUS RRV AFECTA LA EXPRESION DE PPARy A
NIVEL CITOPLASMATICO Y A NIVEL NUCLEAR

Estudios en modelos de inflamacion y cancer, han documentado que la actividad de
PPARYy es inhibida por la via de sefalizacion TNF-a (Factor de necrosis tumoral alfa); esta
inhibicion se divide en dos tipos: Primero, la expresion de PPARy se reduce a nivel de
ARNmMm; segundo, la expresion de PPARy no cambia y la inhibicion es observada mediante
la reduccion de la actividad transcripcional de PPARyY, dando como resultado la perdida
de la actividad de union al ADN [115]. Ambos tipos de inhibicién son dependientes de la
activacion de la via IKK/NFkB [115, 116].

Teniendo en cuenta lo anterior, con el fin de establecer si la expresion de la proteina
PPARy a nivel citoplasmatico y a nivel nuclear se ve afectada por la infeccién por
Rotavirus RRV; por medio de la técnica de ELISA de captura se identificd la expresion de
las proteinas PPARYy y NFkB en células infectadas con Rotavirus RRV a un MOI de 0.8
por 12 h.p.i. y tratadas con tiazolinediona 153Mm por 12 horas, PPARy-GW9662 10uM
por 12 horas o curcumina 100uM por 12 horas, células sin infectar y transfectadas con
plasmidos que expresan cada una de la NSPs, tratadas con tiazolinediona, curcumina o
GW09662; para determinar la expresion de PPARy en el citoplasma y en el nucleo, se
realizé extraccion de los nucleos en células sin infectar e infectadas con la finalidad de
determinar la expresién de la proteina PPARYy de forma diferencial, mediante la técnica de
epi-fluorescencia se confirmd visualmente la extraccion de los nucleos, donde se identificd
la expresién de las proteinas Actina en el citoplasma y PGC1a en el nucleo;
adicionalmente, por Western blot se detectd la presencia de PPARy y p-PPARy a nivel
nuclear y citoplasmatico evidenciando la diferencia entre pesos moleculares; ademas, se
evalué la unién de PPARy con PGC1a a nivel citoplasmatico y nuclear.

Como control negativo se detectd la expresion de las proteinas celulares en células
MA104 sin infectar y sin transfectar, como control de transfecciéon se utilizaron células
MA104 sin infectar y transfectadas con el vector vacio, como control de expresion celular
en células tratadas, MA104 sin infectar son tratadas con tiazolinediona, curcumina o
GW9662. Como control positivo, evalud la expresion de las proteinas celulares en células
MA104 infectadas con Rotavirus a un MOI de 0.8 por 12 h.p.i. Los resultados presentados
son el promedio de dos experimentos cada uno por duplicado.

Al evaluar la proteina PPARYy, se pudo observar que su expresion aumenta en células
infectadas por Rotavirus, con respecto a las células no infectadas (Figura 15A), después
de realizar el ensayo de extraccion de nucleos, se tomaron fotografias representativas de
los diferentes grupos, como control se realizé la deteccién de actina como componente
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fundamental del citoesqueleto y PGC1a como receptor nuclear de PPARy, observando
que los nucleos fueron efectivamente aislados del citoplasma (Figura 15B), por medio de
la técnica de Western blot se detecto la expresion de PPARYy, evidenciandose la presencia
de dos bandas tanto en la fraccion citoplasmatica como en la fraccion nuclear, las cuales
corresponden a PPARy y p-PPARYy, se puede apreciar que en la fraccién citoplasmatica la
expresion de p-PPARy aumenta con respecto a la expresion de PPARy en células
infectadas, comparadas con células sin infectar; en la fraccion nuclear se observa
aumento en la expresion de PPARy en células infectadas con respecto a las no
infectadas, no se observa presencia de banda de la proteina p-PPARy (Figura 15C), al
evaluar la union entre las proteinas PPARy y PGC1a en las fracciones citoplasmaticas y
nuclear, se observé que a nivel citoplasmatico no se evidencia unién, a nivel nuclear hay
union en células que han sido infectadas con Rotavirus RRV y en células transfectadas
con plasmidos que expresan las proteinas NSP2 y NSP4 (Figura 15D-E). Finalmente, al
evaluar si hay cambios en la expresion de PPARy en presencia del agonista
Tiazolinediona o el inhibidor GW9662, células infectadas con Rotavirus RRV o
transfectadas con plasmidos que expresan para cada una de las NSPs, fueron tratadas
con cada uno de estos reactivos, se observd que la expresién de PPARy disminuye
significativamente con respecto a las células infectadas o transfectadas sin tratar (Figura
15F); de la misma manera al evaluar la expresion de NFkB en presencia del inhibidor
curcumina, se evidencié que en células infectadas con Rotavirus RRV o transfectadas con
plasmidos que expresan para cada una de las NSPs, tratadas con curcumina, la
expresion de esta proteina disminuye con respecto a las células que solamente fueron
infectadas o transfectadas (Figura 15G). Estos resultados sugieren que PPARYy esta
siendo fosforilado durante la infeccion por Rotavirus, encontrandose en el citoplasma;
adicionalmente, durante la infecciéon en el nucleo, PPARy se encuentra unido a PGC1aq,
sin embargo, la actividad transcripcional de PPRE disminuye. Por otra parte, al activar
PPARYy con un agonista como Tiazolinediona, la expresion de esta proteina disminuye en
células infectadas, pero la actividad transcripcional aumenta; igualmente, durante la
infeccidn aumenta la expresién de NFkB y su actividad transcripcional, al utilizar un
inhibidor de esta proteina se observa que tanto la expresion, como la actividad
transcripcional disminuyen.
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Figura 15. Expresion de PPARYy a nivel citoplasmatico y a nivel nuclear. A. ELISA de
captura de la expresion de la proteina PPARYy en células MA104 infectadas con Rotavirus
RRV. B. Epi-inmunofluorescencia de la expresion de PGC1 y Actina en citoplasma y
nucleo. C. Western Blot de la expresion de la proteina PPARy y p- PPARy en nucleo y
citoplasma. D. ELISA de captura de la unién in-vivo en células de las proteinas PPARYy-
PGC1 en células MA104 transfectadas con plasmidos que expresan NSPs de Rotavirus
RRV. E-F. ELISA directos de la expresion de las proteinas PGC1 y RXR en células
MA104 transfectadas con plasmidos que expresan NSPs de Rotavirus RRV.

9. DISCUSION

Estudios anteriores indican que durante la infeccién con Rotavirus, hay incremento de la
expresion de proteinas celulares como NFkB, Cox-2, HSC70, PDI y PPARYy; cuando estas
células infectadas son tratadas con un agonista de PPARy como pioglitazona, la
expresion de estas proteinas disminuye, causando a su vez reduccion en la produccién de
viriones [117]; otros estudios indican que hay farmacos eficientes en combatir la infeccién
por Rotavirus tanto in vitro, como en linea celulares [118, 119] in-vivo en células en
ratones lactantes ICR [118] y en nifios [67]. Igualmente, se ha encontrado que los
agonistas de PPARYy, vitamina C, ibuprofeno y diclofenaco, disminuyen la infeccion por
Rotavirus, aunque en menor porcentaje que NAC [67, 119]. También se conoce que los
agonistas pioglitazona y roziglitazona tienen efectos anti-inflamatorios debido a que
inhiben la activacion de NFkB [67].

62



Los resultados de las ELISAS de captura y directa para analizar la expresion de la
proteinas celulares relacionadas con la via PPARy-NFkB, mostraron que la expresion de
las proteinas celulares p-IKKa/p, NFkB y p- NFkB, PPARy, RXR y PGC1a, aumentaron en
células infectadas con Rotavirus y en células transfectadas con las diferentes NSPs.
Adicionalmente, por la técnica de luminiscencia, se analizé la expresion del promotor de
transcripcion de NFkB observando aumento de su expresién en células infectadas con
Rotavirus y en células transfectadas con NSP 4 y 5. Al analizar el factor de transcripcion
PPRE se observé disminuciéon de la expresién en células infectadas con Rotavirus y en
células transfectadas con NSPs. Estos resultados sugieren que RRV activa la via NFkB,
aumentando la expresion de proteinas p-IKK y p-NFkB. Este aumento también se ve
reflejado cuando hay expresién de las NSPs 1, 3, 4, 5 y 6. Por otra parte, se evidencia
que la infeccién por rotavirus estimula la activacion del promotor de transcripcion NFkB,
observandose este aumento también en células que expresan proteinas NSP4 y NSP6 a
nivel citoplasmatico. Por otra parte, la infeccién por Rotavirus RRV, aumenta la expresion
de las proteinas PPARy, PGC1 y RXR pero disminuye la actividad transcripcional de
PPRE.

La literatura ha reportado que al igual que otros virus, proteinas virales pueden interactuar
con proteinas celulares durante el ciclo replicativo viral, Rotavirus establece una
interaccion intima y compleja con la célula huésped para contrarrestar las respuestas
antivirales provocadas por la célula. De varios receptores de reconocimiento de patrones
(PAMP) del huésped, las helicasas de ARN citosdlico interactuan con el ARN viral para
activar la proteina de senalizacién antiviral mitocondrial (MAVS), que regula la respuesta
de interferdn celular. La proteina no estructural de rotavirus 1 (NSP1), que es un conocido
antagonista de IFN, interactua con MAVS vy lo degrada, lo que resulta en una pérdida
completa de la maquinaria de deteccion de ARN en la célula infectada [120].
Adicionalmente, se conoce que Rotavirus por medio de la proteina NSP1 inhibe la via
NFkB por degradacion de B-TrcP, la cual es requerida para la degradacion de kB y
activaciéon de NFkB [121]; también se sabe que la proteina NSP3 participa como sustituto
transripcional del complejo PABP-poli A, interaccionando con el factor de iniciacién de la
traduccion elF4G, facilitando la traduccion de mRNAs virales por medio del
reconocimiento del motivo terminal GACC [122]; respecto a NSP4 se sabe que
interacciona con caveolina 1, ciclofilina A, ciclofilina 40, Hsp 56 y colesterol, importante
para la distribucién celular de NSP4 en la célula [123, 124]; asi mismo, NSP2 se
ensambla en complejo con NSP5, VP1, VP2 y tubulina, para el montaje y maduracion del
viroplasma [125], y remodelacion de la red de microtubulos [126], respecto a NSP6 es
conocido que puede afectar funciones mitocondriales durante la infeccién por Rotavirus
[127].

Dado lo anterior, se quiso determinar si hay union entre proteinas no estructurales de
Rotavirus (NSP1, 2, 3, 4, 5 y 6) y proteinas relacionadas con la via PPARy-NFkB; por
medio de las técnicas de ELISA de captura, epi-fluorescencia y microscopia confocal.
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Por medio de la técnica de Elisa de captura se evaluaron las uniones in-vitro (entre
proteinas recombinantes celulares PPARy, RXR, PGC1a y proteinas recombinantes
virales NSP1, NSP2, NSP3, NSP4 y NSP5); dando como resultado unién in-vitro entre
PPARyY-NSP1, 2, 3, 4 y RXR-NSP1.

De la misma manera, se evalud la unién in-vivo en células en células MA104; donde se
dividieron en cuatro modelos de analisis denominados co-transfeccion,
infeccidn+transfeccion, transfeccion e infeccion; obteniendo como resultado unién in-vivo
en células entre PPARy-NSP1, 2, 3, 4; RXR-NSP1, 6; p-IKK-NSP1, 2, 3, 4, 5, 6 y p-NFkB-
NSP5, 6.

Posteriormente, para precisar si las proteinas no estructurales de Rotavirus (NSPs) que
fueron positivas para union en los ensayos de ELISA de captura in-vitro e in-vivo en
células, estan superpuestas con proteinas celulares relacionadas con la via PPARy y
NFkB. Por medio de la técnica de Epi-fluorescencia, se analiz6 la expresion de cada una
de las proteinas evaluadas y se calculd la superposicidon, mediante los coeficientes de
Pearson, superposicion (overlap) y manders; concluyendo que PPARYy se superpone con
NSP1, 2, 3, y 4; RXR con NSP1, 2, 3, 4; p-IKK con NSP2, 3, 6 y p-NFkB con NSP2.

Para determinar si las uniones evidenciadas por superposicién estan colocalizando, por
medio de la técnica de microscopia confocal y el célculo de los coeficientes de Pearson,
superposicion (overlap) y manders; se evaluaron las uniones que fueron positivas en la
evaluacion por Elisa de captura in-vitro e in-vivo en células y epi-fluorescencia. Donde se
observd que PPARY colocaliza con NSP1 y NSP3, RXR con NSP1, p-IKK con NSP2 y p-
NFkB con NSP5.

Adicionalmente; estudios anteriores han documentado que la actividad de PPARYy es
inhibida por TNF-q, esta inhibicién puede ser dividida en dos tipos: Primero- La expresion
de PPARYy se reduce a nivel de ARN mensajero (ARNm); segundo- la expresion de
PPARy no cambia y la inhibicién es observada mediante la reduccion de la actividad
transcripcional de PPARYy, como resultado de la perdida de la actividad de uniéon con el
ADN [115, 128]. Ambos tipos de inhibicion son dependientes de la activaciéon de la via
IKK/NFkB [128].

Por otra parte, la via de sefalizacion TNFa, junto con EKK y JNK, fueron reportadas como
inhibidores de la actividad transcripcional de PPARYy, por medio de la fosforilacién de los
residuos serinas de la proteina [129, 130].

Asimismo, la proteina HDAC3 regulada por TNF-a; que se encuentra asociada a IkB a
nivel citoplasmatico, después de la degradacién via proteosoma de IkB, se trasloca al
nucleo, donde inhibe la actividad transcripcional de PPARYy, a través de la desacetilacion
de histonas [131].

Dado lo anterior, con el fin de establecer si la expresion de la proteina PPARYy a nivel
citoplasmatico y a nivel nuclear se ve afectada por la infeccion por rotavirus; por medio de
las técnicas de ELISA de captura y Western blot; se observé que la expresion de PPARYy
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aumentaba significativamente cuando las células sin infectar eran tratadas con
tiazolinediona y con el inhibidor GW9662, cuando las células son infectadas con
Rotavirus RRV aumentan significativamente la expresion de PPARYy, en células infectadas
y tratadas con tiazolinediona disminuye la expresién y en células infectadas o células
transfectadas con las diferentes NSPs y tratadas con GW9662 aumenta la expresion de
PPARYy, en presencia de NSP1, NSP5 y NSP6. Adicionalmente; al analizar la expresion
de NFkB, en células infectadas con Rotavirus RRV aumentan significativamente la
expresion de NFkB, en células infectadas o transfectadas con las diferentes NSPs y
tratadas con curcumina, la expresion de esta proteina disminuye significativamente, en
presencia de NSP2 y NSP4.

Durante la infeccién por Rotavirus, la expresion de NFkB y su actividad transcripcional
aumentan, se observa que RXR colocaliza con NSP1, PPARy colocaliza con NSP1 y
NSP3, p-IKKa/f colocaliza con NSP2 y NFkB colocaliza con NSP5. Adicionalmente, a
nivel citoplasmatico se detecté que a las 12 h.p.i. PPARYy esta siendo fosforilado. Por otra
parte, en el nucleo, PPARy se encuentra unido a PGC1a, sin embargo, la actividad
transcripcional disminuye.

10. PERSPECTIVAS

Este trabajo aporta nuevo conocimiento respecto al ciclo replicativo viral de rotavirus,
proporcionando nueva informacion acerca de la formacién de nuevos complejos entre las
proteinas no estructurales de rotavirus y las proteinas celulares como RXR, PPARYy y p-
IKKa/B a las 12 horas post-infeccion; adicionalmente, se observa que durante la infeccion
la proteina PPARYy esta teniendo modificaciones post-traduccionales como la fosforilacion
explicando de esta manera la diminucion observada en la actividad transcripcional al
evaluar PPRE. Cabe resaltar que es de gran importancia, continuar en el estudio de la
relacién de via anti-inflamatoria y la infeccidn por rotavirus; corroborando las uniones de
estas proteina por métodos mas sensibles como FRET, identificando cuales serian las
funciones de estos complejos dentro del ciclo replicativo viral, estudiando los niveles de
RNA mensajero de PPARy y esclareciendo paso a paso que ocurre con esta via de
sefalizacion cuando la células son infectadas con rotavirus y que sucede cuando la
proteina es activada por algun agonista.
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