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RESUMEN

Fn este trabajo estudiamos las interacciones inciales rotavirus-célula huésped que
conducen a una infeccién productiva, especificamente las relacionadas con la penetracion y la
desencapsidacién de la particula viral. La estrategia unlizada para el estudio de la penetracion
fué desarrollar un sistema de penetracién de pseudo-particulas virales (VLP’s). Las VLP’s
carecen de genoma viral y medir su penetracion por replicacion viral es imposible, por lo que
montamos y caracterizamos la coentrada de toxinas dependiente de la entrada de rotavirus.
Estas toxinas son impermeables a la célula y tienen como blanco la maquinaria de sintesis de
proteinas, por lo que su ingreso al citoplasma nos evidencia de manera indirecta la

penetracion del virus y/6 de las VLP’s.

Culunitamus que 1a Hiieecion con roravirus induce una permeabilizacion temprana de
la membrana de células MA104 en cultivo y promueve la coentrada de toxinas como a-
sarcina. Esta permeabilizacién requiere de que el virus sea infeccioso y el grado de
permeabilizacion depende de la dosis viral utilizada. siendo 10 particulas infecciosas/célula
suficientes para alcanzar el maximo nivel de permeabilizacion. La coentrada es transitoria y
quizas simultanea con la entrada viral; es especifica. va que cehulas poco suceptibles a la
infeccion con rotavirus no son permeabilizadas. La coentrada de toxina mediada por rotavirus
no se afectd con inhibidores de endocitocis como dansilcadaverina v citocalasina D; asi como
tampoco por el tratamiento de las células con bafilomicina AT (un inhibidor de la ATPasa de
protones vacuolar), lo que sugiere que el bajo pH v cl gradiente de protones dentro de los

endosomas no sc requieren para la permeabilizacion.

Respecto a desencapsidacion encontramos que el uso de iondforos de calcio y
tapsigargina que incrementan la concentracion intracelular de caicio ([Ca"]) por dos
mecanismos diferentes, no afectd la coentrada de u-sarcina ni la sintesis de proteinas virales,

lo que sugiere que la baja [Ca’*]. no es esencial para los primeros eventos de la infeccion.
1

Finalmente encontramos que VLP’s de composicion protéica completa
(VP2/VPG6/VP7/VP4) inducen la coentrada de toxina de manera dosis dependiente y que esta
permeabilizacion requiere de la presencia de la proteina VP4 ensamblada en la pseudo-
particula viral. Sin embargo, la coentrada de a-sarcina no depende del corte proteolitico de las

VLP’s con tripsina ni fué inhibida con anticuerpos neutralizantes 6 por el tratamiento de las




células con neuraminidasa, lo que sugiere un cambio conformacional en las proteinas

estructurales de rotavirus ensambladas en el sistema de VLP’s .
ABSTRACT

In this work we studied the rotavirus-host cell early interactions that lead to a

productive infection, specifically those related to penetration and uncoating of viral particle.

To study virus entry we developed an assay to measure the penetration of virus like
particles (VLP’s). Because VLP’s lack viral genome measurement of their penetration by
viral replication is imposible. To circumvent this difficulty we have characterized the
rotavirus-induced coentry of toxins. These toxins are non-cell permeable, and since they have
the translation machinery as a molecular target, their presence in cytoplasm indirectly

[P DI 1Ty .
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We found that rotavirus infection induces an early membrane permeabilization of
MA104 cells in culture and promotes the coentry of toxins such as a-sarcin. This cell
permeability was shown to depend on infectious virus and was also shown to be virus dose
dependent with 10 infectious particles per cell being sufficient to achieve maximum
permeability. The coentry is transient maybe simultancous with virus entry, and specific since
cells that are poorly permissive for rotavirus were not permeabilized. The rotavirus-mediated
coentry of toxin was not blocked by the endocytosis inhibitors dansylcadaverine and
cytochalasin D or by the vacuolar proton-ATPase inhibitor bafilomycin Al, suggesting that
neither acidic pH or a proton gradient across endosomes is required for permeabilization of

the cells.

In respect to uncoating we found that calcium ionophores and thapsigargin,
compounds that raise the intracellular concentration of calcium ([Ca*" ]) by different
mechanisms, did not block the coentry of a-sarcin nor affect the onset of viral protein
synthesis, suggesting that a low [Ca®™ ] is not essential for the initial steps of the virus life

cycle.

Finally we found that complete VLP’s {protein composition VP2/VP6/VP7/VP4)
promote the coentry of toxin in a dose dependent manner, and this cell permeabilization
requires assembled VP4 protein in the VLP. However, a-sarcin coentry does not seem to

depend on the trypsin treatment of VLP’s nor was inhibited by viral neutralizaing antibodies



células con neuraminidasa, lo que sugiere un cambio conformacional en las proteinas

estructurales de rotavirus ensambladas en el sistema de VLP’s.
ABSTRACT

In this work we studied the rotavirus-host cell early interactions that lead to a
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We found that rotavirus infection induces an early membrane permeabilization of
MA104 cells in culture and promotes the coentry of toxins such as a-sarcin. This cell
permeability was shown to depend on infectious virus and was also shown to be virus dose
dependent with 10 infectious particles per cell being sufficient to achieve maximun
permeability. The coentry is transient maybe simultancous with virus entry, and specific since
cells that are poorly permissive for rotavirus were not permeabilized. The rotavirus-mediated
coentry of toxin was not blocked by the endocytosis inhibitors dansylcadaverine and
cytochalasin D or by the vacuolar proton-ATPase inhibitor bafilomycin Al, suggesting that
neither acidic pH or a proton gradient across endosomes is required for permeabilization of

the cells.

In respect to uncoating we found that calcium ionophores and thapsigargin,
compounds that raise the intracellular concentration of calcium ([Ca’™ ];) by different
mechanisms, did not block the coentry of a-sarcin nor affect the onset of viral protein
synthesis, suggesting that a low [Ca> ], is not essential for the initial steps of the virus life

cycle.

Finally we found that complete VLP’s (protein composition VP2/VP6/VP7/VP4)
promote the coentry of toxin in a dose dependent manner, and this cell permeabilization
requires assembled VP4 protein in the VLP. However, a-sarcin coentry does not seem to

depend on the trypsin treatment of VLP’s nor was inhibited by viral neutralizaing antibodies
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or by the treatment of cells with neuraminidase. This result suggests that rotavirus structural

proteins have undergone a conformational change when assembled in the VLP’s system.
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GENERALIDADES.

Hace 25 aiios Bishop y colaboradores descubrieron los rotavirus humanos mediante
microscopia eléctronica de biopsias duodenales de nifios con diarrea deshidratante severa,
desde entonces, estos virus han sido reconocidos como el principal agente etiologico de
gastroenteritis viral infantil y de crias de animales de importancia econdémica para el hombre.
Estudios de campo en mas de 50 paises han demostrado que estos vi.rus son la causa del 35-
70% de las hospitalizaciones por diarrea severa, y llegan a ocasionar cerca de 870,000
muertes por afio en nifios menores de dos afios en paises en vias de desarrollo (Glass et al,,

1996, Kapikian & Chanock, 1996).

La via de infeccién de rotavirus es principalmente por la ruta oral-fecal y es altamente
cultagiosa, rese a los estuerzos por prevenir la enfermedad implementando medidas de
sanitarizacion del agua, se estima que en paises desarrollados y en los subdesarrollados la
mayoria de los mfios de 3 a 5 afios de edad han sido infectados por rotavirus (Glass ef al,,
1996); de aqui la importancia del entendimiento de la biologia molecular e inmunologia de
estos virus que permitan desarrollar mecanismos de proteccion efectiva que prevenga la

infeccidn.

Estos virus comprenden un género dentro de la familia Reoviridae, son virus de
simetria icosahédrica de 76 nm de diametro; estructuralmente carecen de membrana lipidica y
estan compuestos por ires capas concentricas de proteinas y un genoma de 11 segmentos de

RNA de doble cadena (fig. 1) (Estes, 1996).

Microscopicamente, se pueden encontrar tres tipos de particulas: De triple capa, doble
capa y nucelocapsides ¢ ‘“cores™; cuyos didmetros varian de 76 a 50 nm. /n virro, las
particulas de doble capa y “cores™ se producen por disrupcion quimica y se desconoce si estas
particulas son idénticas a las particutas subvirales intermediarias que se sintetizan durante la

replicacion viral (Estes & Cohen, 1989).

Los 11 segmentos de RNA estan contenidos dentro de la nucleocdpside viral. El
tamafio de los genes varia de 667 a 3,302 pares de bases (pb), que en su conjunto constituyen

un genoma de aproximadamente 18,500 pb (Estes & Cohen, 1989, Patton, 1995).

Cada segmento de RNA inicia con una secuencia conservada en el extremo 5’ que

forma parte de una regién no traducida, seguida de ¢sta se encuentra el marco de Jectura



abierto que codifica para el producto proteinico y posteriormente otra secuencia 3’ terminal no
traducida y conservaa;a,, que carece de sefiales de poliadenilacion. La longitud de las
secuencias 5’ y 3’ no traducidas varia entre los genes pero es conservada para cada gen entre
las distintas cepas (Patton, 1995). La funcién de las secuencias no traducidas se desconoce,
sin embargo, dado que forman estructuras secundarias se cree que son el sitio de unién de las
proteinas virales que interaccionan con el RNA durante la transcripcidn, replicacion y

empaquetamiento del genoma (Patton, 1995).

En general la secuencia nucleotidica de los genes es rica en A-T (58-67%) vy la
mayoria de éstos codifican para un solo marco abierto de lectura. El primer coddn de inicio de
la traduccién mantiene las caracteristicas del consenso de Kozak (Kozak, 1981). La hebra
positiva de cada RNA gendmico contiene la secuencia nucleotidica m’GpppG ™GPY de tal
manera que se produce un RNA mensajero (RNAm) con la estructura CAP en el extremo 5°

(Estes & Cohen, 1989).

La replicacion de los rotavirus involucra la formacién de tres tipos distintos de
particulas subvirales intermediarias de replicacion (R1’s, replication intermediates). La menor
de ellas se denomina “precore-RI” y contiene las proteinas de la capside VP1y VP3; asi como
las proteinas no estructurales NSP1, NSP2 y NSP3. El segundo intermediario es el “core-RI”,
en el que disminuyen los niveles de NSP3 y se aifiaden el genoma viral y las proteinas VP2 y
NSP5. El empaquetamiento del genoma viral dentro de la cépside, requiere de interacciones
intimas proteina-RNA. Por la longitud del genoma y ¢l tamafilo de la capside, se cree que las
proteinas dan fiexibilidad a las moléculas de RNA de tal manera que puedan ser acomodadas
dentro de la misma. La maduracién del “core-RI1” a “VP6-RI” es dirigida por la afinidad
entre VP6 y VP2. Finalmente las proteinas no estructurales salen del complejo y se obtiene
una particula de doble capside, esta particula probablemente une la VP4 soluble en citoplasma
y luego interacciona con NSP4 que se localiza junto con VP7 en el reticulo endoplasmico de

la célula infectada (Patton, 1995).

Las propiedades especificas de cada una de las proteinas no estructurales no se
conocen con precisidn, sin embargo algunas caracteristicas como su carga positiva, la
capacidad de unir RNA y su presencia restringida a particulas subvirales con actividad
replicasa, sugieren que estas proteinas funcionan como parte del complejo de replicacién, ya

sea como chaperonas para el transporte de RNA, y/6 de las proteinas al sitio de replicacién 6



ensamblaje; 6 como reclutadoras de los RNA’s genémicos durante el empaquetamiento de la

particula viral (Estes, 1996).

ESTRUCTURA Y CARACTERISTICAS DE LAS PROTEINAS ESTRUCTURALES
DEL ROTAVIRUS.

Las tres capas de proteinas que dan estructura a los rotavirus son: nucelocapside

“core”, capa intermedia y capa externa (Fig. 1).

La nucelocapside estd formada mayoritariamente por 60 dimeros de la proteina
estructural VP2 y 12 moléculas de cada una de las proteinas VP1 y VP3. Existen evidencias
que sugieren que todas las proteinas de la nucleocéapside estan ligadas a la funcion de RNA

polimerasa viral (Estes & Cohen, 1989).

VP2 es una proteina de 94 kDa, capaz de unir RNA y su presencia es esencial para la
funcién de replicasa. VP1 parece no tener funcion estructural dada su baja proporcion en la
masa viral, sin embargo comparte secuencias consenso con las distintas RNA polimerasas
dependientes de RNA, lo que hace suponer que ésta proteina funciona como la RNA
polimerasa viral. A VP3 se le atribuye la funcidn de guanililtransferasa dada su capacidad de

unir a-"P-GTP (Estes, 1996).

La capa intermedia de rotavirus esta formada por 260 trimeros de VPG; ésta proteina
es la mas abundante en el viridn y constituye aproximadamente el 51 % de la masa viral.
Tiene un peso molecular de 44 kDa y es hidrofobica; ademas, VPO desempefia un papel
importante en la estructura del virién dado que interacciona con las proteinas de capa externa
y con la VP2, en la nucleocapside. Ademas esta proteina comparte epitopes conservados entre
las diferentes cepas de rotavirus, por lo que generalmente es la proteina blanco en ensayos de

diagnéstico (Estes, 1996, Estes & Cohen, 1989).

La capa externa del viridn esta constituida por las proteinas VP7 y VP4, VP7 forma la
superficie lisa del viridn de la que se proyectan 60 dimeros de VP4 en forma de espiculas.
VP7 es una glicoproteina de 37 kDa, es la segunda proteina estructural mas abundante (*780
copias por virus), es altamente inmunogénica e induce la produccién de anticuerpos

neutralizantes (Estes & Cohen, 1989).
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VP4 es una proteina no glicosilada de 88 kDa, es inmunogénica, e induce inmunidad
protectora en ratones. A VP4 se le atribuyen distintas funciones biolégicas como la
especificidad de huésped, la interaccién inicial virus-célula y la capacidad de aglutinar

eritrocitos humanos (hemaglutinacién, HA) (Estes & Cohen, 1589).

La infectividad de los rotavirus se incrementa y depende del tratamiento del virus con
tripsina. La tripsina corta 2 VP4 especificamente en dos polipéptidos, VP8 (28KDa) y VP5
(60 KDa), que representan los extremos amino y carboxilo terminal de la proteina,
respectivamente (fig. 2) (Espejo et al., 1981, Estes et a/., 1981). Se sabe que la unidn del virus
a la célula es independiente del tratamiento del virus con tripsina (Clark et al., 1981, Fukuhara
et al., 1988, Kaljot et al., 1988), por lo que se ha especulado que el corte proteolitico
desencadena un paso posterior en el ciclo replicativo del rotavirus (presumiblemente la
penetracion), que debe ser disparado ya sea por los extremos recién generados por el corte, 6
por un posible cambio conformacional en VP4 que ocurre como consecuencia del corte
proteolitico (Lépez et al, 1985). Al respecto, cabe mencionar que por estudios de
criomicroscopia eléctronica no se han detectado cambios significativos en la estructura de la

VP4 cortada 6 no con tripsina (Raming et al., 1993).

La diversidad de estudios bioquimicos con VP4 y la comparacion de las secuencias
reportadas hasta la fecha han permitido ubicar distintos dominios funcionales dentro de esta

proteina (fig. 2) como son:

1) El sitio de corte con tripsina. La determinacion de la estructura primaria del sitio de
corte mediante degradacion secuencial de Edman, evidencié que VP4 se corta en tres residuos
de arginina totalmente conservados entre las distintas cepas de rotavirus en las posiciones 231,

241y 247 (Arias et al., 1996, Lépez et al., 1985).

i) Ei dominio de HA. La construccién de genes quiméricos de VP4 entre cepas
hemaglutinantes y no hemaglutinantes de rotavirus y su expresidn en el sistema de
baculovirus, evidencid que el dominio de HA se ubica entre los aa 93-208 (dentro de VP8)

(Fuentes Panana et al., 1995).

iii) La delimitacién de VP8 como la regién responsable de la interaccion con residuos
de acido sialico (AS) en la membrana celular. La caracterizacién mas especifica del dominio
de unién a AS en VP8, por mutagénesis dirigida y su expresidn en bacterias como proteina de

fusion a GST, demostré que los residuos Tyr-155, Tyr-188 y Ser-190 son esenciales para la
9



actividad de unién a acido sialico en la proteina VP8 del rotavirus de simio RRV (Isa er al.,

1997).

iv) La identificacién de una regién hidrofébica entre los aminoacidos 384-401 dentro
de VPS5, que presenta un 45% de identidad con una regién importante para la fusién de los
alfavirus (Sindbis y Semliki), por lo que se ha especulado que ésta podria tener una funcién

similar en rotavirus (Mackow et al., 1988).

v) La formacion de dos puentes disulfuro intramoleculares entre los residuos de
cisteina altamente conservados en las posiciones 203-216 y 318-380, de algunas cepas de

rotavirus que infectan animales (Patton et al., 1993).

vi) La reciente descripcién de que la proteina VP4 contiene la secuencia DGE (aa 307-
Ve pars umil anicSimas uel Upu wZpl y el plogqueo de la Inteccion por la
preincubacion del virus con péptidos sintéticos que contienen estas secuencias d la de las
células con anticuerpos monoclonales dirigidos contra éstas integrinas, sugiere que estas
moléculas participan activamente en la adsorcidn 6 penetracion del virus a su célula huésped

(Coulson et al., 1997).

! VP4 '
C.-C cT C-C
Y
1 HA Int RH 776
NH2 l COOH
! VP8 1 VP5 I

HA = dominio de hemaglutinacion aa 98-203

C-C= puentes disulfuro Cys 203-216, 318-380
CT = sitto de corte con tripsina Arg 231,241,247

Int = ligando de integrinas aa 307-309

RH= regidén hidrofébica aa 384-401

Figura 2. Representacidn esquemadtica de VP4. Se muestran los polipéptidos VP8 vy
VPS5, asi como los sitios de corte con tripsina que los originan. Se indican losdominios
mas relevantes : hemaglutinacion, region hidrofébica, secuencia dereconocimiento a
integrinas. La posicién de los puentes disulfuro también seindica.

10



Las proteinas VP4 y VP7 interaccionan intimamente en la superficie del viridén
maduro y se ha demostrado que ésta interaccion afecta la expresion de ciertos fenotipos y las
propiedades antigénicas de las proteinas. El analisis de rotavirus rearreglantes cuyas proteinas
de capa externa provienen de cepas parentales diferentes han mostrado que la reactividad de
los anticuerpos monoclonales dirigidos contra VP8 y VP5 puede aumentar 6 disminuir
dependiendo del origen de la VP7 acompaiante (Chen et al., 1992). Adicionalmente se ha
reportado que la expresion de ciertos fenotipos como son el tamario de placa, la capacidad de
formar placas en ausencia de tn'psina,- y los titulos altos de replicacion viral son afectados por
el fondo genético de los rearreglos y dependen del origen de ambas proteinas de capa externa
para su expresidon (Chen er al., 1989, Xu & Woode, 1994). Recientemente, en nuestro
laboratorio se demostro que la especificidad de union al receptor, fenotipo modulado por VP4,

se ve influenciada por el origen de la VP7 seleccionada (Méndez er «i., 1996).

CICLO REPLICATIVO.

La infeccién por rotavirus se inicia mediante la interaccién de alguna (s) de las

proteinas de capa extema, con el (los) receptor (es) de la membrana celular,

Cuando el virus ha sido internalizado, inicia la transcripcion del genoma viral, que
involucra la sintesis del RNAm que puede ser utilizado tanto para la sintesis de proteinas, ¢
como templado para sintetizar la hebra complementaria durante la replicacion del genoma. La
transcripcion y morfogénesis de las particulas subvirales ocurre en regiones electrodensas del
citoplasma denominadas viroplasmas, que son zonas ricas en proteinas virales y que se
localizan en la periferia del reticulo endoplasmico (RE). Una vez ensambladas en el
viroplasma, las particulas subvirales que contienen dos de las tres capas proteinicas geman
hacia el lumen del RE. La proteina no estructural NSP4 funciona como receptor de las
particulas subvirales sobre la membrana del RE. En el proceso de gemacidn, el virus adquiere
una membrana lipidica transitoria, que se pierde conforme las particulas migran dentro del RE
y es remplazada por una capa de proteinas (VP7 y VP4) que conformaran la capa externa del
virién. Finalmente las particulas virales maduras son liberadas por lisis celular (Fig. 3) (Estes,

1996).

11
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PRIMEROS EVENTOS DE LA INFECCION POR ROTAVIRUS.

Se considera que las primeras interacciones del virus con su célula huésped involucran
la adsorcion y penetracién a través de una ¢ varias moléculas receptoras; asi como la
desencapsidacién de la particula viral, con la subsecuente liberacién de la particula

transcripcionalmente activa,

-

In vivo, los rotavirus tienen un tropismo celular sumamente especifico; la replicacién
viral solo se lleva a cabo en los enterocitos diferenciados de las vellosidades del intestino
delgado (Estes & Cohen, 1989). En estudios sistematicos del ciclo replicativo viral en lineas
celulares que difieren en la susceptibilidad a la infeccién por rotavirus, Bass y colaboradores
demostraron que la adsorcion, el ensamble y la liberacion de particulas, no son el principal
determinaintc wn la succpubilidad a ta inteccion, ya que las diferentes lineas celulares no
susceptibles fueron capaces de unir virus y sostener una replicacidn viral tan eficientemente
como las células permisivas (Bass et al., 1992). Sus resultados demostraron que la
penetracidn a través de la membrana es el paso limitante de la infeccidn, y que las lineas
celuilares no permisivas poseen las moléculas de superficie responsables de la unién de
rotavirus pero que son incapaces de mediar eficientemente su penetracién al compartimento
citoplasmico donde se inicia la transcripcion. Este bloqueo quizas se deba a que estas células

carecen de la molécula celular responsable de la intemalizacion del virus.

ADSORCION

El primer evento de un ciclo infectivo viral involucra la interaccion especifica entre
una proteina del viridn, a la que se le denomina proteina de adsorcidn viral, y un constituyente
de la superficie celular que funciona como su receptor. A ésta interaccion se le conoce como
adsorcion del virus a su célula huésped. Las proteinas virales de adsorcion pueden ser las
proteinas que forman la capa externa de los virus no envueltos ¢ las proteinas de la membrana
viral en los virus envueltos. Esta interaccidn es muy especifica para cada sistema virus-célula,

y puede llegar a alterarse por cambios en la proteina viral y en la molécula receptora.

En muchos sistemas virales esta claro que se requiere el reconocimiento de mas de un
receptor para la interaccion virus-célula huésped; en un gran numero de familias virales como
herpes simplex, adenovirus y HIV, se ha observado que la union inicial es promiscua y

permite una asociacién rapida del virus con la célula; la siguiente interaccidon es mas
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especifica (probablemente es la que determina el tropismo del virus) y conduce a la
internalizacidn del virion (Haywood, 1994). Por otré--pane, multiples receptores celulares
pueden actuar simultineamente para modularse uno al otro 6 complementarse en funcién;
alternativamente los receptores pueden actuar secuencialmente, es decir la unién al primero
puede causar cambios conformacionales en el virus (6 en la célula) de tal manera que se

expongan regiones necesarias para que se reconozca el segundo receptor (Haywood, 1994).

En rotavirus, existen datos contradictorios acerca de las proteinas virales que
intervienen en el proceso de adsorcidn; las dos proteinas de capa externa VP4 y VP7, han sido
involucradas en este evento (Bass ef al., 1991, Fukudome et al., 1989, Fukuhara et al., 1988).
Sin embargo, los resultados mas recientes favorecen a VP4 como la proteina viral responsable
de la adsorcién del virus. Por parte de la célula, se sabe que la adsorcidn inicial de los
rotavirus que infectan animales, es mediada por residuos de 4cido sidlico en la membrana
celular, ya que el tratamiento de las células con neuraminidasa (enzima que remueve ¢l acido
sidlico de 1a membrana) ¢ la preincubacién de los virus con glicoforina A (glicoproteina con
alto contenido de residuos de acido sidlico) inhiben la adsorcion ¢ infeccion de estos virus
(Fukudome er a/., 1989, Keljo & Smith, 1988, Yolken er al., 1987). Por el contrario las cepas
de rotavirus que infectan humanos no requieren de la interaccidn con 4cido sidlico para

infectar (Fukudome et al., 1989).

Recientemente en nuestro laboratorio se aislaron mutantes de rotavirus de origen
animal, que son capaces de infectar células tratadas con neuraminidasa (Méndez et al., 1993).
El aislamiento de éstas mutantes permitié demostrar que la unién a acido silico no representa
un paso esencial en la infeccidn de células epiteliales en cultivo por cepas de rotavirus de
origen animal, ademds de evidenciar una nueva interaccidén rotavirus-célula huésped
independiente de acido sidlico que podria ser la responsable de la penetracién del virus hacia
el citoplasma celular. Estudios funcionales con éstas mutantes han permitido establecer que
quizas ¢l extremo carboxilo terminal de VP4, es decir VP5 sea la proteina viral responsable de

la interaccién dcido-sialico independiente.

Recientemente se reportd que VP4 y VP7 interactian con distintas integrinas durante
la infeccidn; ambas proteinas contienen secuencias de tripéptidos que sirven de sitios de
reconocimiento a integrinas. Al parecer la interaccion de VP4 con éstos ligandos es la mas

significativa durante la infeccidn ya que en condiciones de bloqueo de la infectividad (en las
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que se realizo una preincubacién de las células con péptidos sintéticos que mimetizan las
secuencias de unién a integrinas ¢ anticuerpos monoclonales anti-integrinas) ésta se
disminuyé en un 90% con respecto al experimento control. Sin embargo, dado que los
péptidos con las secuencias de VP7 inhiben en un 50% la infectividad, no podemos descartar

el papel de ésta proteina en el proceso de unién a la célula (Coulson et al., 1997).

PENETRACION

En una infeccién viral el paso siguiente a la adsorcidn es la entrada del virus hacia el
citoplasma celular 6 penetracién. Existen por lo menos tres mecanismos diferentes descritos
hasta la fecha, por los cuales un virus puede atravesar la membrana de una célula susceptible a
la infeccion (figura 4). a)} Penetracién directa a través de la membrana plasmatica b)
Endscitocis mudiada pul receptor y, ¢) Fusion directa con la membrana plasmatica (Carrasco
et al., 1989). Cual de éstos mecanismos va a ser utilizado por un virus, parece ser muy
particular y depender de la biologia de cada sistema viral. Por ejemplo, los virus provistos de
cubierta lipidica generalmente fusionan su envoltura con alguna membrana celular
(plasmatica 6 endosomal); mientras que los virus que carecen de envoltura lipidica, en teoria
podrian atravesar la membrana plasmatica directamente después de su interaccién con el

receptor.

a) Penetracién directa. Es dificil imaginarse como una particula viral puede atravesar
directamente la membrana; sin embargo, para virus desprovistos de cubierta lipidica existe un
momento durante su penetracién en el que el genoma viral cruza la membrana y se libera al
citoplasma. La penetracion directa a través de la membrana se ha descrito para algunos virus
como adenovirus, poliovirus y las particulas subvirales intermediarias (ISVS’s) de reovirus
(Carrasco et al., 1989). Cuando los viriones completos de reovirus son procesados
proteoliticamente se convierten en ISVP’s y se obtiene un incremento notable en su
infectividad. Se especula que las ISVP’s atraviesan la membrana mediante un mecanismo que
involucra la formacion de poros (Joklik, 1983). Recientemente se reportd que lnicamente
estas particulas, a diferencia de los viriones intactos, son capacez de inducir la formacién de
canales permeables a aniones cuando se afiaden a bicapas lipidicas (Tosteson et al., 1993). El
mecanismo molecular de penetracién directa se desconoce ain, sin embargo, se contintan

haciendo estudios bioquimicos y fisioldégicos que ayuden a esclarecerlo.
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b) Endocitocis mediada por receptor. Muchas macromoléculas como hormonas y
lectinas son iﬁtemalizadas por endocitocis. El mecanismo preciso de endocitocis, se dispara
por la adsorcién del ligando a un receptor celular, seguido del agrupamiento de los receptores
en la superficie celular, proceso mediado por la proteina citoplasmica clatrina. Este
agrupamiento de receptores-ligandos lleva a la formacidén de vesiculas endociticas que migran

por el citoplasma hasta su encuentro con lisosomas (Marsh & Pelchen-Matthews, 1994).

La endocitocis es un componente esencial de las estrategias virales utilizadas para
penetrar. Por ejemplo para el virus de la influenza, el ambiente acido de los endosomas induce
cambios conformacionales en la glicoproteina viral (HA} que son necesarios para fusionar la
membrana viral con la vesicula endosomal y liberar el genoma al interior de la célula

(Carrasco er al., 1989, Marsh & Pelchen-Matthews, 1994).

¢) Fusion directa. La fusion de membranas es una actividad frecuente en distintos
eventos celulares como endocitocis y exocitocis. Algunos virus provistos de cubierta lipidica
fusionan su envoltura con la membrana plasmatica para penetrar. Este proceso es no
disruptivo y representa un mecanismo eficiente para intemalizar el genoma al citoplasma
celular. La actividad de fusidn en éstos virus es catalizada por glicoproteinas virales. Las
proteinas virales de fusion identificadas hasta la fecha, son glicoproteinas homo ¢ hetero-
oligomeéricas, son transmembranales y su extremo amino terminal esta orientado extra-
membranalmente. Los precursores de las glicoproteinas se procesan proteoliticamente y se
producen cambios conformacionales que desenmascaran la region hidrofébica responsable de
interaccionar con la membrana blanco (Marsh & Helenius, 1989). Los virus Sendai utilizan
éste mecanismo para penetrar, la glicoproteina fusogénica F, es procesada a F, y F,. El pH
optimo de esta fusién es de aproximadamente 9 y contrario a la fusidn que ha sido observada

en endosomas, los ambientes con pH dcido inhiben completamente el proceso (White, 1992).
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Figura 4. Mecanismos de entrada viral. A) Penetracidn directa a través de la membrana
plasmatica. B) Endocitocis mediada por receptor. C) Fusion directa.



La penetracién de los rotavirus a la célla huésped, al igual que en otros sistemas
virales como el virus de Herpes, parece ser el resultado de varios pasos que involucran la
interaccién de VP4 y quizis de VP7 con diferentes moléculas de la superficie celular. Sin
embargo, hasta ahora no se ha esclarecido el mecanismo molecular que conduce al ingreso del
virus al interior celular. Se sabe que ¢l corte de VP4 con tripsina es dispensable para la unién
del virus a la célula, pero necesario para la penetracién (Fukuhara et al., 1988, Kaljot ef al.,

1988).

Se ha propuesto que el corte de VP4 con tripsina expone nuevos sitios de la proteina
que son capaces de interaccionar especificamente con la membrana celular, sin embargo ¢sto
no ha sido demostrado directamente. Los cambios conformacionales que ocurren en VP4 por
la activacion proteolitica con tripsina se desconocen. Se ha observado que éste corte altera las
propiedades hidrofébicas del virién aumentando su capacidad de interaccién con liposomas y
vesiculas de membrana (Nandi ef a/., 1992, Ruiz er al., 1994). Se ha especulado que la regién
hidrofébica de VPS5 (aa 384-401), que es homologa al péptido de fusion de los alfavirus,
podria participar de manera especifica y ser responsable de ésta interaccidén (Ruiz ef al.,
1994). Asi mismo, existen trabajos que proponen a VP7 como la proteina responsable de éste
aumento de hidrofobicidad, ya que VP7 ensamblada en pseudo-particulas virales (VLP’s) y
tratada con tripsina después de ser solubilizada con EGTA, induce la liberacidon de

carboxifluoresceina en vesiculas de membrana {Charpilienne et af., 1997).

Estudios ultraestructurales de microscopia eléctronica, muestran evidencias que
apoyan dos mecanismos distintos de penetracion en rotavirus: 1) Endocitocis mediada por
receptor, apoyada por la observacion de particulas virales en “coated pits” y endosomas
secundarios (Ludert et ¢/., 1987, Quan & Doane, 1983); v 2) Penetracidn directa, ésta ultima
sustentada en la observacion de que los rotavirus tratados con tripsina se encuentran en el
citoplasma fuera de vesiculas endosdémicas y desprovistos de capa externa, mientras que los
virus no cortados se observan en el interior de vesiculas fagociticas y lisosomas tardios

(Suzuki et al., 1985, Suzuki et ai., 19806).

Los estudios funcionales con bases debiles e ionéforos carboxilicos que neutralizan el
pH endosomal (Bass et al., 1995, Fukuhara et al., 1987, Kaljot et al/., 1988, Ludert et al.,
1987), no inhiben significativamente la replicacién de los rotavirus. Ademas, el tratamiento de

las células con colchicina y citocalasina D que inhiben la ruta endocitica por
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despolimerizacién de proteinas del citoesqueleto (tubulina y actina) y el bloqueo del
agrupamiento de moléculas de clatrina por dansilcadaverina, no disminuye la infeccién por
rotavirus (Bass et al., 1995). Contrariamente, cuando las células poco suceptibles a la
infeccion (células L) se tratan con citocalasina D y dansilcadaverina, aumentan notablemente
su permisividad a la infeccién, lo que sugiere de que en éstas células, el virus puede estar

siendo secuestrado intracelularmente en las vesiculas endociticas (Bass et al., 1995).

Por otra parte, Fukuhara y colaboradores demostraron que el modo de internalizacién
de los virus cortados y sin cortar con tripsina es totalmente distinto. Por medio de ensayos de
escape a Ja digestion de proteasas externas, encontraron que en los virus activados con tripsina
las proteinas de capa externa se quedan afuera de la célula y, unicamente son internalizadas
particulas de doble cana: mientras gue en virus sin cortar con trincina & nentralizadns con
anticuerpos monoclonales anti-VP4 y VP7, también los componentes de la capa externa se

internalizaban (Fukuhara et al., 1988).

Kaljot y colaboradores por medio de cinéticas de penetracién propusieron un
mecanismo que aparentemente concilia las observaciones microscépicas y los estudios
funcionales. Estos investigadores encontraron que los virus activados con tripsina tienen un
tiempo medio (t,,) de internalizacidn de 3 a 5 min. y ademés son infecciosos; los virus sin
activar con tripsina desaparecen de la membrana celular con un t,,, de internalizacion de 30 a

50 mun. y no producen infeccidn alguna (Kaljot ef ef., 1988).

En base a todos éstos resultados se ha propuesto una hipotesis para explicar el
mecanismo a través del cual ocurre la penetracion viral en rotavirus. Esta hipdtesis propone
que los rotavirus cortados con tripsina son infecciosos y penetran ripidamente por la via
directa; mientras que virus sin cortar penetran por la via endocitica y no conducen a una

infeccion productiva (Kaljot e al., 1988, Suzuki et af., 1985, Suzuki et al., 1986).

DESENCAPSIDACION

Autes de que el genoma del virus entrante pueda ser replicado en la célula huésped, la
particula viral tiene que desencapsidarse. La desencapsidacién 6 desnudamiento, involucra la
pérdida de las envolturas lipidica 6 proteinica que fueron ensambladas durante la
morfogénesis viral, para liberar el genoma viral al citoplasma ¢ nucleo celular y dar inicio a la

transcripcidn y replicacién del material genético del virus (Greber et al., 1994).
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Se han propuesto tres mecanismos para explicar los cambios dramaticos que sufre la
capside viral durante el desnudamiento, considerando que éste ocurre en €l mismo ambiente

celular en el que el viridn fue ensamblado.

1. La particula viral puede ser modificada estructuralmente después de su liberacién de
la célula, de tal manera que esta “preparada” para que al interaccionar con 6 ingresar a una
nueva célula huésped encuentre el ambiente propicio para desensamblarse. Los factores que
causan dichos cambios incluyen: ya sea, la unidn con el receptor 6 la exposicién del virus a un
pH bajo en el ambiente intra-endosomal. Sin embargo, condiciones reductoras, bajas
concentraciones de calcio e interacciones con receptores citosdlicos también son sefiales que
han sido implicadas con el desnudamiento viral. De hecho, estudios con adenovirus, rinovirus,
influenza y reovirus han mostrado que se requiere de sefiales secnenciales nara abtener ung

desencapsidacion total (Greber et al., 1994).

2. El virus no sufre cambios entre su liberacion de la célula infectada y su encuentro
con una célula nueva, mas bien el ambiente celular es el diferente. Al respecto se propone la
existencia de un factor celular “desencapsidante” que puede estar presente en células no
infectadas y que ilega a inactivarse durante el curso de la infeccién para permitir el ensamble
de la progenie viral. Este mecanismo parece ser el responsable, al menos en parte, del

desnudamiento de los alfavirus (Greber et al., 1994, Singh & Helenius, 1992).

3. El ambiente celular es el mismo. El virus al ser liberado de una célula infectada,
pasa por compartimentos celulares diferentes a los que encuentra durante el inicio de la
infeccién (Greber e al., 1994). Asi, un virus saliente evade las condiciones celulares que
pudieran causar su desencapsidacion. Hasta ahora no se ha demostrado que este mecanismo

sea utilizado por algun sistema viral en particular.

En lo que se refiere al desnudamiento de los rotavirus se sabe que la activacién de la
RNA polimerasa viral con la consecuente sintesis del RNAm, requiere que el virion pierda la
capa externa (Cohen ez al., 1979, Spencer & Arias, 1981). In vitro, el tratamiento de particulas
virales completas (triple capa) con agentes quelantes de calcio como EDTA resulta en la
remocion de las proteinas de capa externa y genera viriones de doble capa que son
transcripcionalmente activos (Cohen et al., 1979). Aunado a ésto Ludert y colaboradores

encontraron que el incremento en la concentracién de calcio intracelular ([Ca®];) causado por



el iondéforo A23187, afadido minutos después del inicio de la penetracién, inhibe la

formacién de particulas de doble capa en el rotavirus porcino OSU (Ludert et al., 1987).

En base a éstos resultados, se ha sugerido la hipdtesis de que in vivo, durante la
penetracion, los rotavirus pierden la capa externa al entrar en contacto con el citoplasma
celular cuya concentracién de calcio es varias ordenes de magnitud por debajo del medio

extracelular ("100 nM vs “1mM) (Cohen et al., 1979, Ludert et al., 1987).

Por otro, lado se ha propuesto una hipétesis alterna la cual establece que durante la
interaccion del virus con su receptor (es), la particula viral tiene cambios conformacionales
que promueven la pérdida de las proteinas de capa externa, asi se desencapsida y solo
particulas sin esta capa son internalizadas al citoplasma celular. Esta hipétesis se basa en la
observacion mencionada anteriormente de aue durante la infeccion con el rotavime KTIN
activado con tripsina, las proteinas VP4 v VP7 permanecen asociadas a la superficie celular y

que inicamente las particulas de doble capa son internalizadas (Fukuhara et al., 1988).

Pese a todos estos trabajos sobre la via de entrada y el mecanismo de desencapsidacion
de los rotavirus, el conocimiento a nivel detallado de la penetracién y desnudamiento de los
virus potencialmente infecciosos no se ha establecido por falta de metodologia que
especificamente detecte la entrada de las particulas infecciosas. Los resultados obtenidos por
las técnicas de microscopia electronica y por los ensayos de resistencia de virus marcados
radioactivamente a tratamientos con proteasas extemnas deben ser interpretados con cautela, ya
que no discriminan la entrada de virus infecciosos y la de particulas no infecciosas. En el caso
de rotavirus ésta es una cuestidn relevante, ya que se ha estimado que la relacion de particulas
fisicas/particulas infecciosas en algunas cepas de rotavirus es de cuando menos 100:1 (Bass er

al., 1995).

PERMEABILIZACION TEMPRANA DE LA MEMBRANA INDUCIDA DURANTE LA
INTERACCION DE VIRUS CON SU CELULA HUESPED.

En varios sistemas virales como el virus Semiliki Forest, el virus de la estomatitis
vesicular (VSV), el virus vaccinia, adenovirus y poliovirus se ha demostrado que la
interaccidon del virus con su receptor induce una permeabilizacién temprana de la membrana
celular a macromoléculas como toxinas y plasmidos (Almela et al., 1991, Fernandez-Puentes

& Carrasco, 1980, Garcia ef al., 1996, Guinea & Carracso, 1995, Pérez & Carrasco, 1994).
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Las células no tienen receptores especificos para éstas macromoléculas por lo que éstas son
incapaces de atravesar la membrana por si solas (Fernandez-Puentes & Carrasco, 1980); sin
embargo, se ha observado que las particulas virales remplazan esta funcién cuando se afiaden
simultaneamente a la toxina y practicamente el 100% de las células son permeabilizadas en

cuestion de minutos (Carrasco, 1994, Carrasco, 1995).

Esta cointemnalizacién parece ser un fendmeno recurrente entre los distintos sistemas
virales y es independiente del mecanismo que éstos utilicen para penetrar a su célula huésped.
Los virus que entran por endocitocis como poliovirus 6 adenovirus; al igual que virus que
fusionan su envoltura lipidica a nivel de membrana plasmatica como el virus de Sendai ¢ a
nivel de endosomas como Semliki, inducen ésta permeabilizacion temprana a macromoléculas

(Pérez & Carrasco, 1993, Perez & Carrasco. 1994)

Las macromoléculas mas utilizadas para el estudio de coentrada, son las toxinas que
actian a nivel intracelular como inhibidores de la sintesis de proteinas (Brigotti et al., 1989).
El mecanismo de accion de la mayoria de estas toxinas involucra dos pasos: el reconocimiento
de un receptor celular con la unién de la toxina a la membrana, seguido de la internalizacién
al citoplasma. La abrina, es una toxina de origen vegetal, estd compuesta por dos subunidades
polipeptidicas que se unen por puentes disulfuro, la presencia simulianea de ambas
subunidades inhibe la sintesis de proteinas en células intactas, mientras que la subunidad A
por si sola no muestra tal actividad . La subunidad B (mejor conocida como haptomero) se
une a un receptor celular y es responsable de la translocacion de la subunidad A (efectémero)
al citoplasma celular (Fernandez-Puentes & Carrasco, 1980). Poco se sabe de los eventos
moleculares involucrados en la internalizacion, lo que si es claro es que la subunidad A debe
alcanzar el citosol donde inactiva a los ribosomas y detiene asi la maquinaria de traduccion. El
efectomero de éstas toxinas actua cataliticamente sobre la subunidad 608 de los ribosomas
eucariotes por lo tanto, bloquea la interaccidn de los factores de elongacién con ésta
subunidad (Brigotti et ¢/., 1989, Endo & Wool, 1982). La restrictocina, a-sarcina y mitogilina
son toxinas que tnicamente inhiben la sintesis de proteinas in vitro, lo que sugiere que se
componen de una subunidad proteinica que es analoga en funcidén a la subunidad A de la
abrina. A la fecha, no se conoce la existencia de un receptor celular especifico para estas

toxmas (Fernandez-Puentes & Carrasco, 1980).



La coentrada de toxinas se ha tomado como una medida de la penetracién del virus
hacia el citoplasma de la célula. Por ejemplo, en poliovirus que ¢s uno de los virus que mas
eficientemente promueve la coentrada de toxinas, se ha observado que la permeabilizacion a
a-sarcina requiere de la interaccién especifica virus-receptor; ya que solo ocurre en células
que expresan la molécula receptora para el virus como la linea celular HeLa y no en células no
suceptibles como L 6 BHK (Otero & Carrasco, 1987). Adicionalmente, la permeabilizacion se
bloquea con anticuerpos dirigidos contra las proteinas estructurales del virus; asi como con

drogas que inhiben su desencapsidacion (Almela ef al., 1991).

Fl mecanismo a través del cual ocurre esta coentrada de toxinas no se entiende del
todo ; sin embargo, el hecho de que la sintesis de proteinas sea inhibida por éstas toxinas
(tienen como blanco los ribosomas), indica que la toxina tiene que alcanzar ¢l citoplasma nara

gjercer su acciom

El modelo “mecanistico” que ha sido propuesto para explicar la translocacion de los
genomas virales de virus con membrana lipidica hacia el citoplasma, propone que las
glicoproteinas virales cambian su conformacién ya sea por Ia unién con su receptor, 6 por €l
ambiente acidico de los endosomas lo cual induce la fusién entre las membranas virales y

celulares, provocando asi la translocacién del virus al interior de la célula.

A éste respecto, Carrasco y colaboradores por su parte han cuestionado si el disparador
de la translocacion es el bajo pH intra-endosomal ¢ si en realidad es provocada por el
gradiente de H™ que existe a través de la membrana del endosoma (Carrasco, 1994, Carrasco

etal., 1989).

Bafilomicina Al y concanamicina A son inhibidores altamente selectivos de la
ATPasa de protones vacuolar (v-[H']-ATPasa), éstas drogas bloquean la acidificacién de los
endosomas y rompen ¢l gradiente de protones que existe en las vesiculas del sistema vacuolar
(Bowman et al., 1988, Drose et al., 1993). El uso de estos antibidticos ha sido una
herramienta muy selectiva para elucidar el mecanismo por el cual se da la translocacién del
genoma y/6 toxinas al citoplasma en los distintos sistemas virales; incluso en aquellos que se
creia indispensable un paso intermediario de bajo pH para su internalizacién. Como resultado
del analisis exhaustivo del mecanismo de penetracién de distintos virus con éstas drogas,
Carrasco y colaboradores han propuesto un modelo *“protomotriz”, en el que establecen que

el gradiente de pH generado en Jos endosomas por la v-[H']-ATPasa es utilizado como fuente
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de energia para la translocacién del genoma viral (6 toxinas) hacia el citoplasma (Carrasco,

1994, Carrasco, 1995).

Por su parte, aquellos virus que entran independientemente del pH endosomal,
utilizarian el potencial de membrana ¢ directamente el ATP como fuente de energia para

translocar su genoma (y las toxinas) al citoplasma (Carrasco, 1995).

SISTEMA DE PSEUDO-PARTICULAS VIRALES.

En la busqueda de nueva metodologia de trabajo con rotavirus, se desarrollo un
sistema de ensamble de pseudoparticulas virales [Virus like particles (VLP's)] utilizando el
sistema de expresion de proteinas heterdlogas en baculovirus (Crawford et al., 1994). La
coinfeccion de células de insecto con baculovirus recombinantes que codifican para cada una
d= 1oz $rotiiuas esiructurales VP2, VP4 VPG y VP7 de rotavirus resulta en la produccion de
VLP’s semejantes a particulas virales maduras (figura 5). Dichas VLP’s son
microscépicamente similares a virus nativos, mantienen las caracteristicas estructurales de un
rotavirus, inmunoldgicamente conservan epitopes neutralizantes y no neutralizantes, e
inducen una respuesta inmune protectora cuando son inoculadas en ratones (Crawford et al.,
1994). En estudios funcionales se ha observado que las VLP’s son capaces de unirse a células
epiteliales en cultivo y de promover la fusidn desde afuera en células preincubadas con
colesterol; ambas funciones dependen de la presencia de la proteina VP4 ensamblada en la

pseudo-particula viral (Crawford e al., 1994, Gilbert & Greenberg, 1997).

Estas VLP's ofrecen la posibilidad de introducir cambios dirigidos a las proteinas
estructurales del rotavirus; la limitante es que carecen de genoma viral por 1o que no son

infecciosas y, por lo tanto, los estudios que se pueden llevar a cabo con ellas son limitados.
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Figura 5. Representacién esquemética del ensamble de VLP’s utilizando el sistcma de expresién de baculovirus.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
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Como se menciond anteriormente, la penetracién de los rotavirus a su célula huésped
es posterior a Ia interaccién inicial del virus con la superficie celular. Esta penetracién (y
consecuentemente la infectividad del rotavirus) se puede aumentar y depende del corte
proteolitico de la proteina VP4 con tripsina, el cual es altamente especifico y se restringe a los

residuos de arginina en las posiciones 231, 241 y 247 de la proteina VP4.

Por otro lado, se ha propuesto que la regién hidrofébica de VP5 ( aa 384-401) podria
funcionar como una posible regién de fusién. Actualmente, se desconoce cudl es el papel de
ésta region hidrofébica (si es que tiene alguno); lo que si estd claro es que las particulas
virales tratadas con tripsina son mas hidrofébicas y pueden interaccionar con liposomas y
vesiculas de membrana in vitro. Como se menciond, ésta interacciéon depende del corte con
tripsina y es inhibida por un anticuerpo monoclonal que mapea cerca de la regién hidrofébica

en VP53,

Los métodos tradicionalmente utilizados en el estudio del mecanismo de penetracion
de rotavirus como microscopia electronica y proteccién de virus radiomarcados a la digestion
de proteasas extermnas, carecen de sensibilidad, ya que no distinguen entre la entrada de
particulas infecciosas que conducen a una infeccion productiva, y la internalizacién de
particulas fisicas no infecciosas; como se menciond ésta es una cuestién de gran relevancia en
rotavirus, ya que se ha observado que en una preparacion de virus la proporcién de particulas

fisicas: particulas infecciosas es cuando menos 100:1.

En lo que se refiere al proceso de desnudamiento en rotavirus, los pocos avances en el
campo se han realizado con trabajos in vitro, que se restringen a describir la actividad de la
transcriptasa del virus y la estabilidad de las particulas virales en distintas concentraciones de
calcio; éstos resultados hacen suponer que la baja concentracién de calcio intracelular es el
disparador del desnudamiento. Sin embargo, in vive ain no se ha establecido claramente si
los rotavirus se desencapsidan durante la penetracion 6 una vez que han ingresado al

citoplasma celular.

Este trabajo se realizé con el objetivo de aprender acerca de las interacciones iniciales
rotavirus-célula huésped que conducen a una infeccién productiva; especificamente, las

referentes a penetracién y desencapsidacién de la particula viral.

La estrategia experimental planteada para el estudio del mecanismo de penetracion se

basd en desarrollar un sistema de penetracién de pseudoparticulas virales (VLP’s). A pesar de
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que las VLP’s de rotavirus comparten caracteristicas estructurales e inmunoldgicas con los
viriones nativos, tienen la limitante de que carecen de genoma viral, por lo tanto, no son
infecciosas y los estudios de penetracion de las mismas requerian del desarrollo de una
estrategia experimental especial. Debido a ésta limitante nos propusimos desarrollar un
método que nos permitiera determinar de una manera indirecta la penetracion de la particula
viral. Para lograr éste objetivo se validé la técnica de coentrada de toxinas dependiente de la
entrada de rotavirus. En virtud de que las toxinas son impermeables por si solas a la célula, su

ingreso al citoplasma estaria evidenciando que las VLP’s penetraron.

Dado que la coentrada de toxinas inducida por la interaccién de virus con su célula
huésped parecia ser un fendmeno generalizado entre los distintos sistemas virales, nos
plantcamos determinar si la interacciéon del rotavirus con la célula huésped inducia una
permeabilizacidén temprana de la membrana, de tal manera que promoviera la coentrada de

macromoléculas impermeables como a-sarcina.

La estrategia utilizada para abordar el problema de la desencapsidacién de rotavirus in
vivo, consistié en alterar la homeostasis de Ca’®" mediante compuestos, que incrementan la
concentracion intracelular de Ca** ([Ca™],), como iondforos de calcio (ionomicina y A23187)
y tapsigargina (bloqueador de la ATPasa de calcio det reticulo endoplasmice), con el uso de
éstos compuestos pretendiamos determinar si el incremento de ([Ca®"],) afectaba los primeros
eventos de la infeccidn, como son la penetracidn, la infectividad, el desnudamiento y la

sintesis de proteinas virales.

De igual manera, utilizando el ensayo de permeabilizacion a toxinas como reflejo de

penetracién viral, podriamos determinar si éste proceso es influenciadoe por los cambios de

({Ca™)y).



HIPOTESIS
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Las evidencias experimentales sobre los mecanismo de penetracién vy
desencapsidacion de los rotavirus sugieren que la via de entrada de los virus infecciosos es
por penectracion directa y que la desencapsidaciéon se da como consecuencia de la baja
concentracion de calcio intracelular. En base a estos antecedentes, nuestras hipdtesis de

trabajo fueron:

1. Las primeras interacciones del rotavirus con su célula huésped inducen una
permeabilizacion temprana de la membrana, promoviendo asi 1a coentrada de toxinas

impermeables a la célula, de una manera especifica y dependiente de la infectividad del virus.

2. La diferencia de concentracién de calcioentre el citoplasma y el medio extracelular, puede

ser el factor responsable de la desencapsidacion de los rotavirus.
3. Si las proteinas estructurales de rotavirus mantienen su conformacién cuando se ensamblan
en el sistema de VLP’s, las VLP’s seran capaces de renrodneir lne resultadecs ebtonidss con ol

virus al ser utilizadas en ensayos de permeabilizacion.



OBJETIVO GENERAL.
Caracterizacion de las primeras interacciones del rotavirus con su célula huésped.
o
OBJETIVOS ESPECIFICOS.
I Caracterizacion del proceso de penetracion de los rotavirus.
Il Determinar si la interaccion del rotavirus con la célula huésped en cultivo induce
® una permeabilizacién temprana de la membrana a macromoléculas impermeables
como toxinas.
I.2 Caracterizar el sistema de coentrada de toxinas impermeables a la célula, mediada
por la entrada de rotavirus.
I3 Determinar si las VLP's de rotavirus penetran, y si esta penetracion es VP4 y
° tripsina dependiente.

I1 Caracterizacion del proceso de desnudamiento de los rotavirus.

[I.1  Determinar 2! sapod de ia concentracion de calcio intracelular ([Ca®']) en el
desnudamiento de rotavirus.
1.2 Determinar si la permeabilizacion a a-sarcina inducida por rotavirus y la
® infectividad viral se ven afectadas por el incremento en la [Ca™']..
I3 Determinar el efecto del incremento en la [Ca*’]; en la sintesis de proteinas virales.



ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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La metodologia utilizada en el desarrollo de este trabajo, se incluyen en la seccién de
materiales y métodos del articulo incluido en resultados, con excepcidn de la metodologia de

produccidn y purificacion de VLP’s que describo a continuacion.

OBTENCION Y PURIFICACION DE VLP’S.

La produccién de VLP’s se realizd infectando un cultivo en suspension de la linea de
células de insecto Sf9 (Spodoptera frugiperda). Para cada coinfeccidn, se crecieron de 200 a
300 ml de células Sf9 hasta alcanzar una densidad celular promedio de 3 X10° células/ml. Al
término del periodo de crecimiento, las células se centrifugaron 10 min. a 1000 rpm en una
centrifuga Beckman J2-21, se resuspendieron en el indculo viral a una densidad aproximada
de 1 X107’ células/ml, y se infectaron a 27 °C por un periodo de 2 a 4 hr. La multiplicidad de
infeccion utilizada fué¢ de 5 particulas infecciosas de cada virus recombinante/célula.
Pacteriormeanta o2 retird ol indeulc por contnifizacion ¥ &l Culiive s tususpanndi e ediv

“Grace’s” suplementado al 0.5 % con suero fetal bovino (Crawford et al., 1994).

Seis dias post-infeccion, el cultivo se centrifugd 10 min a 1000 rpm en la centrifuga
Beckman J2-21. Al término de ésta clarificacion, el medio se sometid a una segunda
centrifugacion durante 30 nun. a 14,000 rpm en la misma centrifuga. Las particulas se
purificaron del sobrenadante por ultracentrifugacion sobre un colchdn de sacarosa al 35% en
“buffer” TNC (ver articulo anexo), la ultracentrifugacion se realizé a 25,000 rpm por 2 hr. en
el rotor SW28 (Beckman). Los “pellets” obtenidos se sometieron a gradientes de CsCl
(indice de refraccidn 1.3620) por 18 hr. a 4 °C y 35,000 rpm en el rotor SW50.1 (Crawford et
al., 1994). Otra opcion de centrifugacidn para los gradientes fué utilizar el rotor TLA 100.4 de
la ultracentrifuga Optima (Beckman) durante 4 hr. a 90,000 rpm. Las bandas opalescentes
obtenidas en el gradiente se colectaron con micropipeta y fueron sometidas a un segundo

gradiente bajo las mismas condiciones.

La banda que contenia las VLP’s fue diluida en TNC y ultracentrifugada a 35,000 rpm
(2 hr., 4 °C) en el rotor SW50.1. El pellet se resuspendio en el mismo “buffer” y se almacend
a 4 °C hasta su uso. Para cada lote de particulas producido, se analizé la presencia de cada una
de las proteinas estructurales en las VLP’s por medio de geles de poliacrilamida-SDS vy
Western blot.
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RESULTADOS
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“Rotaviruses Induce an Early Membrane Permeabilization of MA104 Cells and
do not Require a Low Intracellular Ca** Concentration To Initiate Their
Replication Cycle”

Resultados correspondientes a los objetivos 1.1, 1.2 v II se incluyen en éste articulo el cual fué

publicado en el Journal of Virology el mes de diciembre de 1997.
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In this work, we found that rotavirus intection induces an early membrane permeabilization of MA104 cells
and promotes the coentry of toxins, such as a-sarcin, into the cell. This cell permeability was shown to depend
on infectious virus and was alse shown to be virus dose dependent, with 10 infectious particles per cell being
sufficient to achieve maximum permeability; transient, lasting no more than 15 min after virus entry and
probably eccurring concomitantly with virus penetration; and specific, since cells that are poorly permissive for
rotavirus were not permeabilized. The rotavirus-mediated coentry of toxins was not blocked by the endocytosis
inhibitors dansvleadaverine and cvtochalasin I ar bv the vacuolar nroton-ATPase inhihitor hafilamyein Al.
suggesting that neither endocytocis nor an intraendosomal acidic pH or a proton gradient is required for
permeabilization of the cells. Compounds that raise the intracellular concentration of calcium ([Ca?*];} by
different mechanisms, such as the calcium ionophores A23187 and ionomycin and the endoplasmic reticulum
calcium-ATPase inhibitor thapsigargin, did not block the coentry of ce-sarcin or affect the onset of viral protein
synthesis, suggesting that a low [Ca®*], is not essential for the initial steps of the virus life cycle. Since the
entry of a-sarcin correlates with virus penetration in all parameters tested, the assay for permeabilization to
toxins might be a useful toeol for studying and characterizing the route of entry and the mechanism used by

Vol. 71, No. 12

rotaviruses to traverse the cell membrane and initiate n productive replication cycle.

Rotaviruses, members of the family Reoviridae, are nonen-
veloped viruses that posses a genome of |1 segments of dou-
ble-stranded RNA contained in a triple-layer protein capsid
{44). The outermost layer is composed of two proteins, VP4
and VP7. The smooth external surface of the virus is made up
of 780 copies of glycoprotein VP7, while 60 spikelike struc-
tures, formed by dimers of VP4, extend about 12 nm from the
VP7 surface (2, 38).

VP4 has essential functions in the virus life cycle, including
receptor binding and cell penetration (15). The properties of
this protein are therefore important determinants of host
tange, virulence, and induction of protective immunity. In ad-
dition, the infectivity of rotaviruses is increased by and most
probably is dependent on trypsin treatment of the virus, and
this proteolytic treatment results in the specific cleavage of
VP4 to polypeptides VP8 and VP5 (14, 16). The cleavage of
VP4 does not affect cell binding (9, 20, 27) and has been
assaciated with the entry of the virus by direct cell membrane
penetration (27, 35, 41). The role of VP7 during the early
interactions of the virus with the cell is not clear, although it
has been shown that it can modulate some of the VP4-medi-
ated virus phenotypes, including receptor binding (33).

Rotavirus infection is highly restricted in vivo to the mature
villus tip cells of the small intestine. In vitro infection is also
restricted, being most permissive in a variety of epithelial cell
lines of renal and intestinal origins (15). Most animal rotavi-
ruses bind to the cell surface through a sialic acid-containing

* Corresponding author. Mailing address: Departamento de Ge-
nética y Fisiologia Molecular, Instituto de Biotecnologia, Universidad
Nacional Auténoma de México, Apartado Postal 510-3, Cuernavaca,
Morelos 62250, Mexico. Phone: (52) (5) 6227615. Fax: (52) (73)
172388, E-mail: susana@ibt.unam.mx.

cell receptor (135). This interaction, however, is nonspecific and
can be superseded by an interaction with a secondary receptor
which has been proposed to be more specific and may explain,
at least in part, the tropism of these viruses (5, 32).

The mechanism by which rotaviruses enter the host cell is
still a matter of debate. Most available data are compatible
with the virus entering the cell by direct penctration at the
plasma membrane level; however, these data do not com-
pletely rule out the possible entrance of the virus by endocy-
tosis (20, 46). Both mechanisms appear to take place, but it has
been proposed that the entry of the virus through the endocytic
route leads to a nonproductive infection (4, 20, 46, 47). This
proposal is based on the fact that treatment of cells with lyso-
sometropic agents, which raise the endosomal pH, or with
drugs that block endocytosis or the intraceilular transit of en-
docytic vesicles (4, 21, 27, 31) does not affect the infectivity of
rotaviruses. Additional support is provided by the observation
that uncleaved, nonactivated virus is preferentially taken up by
the endocytic route (27, 46).

After the virus enters the cell, viral transcriptase is activated
and the synthesis of viral mRNAs is initiated. In vitro treat-
ment of complete viral particles with chelating agents results in
the removal of the outer-layer proteins, VP4 and VP7, leading
to transcriptionally active double-layer particles (10, 45). It has
been suggested that in vivo the penetration of virions into the
cell cytoplasm, which has a Ca®** concentration several orders
of magnitude lower than that in the extracellular medium, may
be the factor that triggers the uncoating of the virus and acti-
vates viral transcriptase (10, 31). Little is known, however,
about the mechanism by which rotaviruses uncoat during the
infection process.

It has been shown for many different viruses that the entry of
viral particles into the cell interior induces an early membrane
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permeabilization of the cell, allowing the coentry of macromol-
ecules, such as toxins (7, 18). The mechanism by which this
coentry occurs is still not well understood; however, it seems to
be a rather general phenomenon that takes place irrespective
of the route of entry of the virus. Thus, enveloped viruses that
enter via receptor-mediated endocytosis or enveloped viruses
that enter the cell by fusion of the envelope with the cell
membrane as well as nonenveloped viruses, such as poliovirus,
effectively promote the coentry of toxins (8). Since the toxins
most commonly used in the permeabilization assays, such as
the 16.8-kDa RNase wa-sarcin, severely arrest cellular protein
synthesis (6, 12), they represent excellent tools for investigating
the permeabilization event induced by viruses and therefore
the mechanism of virus entry.

In this work, we have characterized the rotavirus-induced
early permeabilization of monkey kidney (MA104) cells 10
toxins in an effort (o learn about the initial virus-cell interac-
tions. We found that the virus-mediated coentry of a-sarcin
depends on the entry of infectious virus, is cell specific, and is
not blocked by drugs that affect endocytosis or the activity of
the vacuolar proton-ATPase. Also, we found that increases in
the intracellular ealeinm concentration (122411 did nat blaol:

the coentry of a-sarcin or the onset of viral protem synthesis.

MATERIALS AND METHODS

Cells and viruses. MA104 and 1.929 cells (L cells) were cultured in Eagle's
minimal essential medium (MEM); HEp-2 cells were grown in RPMI 1640
medium. Both culture media were supplemented with 10% fetal bovine serum,
Rotavires RRV was obtained from H. B, Greenberg, Stanford University, Stan-
ford, Calif.; rotavirus SA114S (clone 3} was provided by M. K. Estes. Bavior
College of Medicine, Houston, Tex. RRV and SA114S viruses were propagated
in MAL(4 cells as previously described (13). Reovirus serotype 1 was obtained
from C. Ramos, Instituto Nacional de Salud Publica, Cucrnavaca, Morelos,
Mexico, and was grown in L cells.

To prepare semipurified virus, virus-infected cells were harvesied after com-
plete cytopathic effect was attained, the cell lvsate was extracted with Freon. and
the virus was pelleted through a 4-ml cushion of 35% sucrose in TNC buffer (10
mM Tris-HCI [pH 7.5]. 140 mM Na(Cl, 10 mM CaCl,) by centrifugation for 2 h
at 26,000 rpm and 4°C in an SW28.1 rotor (Beckman). The virus pellet was
resuspended in TNC buffer and kept at 4°C until use. To obiain non-trypsin-
cleaved rotavirus, the cells were washed three times with phosphive-buffered
saline (PBS, pH 7.2) afier adsorpiion of the trvpsin-treated virus, and the virus
preparation was kept on ice at all times during harvesting. The titer of the
infectious virus preparations was obtained by an immunoperexidase focus assay
with MA104 cells as previously described (29), Titers are expressed as focus-
forming units (FFU) per milliliter.

To prepare a lysate of reovirus, monolayers of L cells were infected for 1 b at
37°C with reovirus serotype 1. After this time, the inoculum was removed and
MEM containing 2% fetal bovine scrum was added, and the cells were kept at
37°C until complete cytopathic effect was reached, The titer of infectious virus
was obtained by the immunoperoxidase focus assay with L ¢cells and a polyclonal
antibody against reovirus serotype 1 (kindly provided by T, Dermedy, Vanderbilt
Medical School, Nashville, Tenn.).

Permeabilization assay. Confluent monolayers of MA1Q4 cells in 96-well tis-
sue culture plates were infected with 10 FFU of trypsin-activated (unless other-
wise indicaled) rotavirus per cell in the presence of various concentrations of
woxin. At 1 h after adsorption at 37°C, the virus inoculum and the toxin were
removed, and fresh serum-free MEM was added for an additional period of 30
min. After this time, the medium was replaced with methionine-free MEM
supplemented with 23 wCi of the #S-protein labeling mix EXPRESYS (1,000
Ci/mmol; Dupont) per ml, and the cells were incubated for 1 b at 37°C, After the
labeling period, the cells were washed with PBS, treated with 5% trichloroacetic
acid (TCA) for 5 min at room temperature, and washed three times with ethanol,

The cell monolayer was allowed 1o dry under a lamp befare the addition of 50 ul*

of 0,165 sodium dodecyt sulfate (SDS) in 0.1 N NaOH. Total radioactivity in the
sample was determined by liquid scintillation counting by solubilizing the sample
in Ecolite {ICN). The toxins abrin, restriciocin A, and a-sarcin were purchased
from Sigma Chemical Co.

PAGE. To analyze 1he *S-labeled proteins by SDS- polyacr)*]amidc gel elec-
trophoresis (PAGE) permeabilization assays were performed in 24-well tissue
culture plates basically as described above but with some modifications. Afier the
355.1abeling period, 1he cell monolayers were washed twice with PBS and dis-
soived in 150 pul of lvsis buffer (50 mM Tris-HCI [pH 7.5], 150 mM NaCl, 2 mM
EDTA, 1% Tritan X-100, 20 pg of phenylmethylsulfonyl fluoride per ml). Nuclei
and ccll debris were pelleted at 5,000 rpm in an Eppendorf centrifuge for 10 min,

I, VIROL.

and 10 pl-aliguots of the supcrnatant were mixed with an ¢qual volume of
Laemmli sample buffer (50 mM Tris-HCI [pH 6.8), 2% SDS, 2% p-mercapto-
ethanol, 10% glycerol). Samples were boiled for 3 min, and the proteins were
separated by clectrophoresis on SDS-11%% polyacrylamide gels with the discon-
tinwous buffer system of Laemmli. After electrophoresis, the gels were treated
for flucrography with 1 M sodium salicylate and exposed to film at —70°C.

Virus treatments. (i) Preparation of double-layer particles. Aliquots of semi-
purified RRY virus were incubated with 50 mM EDTA for 30 min at 37°C or
mock treated with PBS. Removal of the virus outer capsid was assessed by
SDS.PAGE and Coomassie blue staining of the treated and nontreated viral
particles, and the titer of the EDTA-treated virus was determined as described
above.

(ii) Protease treatments. SA114S rotavirus obtained in the absence of trypsin
was digested with 10 pg of diphenylcarbamyl chloride-treated trypsin (Sigma)
per ml, 1 ug of AspN (Boehringer Mannheim Biochemicals; sequencing grade)
per ml, or 2 ug of a<chymotrvpsin {Boehringer; sequencing grade) per ml for 30
min a1 37°C. Half of the AspN- and a-chymotrypsin-digested virus preparations
were further treated with 10 pg of trypsin per ml for 30 min w1 37°C.

(iit) MAb treatments. [mmediately before the permeabilization assays, RRV
rotavirus (10 FFU/cell) was preincubated for 1 h at 37°C with a 1:100 dilution of
ascites of neutralizing monoclonal antibodies (MAbs) M14, M11. EA9, 7A12,
and 159 or nonneutralizing MAbs 129/60 and 255/60 or with a 1:150 dilution of
neutralizing MAb 2G4, These MAbs were kindly provided by H. B. Greenberg,
Stanford University. Nonneutralizing MAb HS2 was used at a 1:100 dilution and
was generously supplied by Luis Padilla-Noriega, Instituio de Biotecnologia,
UNAM, Cucrnavaca. Morelos, Mexice. The neutralization titers of these MAbs
against RRV. as determined hy an immunnanernvidacs forie radiatinn aecan (907
were 1:25,600 for MAbs 159, 2G4, 7A12, and 1AS; 1:3,200 for MAb M14; 1:400
for MAb M11; and <1:200 for MAbs 129/60, 255/60, and HS2,

Cell treatments. Monolayers of MA 104 cells were treated prior to infection
with 20 mU of Arthrobacter ureafaciens neuraminidase (Sigma) per mi for 1 b at
37°C as previously deseribed (32) or with various concentrations of bafilomycin
Al (BFLA1), dansylcadaverine, cvtochalasin D, A23187, ionomycin, or thapsi-
gargin (Sigma}. The drug-treated cells were used to determine the infectivity of
the virus and the ability of the viral particles to permeabilize the cells 10 a-sarcin;
in these experiments, the drugs were maintained at the appropriale concentra-
tions during the adsorption period.

Determination of the [Ca?*];. The [Ca®*], was measured with the fuores-
cence indicator fura-2, MA104 cel) monolayers were trypsinized, washed twice
with serum-free MEM, and resuspended in loading buffer (132.4 mM NaCl, 5
mM KCI, 1.8 mM CaCl,, 0.8 mM MgCl,, 10 mM HEPES, 1 mM sedium
prruvate, 15 bovine serum albumin} containing 10 pM fura-2/AM (Molecular
Probes, Eugene, Oreg.). Following a 60-min incubation at 37°C, the cells were
washed twice and resuspended at 2 X 10° cells/ml in loading buffer without
bovine serum albumin. Fluorescence was measured at 37°C with continucus
stirring in an Aminco $000C spectroflvorimeter (SLM Instruments, Urbana. I11.).
The excitation and emission wavelengths were fixed at 330 and 510 nm, respec-
tively. The [Ca*~}; was calculated with the equation of Tsien et al. (50), modified
by Guerrero and Darszon (24, with an apparent K for fura-2 of 224 nM (34).
To calibrate the fluerescence signal of the fura-2 associated with the cells,
minimum fluoreseence and maximum fluorescence were determined by releasing
fura-2 from the cells with 0.05% Triton X-100 in the absence of extracellufar
caleium and by the subsequent addition of 2 mM CaCl, to the permeabilized
cells, o quench fura-? fluorescence, 6 mM MnCl, was added.

RESULTS

Rotavirus infection mediates the entry of toxins. It has been
shown for several virus families that the entry of viral particles
into the cell induces an early permeabilization of the cell mem-
brane. This permeabilization has been detected, among other
methods, by monitoring the coentry of toxins with the virus
during cell infection. In this work, we tested if rotaviruses were
able to promote the permeabilization of MA104 cells to abrin,
restrictocin A, and a-sarcin. These three toxins are potent
inhibitors of the cell translation machinery, and their acuvity in
the cytosol results in a severe arrest of protein svnthesis. When
added in the absence of virus, the toxins, at the concentrations
tested, had a slight or no effect an the protein sgmhcsis of
MAI104 cells, as measured by the incorporation of **S-labeled
amino acids. However, when they were added in the presence
of 10 FFU of rhesus monkey rotavirus RRV per ccll, a drastic
reduction in protein synthesis was observed (Fig. 1}. Abrin was
about 1,000-fold more active than the other two toxins, al-
though, as was the case for restrictocin A, there was some
leakage into the cells in the absence of virus. Since a-sarcin
showed a more strict dependence on the presence of virus to
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FIG. 1. Rotavirus infection mediates the entry of toxins. MA104 cells in 96-well plates were mock infected (closed squares) or infected (open squares) with 10 FFU
of trypsin-activated RRV virus per celt in the presence of the indicated concenirations of abrin. restrictocin A, or w-sarcin. After 1 h of adsorption at 37°C, the virus
inoculum was removed and fresh serum-free MEM was added for 30 min. The cells were then labeled with EXPRE3*SYS for 1 h at 37°C, and the radioactivity present

in the TCA-precipitable material was estimated. Data are expressed as o perccntage of the

of toxins. The values represent the means for duplicate wells.

enter the cell and was able to inhibit by more than 80% cell
protein synthesis when RRYV was added, this toxin was used in
ali subsequent experiments to characterize the specificity of the
coentry of toxins mediated by rotavirus.

Rotavirus-induced cell permeabilization is virus dose de-
pendent. The effect of the virus multiplicity of infection (MOI)
on the permeabilization event was determined in the range of
0.1 to 25 FFU of RRV virus per cell with 7.5 pM e-sarcin.
There was aiready inhibition of the incorporation of *5-la-
beled amino acids into proteins when the cells were incubated
with as little as 0.1 FFU/cell, and this inhibition became more
pronounced as the MOI increased to 10 (Fig. 2). Protein syn-
thesis was inhibited to about 50% that in control cells (mock-
infected cells incubated with toxin) when RRV at an MOl of 1
was used, showing a good corretation between the coentry of
toxin and the addition of infectious vira! particles.

Coentry of a-sarcin is dependent on infectious virus. To
determine if the entry of a-sarcin is promoted by infectious
rotavirus particles and not by noninfectious physical particles,
several conditions known to affect the infectivity of the virus
were tested for their effect on the coentry of toxin.

(i) EDTA treatment. Treatment of infectious rotavirus par-
ticles with calcium-chelating agents is known to remove surface
proteins VP4 and VP7, with the consequent abolition of virus
infectivity (10, 43). In this work, treatment of semipurified
RRV virus with 50 mM EDTA for 30 min at 37°C reduced
virus infectivity by more than 4 log units (from 1 X 10® FFU/m
to <0.5 X 10* FFU/m!). The EDTA-treated virus failed to
promote the coentry of a-sarcin when used at a concentration
equivalent to an MOI of 10 for the untreated virus (Fig. 3A).
These results indicate that the entry of toxin into the cell
requires the presence of VP4 and VP7 assembled into the virus
surface.

(i) Sialic acid removal from the cell surface. Most rotavi-
ruses of animal origin initially attach to the cell surface through
a sialic acid-containing cell receptor, and treatment of cells
with neuraminidase greatly reduces the binding of viral parti-
cles, with the consequent reduction of virus infectivity (19, 28,
32, 51). To test if the permeabilization of cells requires the
binding of virus to the cell surface, we assayed the rotavirus-
mediated entry of toxin in cells that had been treated with
neuraminidase in conditions that abolish the infectivity of the
virus by 80 to 90% (32) Neuraminidase-treated and untreated

3 incorporation of control cells infected or mock infected in the absence

cells were infected with RRV virus at an MOI of 10 in the
presence of different concentrations of a-sarcin. In contrast to
the permeabilization observed in untreated cells, cells devoid
of sialic acid were not permeabilized to the toxin (Fig. 3B),
indicating that the specific attachment of virus to the cell sur-
face is necessary to modify the permeability of the membrane.

(iii) Protease treatment. The incubation of rotaviruses with
trypsin activates virus infectivity through the specific cleavage
of the VP4 protein in three arginine residues located at amino
acid positions 231, 241, and 247 (3, 30). It has been shown that
the cleavage of VP4 is required for entry of the virus into the
cell. since viruses with an uncleaved protein attach to the cell
surface as efficiently as cleaved virions but are not infectious (9,
20, 27). Therefore, to determine if virus penetration was the
step associated with the coentry of a-sarcin, we produced RRV
virus under conditions in which most VP4 molecules are not
cleaved. This RRV preparation was activated in vitro with
trypsin. and its infectivity was determined; the untreated virus
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FIG. 2. Cell permeabilization induced by rotavirus is dose dependent.
MA1DY cells in 96-well plates were infected with the indicated MOI of trypsia-
activated RRY virus in the presence or absence of 7.5 M csarcin. Cells were
then labeled, and the radicactivity in the TCA-precipitable material was deter-
mined as described in Materials and Methods. Data are expressed as a percent-
age of the S incorporation of control cells mock Infected in the absence of
a-sarcin, The values represent the means for duplicate wells.
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FIG. 3. Coentry of a-sarcin is mediated by infectious rotavirus. (A MA104
cells in 96-welt plates were infected with 10 FFU of trvpsin-treated RRV virus
per cetl (no EDTA) or with an identical volume of 1he same RRV virus prepa-
ration treated with EDTA {EDTA} as described in Materials and Methods:
mock-infected cells with MEM containing EDTA served as the contral. (B)
MAL04 cells in 96-well plates were cither not incubated or incubated with 200 mLJ
of A. ureafaciens neuraminidase per ml for 1 h at 37°C. Alfter this treatment. the
cells were washed and infected with 10 FFU of trypsin-activated RRV virus per
ml. {C) MAI04 cells in 96-well plates were infected either with a preparation of
RRYV virus which was propagated in the absence of irvpsin (no trypsin) or with
an equivalent volume of the same virus preparation which was trypsin activated
in vitro (trypsin} and contained 10 FFU/ceil: control cells were mock infected
with MEM containing trypsin. (D) MA104 eells in 96-well plates were infecied
with ratavirus SA1145 which was propagated in the absence of trvpsin (no
enzyme) or digested with 10 pg of trypsin per mi (trypsin}, 1 pg of AspN per ml
{AspN), or 2 pg of a~chymotrypsin per ml (CT) for 30 min at 37°C. Half of 1he
AspN- and a-chymotrypsin-treated viruses were further treated with 10 pg of
trypsin per ml for 30 min at 37°C (AspN + tnpsin and CT + 1rvpsin, respective-
Iy). These protease-treated viruses were used in a permeabilization assay with 10
FFU of trypsin-treated SAEL4S virus per cell or the equivalent amount (by
votume) of all other virus preparations. For all the conditions described above.
a-sarcin was added together with the virus at the indicated concentrations. Afier
1 h of adsorption at 37°C, the virus und the toxin were removed and fresh serum-
free MEM was added for 30 min. The cells were then labeled with EXPREYS%§
for 1 h, and the radioactivity present in the TCA-precipitable material was
estimated. Data are expressed as a percentage of the S incerporation of control
cells infected under the same conditions as the experimental cells, but in the
absence of toxin. The values represent the means for duplicate wells.

had a 50-fold-lower titer than the trypsin-treated virus (5 X 10°
FFU/ml versus 2.5 X 107 FFU/ml). When equal amounts by
volume of trypsin-cleaved virus (MOI, 10) and uncleaved virus
were tested in a permeabilization assay, the trypsin-treated
virus effectively promoted the coentry of a-sarcin, reducing the
incorporation of **$-labeled amino acids into proteins to about
10% that in control cells infected in the absence of a-sarcin
(Fig. 3C). The slight permeabilization induced by the un-
treated virus was probably .due to a small {raction of viral
particles with an already cleaved VP4 protein.

We recently showed that treatment of simian rotavirus
SA114S with proteases different from trypsin, which cleave
either at only one of the three trypsin cleavage sites (protease
AspN cleaves SA114S VP4 at the Arg-241/Asp-242 peptide
bond) or near those sites (a-chymotrypsin cleaves at Tyr-246),
does not significantly increase the infectivity of the virus, al-
though such treatment generates VP8 and VP5 polypeptide
cleavage products very similar to those obtained with trypsin

I. VIROL.

(3). To test if the permeabilization of cells to a-sarcin was also
dependent on the precise proteolytic cleavage of the virus
spike protein, rotavirus SA114S with uncleaved VP4 was pre-
pared and incubated in vitro with a-chymotrypsin or AspN.
Aliquots of the virus preparations cleaved with these proteases
were further incubated with trypsin, treatment that has been
shown to rescue the infectivity of the otherwise poorly infec-
tious virus (3). Virus incubated with either a-chymotrypsin or
AspN behaved like non-trypsin-treated virus; both reduced
protein synthesis to approximately 75% that in control cells
(Fig. 3D). As occurs with infectivity, the virus samples that
were further treated with trypsin permeabilized cells to a-
sarcin to a level similar to that obtained with the virus samples
originally activated with trypsin. These data show that for the
cells to become permeable to the toxin, virus not only must
attach to but also must penetrate the cell.

(iv) Effect of virus-neutralizing antibodies. To further con-
firm that the permeabilization of the cells to a-sarcin was due
to rotavirus entry, we tested a panel of neutralizing and non-
neutralizing MAbs directed to both surface proteins of rotavi-
rus RRV. Incubation of the virus with neutralizing MAbs di-

nrl Althna e 4lea TITIO /%4 a1 L F34 3242 44N —_ e
PoCtZO ST AT LT Vv el wa naa g vy 1Az, allu sl ut

VP53 (MAb 2G4) domains of VP4 or at VP7 (MAb 159)
blocked the permeabilization of the cells to a-sarcin (Fig. 4).
On the other hand, incubation of the virus with nonneutraliz-
ing MAbs directed at VP7 {MAD 129/60), VP5 (MAb HS2}), or
inner capsid protein VP6 (MAb 253/60) did not prevent the
inhibition of cellular protein synthesis caused by a-sarcin, The
lower level at which MAb M11 blocked the coentry of a-sarcin
most probably reflects its low neutralization titer (1:400) com-
pared to those of the other neutralizing MAbs employed (1:
3.200 to 1:25,600; see Materials and Methods). Since it has
been shown that MAbs directed at VP8 neutralize RRV by
preventing its binding to the cell, while MAbs directed at VP5
and VP7 do not affect RRV binding to the cell but rather
inhibit virus entry at a postattachment step (40), these data
suggest a correlation between the entry of a-sarcin and virus
penetration.
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FIG. 4. Permeabilization of MA1(4 cells to c-sarcin is inhibited by neutral-
izing MAbs (NIMADs). Trypsin-aciivated RRV virus (10 FFU/cell) was ince-
bated for 1 h at 37°C with a 1:100 dilutiun of ascitic fluid containing the indicated
MAbs, except for MAD 2G4, which was used at a 1:150 dilution. Afier incubation
with the MAbs, the virus was adsorbed 10 MA104 cell monolayers in 96-well
plates in the presence of 15 pM a-sarcin. The cells were labeled and processed
as described in Materials and Methods. Data are cxpressed as a percentage of
the *°S incorporation of control cells infected under the same conditions but in
the absence of a-sarcin. The values represent the means for deplicate wells.
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FIG. 5, Coentry of a-sarcin correlates with the cell specificity of rotuvirus
infection, MAI104, HEp-2, and L cells in 96-well plates were infected with the
indicated amounts of trypsin-activated RRV virus (infectious titer determined on
MAT104 cells) in the presence of 10 pM (for HEp-2 and MAL04 cells) or 0.1 pM
{for L cells) u-sarcin. The concentration of a-sarcin used for L cells was lower
than that used for the other cell lines since L cells are more susceptible to the
toxins (23} {data not shown). The cclls were labeled and processed as described
in Materials and Methods. Data are expressed as a percentage of the 338 incar-
poration of control cetls mock infected in the presence of a-sarcin. The values
TCPIESILL LG TERDS 10T UUPIGITE Wells.

Coentry of a-sarcin correlates with the cell specificity of
rotavirus infection. Rotaviruses bind to a wide variety of cell
types, although they productively infect only a subset of these
cells (5). To test the specificity of the rotavirus-induced cell
permeabilization, we determined if two cell lines (HEp-2and L
cells) that are poorly permissive for rotavirus infection could
become permeable to the toxin when incubated with the virus,
These cell lines have been shown to effectively bind rotavirus,
although they are approximately 1,000 times less susceptible
than MA104 cells to virus infection (data not shown; sce also
reference 4). The block in infectivity seems to be, at lcast forL
cells, at the level of penetration, since liposome-mediated
transfection of the virus into these cells results in efficient viral
replication (3). Various amounts of RRV virus were added to
either L or HEp-2 cells in the presence of a-sarcin. The addi-
tion of up to 1,000 FFUjcell {infectious titer detcrmined on
MA104 cells) did not permeabilize HEp-2 or L cells, while
MA104 cells became almost totally permeabilized at an MOI
of 10 (Fig. 5). These results support the specificity of the
virus-cell interaction that leads to the entry of a-sarcin and the
correlation between virus penetration and the entry of toxin.

Eatry of a-sarcin is concomitant with virus entry. To study
if the early membrane permeabilization of MAI104 cells to
«-sarcin is concomitant with virus entry or if the penetration of
the virus leaves the cells permeable for some time, the effecton
protein synthesis of adding a-sarcin at different times postin-
fection was determined. In this experiment, cells were infected
with 10 FFU of RRV virus per cell for 30 min at 37°C, the
unbound virus was removed, apd the cells were either incu-
bated or not incubated with rotavirus-neutralizing MAb 159
for 15 min at 37°C. This MAb has been shown to efficiently
neutralize virus already attached to the cell surface (27). After
the neutralization step, the toxin was added at different times
for a period of 30 min, and the cells were labeled with 8-
amino acids for 1 h and processed as described in Materials
and Methods. Time zero was arbitrarily set at the end of the
neutralization step. When no neutralizing MAb was added, the
addition of a-sarcin completely prevented the synthesis of pro-
teins, and the toxin was able to exert its inhibitory effect even
when added 60 min after the neutralization step (Fig. 6). When
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a-sarcin was added at time 120 min, it no longer prevented the
synthesis of proteins, and some of the viral polypeptides were
readily detected. In contrast, when the virus on the surface of
the cell was neutralized with MAb 159, a-sarcin did not signif-
icantly affect protein synthesis, even when added at time zero,
indicating that its entry was prevented. In control experiments,
in which a-sarcin was not added, the addition of a neutralizing
MAD caused a delay in the synthesis of viral proteins with
respect to controls without MADb treatment, in which some
viral proteins could be distinguished even at time zero. These
results suggest that the entry of toxin is simultancous or very
close in time to the entry of virus and also indicate that when
not neutralized, infectious RRV particles continue to enter the
cell for as long as 60 min after adsorption at 37°C.

Coentry of a-sarcin is not affected by inhibitors of endocy-
tocis. Rotavirus particles have been reported to enter the cell
by both direct cell membrane penetration and recepior-medi-
ated endocytosis (20, 27, 46, 47). Although the available evi-
dence is more compatible with the hypothesis that infectious
particles enter the cell by direct penetration, some debate still
exists as to whether the infectious virus cannot use the endo-
cytic route. To determine if the internalization of a-sarcin is
mediatad h:r the virne that antare tha ~ndl '?"."f“.'g!". tha eﬂﬂ{\(-:rfir_-
route. we tested the effect of dansylcadaverine and cytochala-
sin D on the permeabilization of cells to toxin. Under the
conditions assayed, neither drug affected the coentry of o-
sarcin. and as previously reported, these drugs did not have a
significant effect on the infectivity of rotavirus (Table 1). In
contrast, reovirus infectivity was decreased by 76 and 92%
when the cells were incubated with 20 M cytochalasin D and
2 mM dansylcadaverine, respectively.

Rotavirus infection and coentry of a-sarcin do not depend
on the activity of the vacuolar proton-ATPase. It has recently
been reported that inhibitors of the vacuolar proton-ATPase,
such as BFLA1, block infection by animal viruses that enter the
cell through receptor-mediated endocytosis and require an
acidic endosomal pH or a proton gradient across the mem-
brane of the endocytic vesicle (7, 37). Since the potential role
of such a proton gradient for rotavirus infection has not been
evaluated, we determined the effect of BFLAL on the infectiv-
ity of RRV virus and the coentry of a-sarcin. The addition of
BFLA! to MA104 cells at concentrations of up to 8 pM did not
modify the infectivity of RRV (Table 1), while it has been
reported that the drug completely blocks the infectivity of
reovirus type 1 at 5 pM (21) (Table 1). Similarly, incubation of
MA104 cells with 4 uM BFLAL1 did not prevent the arrest of
protein synthesis caused by a-sarcin in the presence of RRV
(Fig. 7). suggesting that the entry of both virus and a-sarcin is
independent of the activity of the vacuolar proton-ATPase.

Increases in the [Ca**], do not affect rotavirus uncoating.
We investigated if increases in the [Ca®"}; alter the penetration
and uncoating of the virus and/or the coentry of a-sarcin. For
this, three chemicals known to raise the [Ca®™|; were used, the
calcium ionophores A23187 and ionomycin and the specific
inhibitor of the endoplasmic reticulum (ER) Ca®*-ATPase
pump, thapsigargin,

In toxin permeabilization assays, MA104 cells were preincu-
bated for 5 min with 8 pM ionomycin or 2 pM A23187 or for
15 min with 1 pM thapsigargin, and the drug concentrations
were maintained during the virus adsorption period of 60 min
at 37°C. Under these conditions, the drugs did not prevent the
arrest in protein synthesis caused by a-sarcin in the presence of
RRYV virus (Fig. 8). The total incorporation of **S-amino acids
in control cells treated with ionomycin or thapsigargin in the
presence or absence of virus was very similar to that observed
in cells not treated with the drugs. In contrast, treatment of the

Yy
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FIG. 6. Entry of a-sarcin is concomitant with virus entry, MA104 cells in 24-well plates were mock infected (MI) or infected with irypsin-activated RRV virus (10
FFtJ/cell) for 30 min at 37°C. Afier this time, the unbound virus was removed and MAb 159 (diluted 1:2,000) was added {or not) for 15 min. After removal of excess
antibody (which was set as time zero), 7.5 uM o-sarcin was added (or nat) a1 different times postneutralization for 30 min, The cells were tabeled and processed as
described in Materials and Meihods, and total protein synthesis was analyvzed by SDS-PAGE and fluorography.

cells with the ionophore A23187 resulted in a decrease in the
incorporation of *°S-amino acids of about 50% compared to
that in untreated cells, Nevertheless, it was possible 1o observe
the arrest in protein synthesis caused by the addition of a-
sarcin and virus. The addition of 3 pM ionomycin to {ura-2-
loaded MA104 cells caused an ~3.8-fold increase in the
[Ca?*].. The mean basal [Ca®*]; * the standard deviation was
found to be 280 = 63 nM, while the [Ca®*); after the addition
of ionomycin was 1,065 = 95 nM. The [Ca*"]; in cells treated
with either A23187 or thapsigargin was not determined, but for
the latter drug, it has been reported that its addition to MA104
cells raises the [Ca®™); to levels above the basal concentration
(34). Taken together, these results indicate that the coentry of
toxin is not affected by increases in the [Ca®"],.

Since the coentry of a-sarcin did not seem to be affected by
the increase in the [CaZ*];, we studied the effect of the jono-
phores and thapsigargin on the synthesis of viral proteins. For
this purpose, MA104 cells were preincubated for 5 min with 8
M ionomycin or 2 uM A23187 or for 15 min with 0.5 pM
thapsigargin and then infected with 10 FFU of RRV virus; the
drug concentrations were maintained during the 60-min ad-

sorption period. The unbound virus was removed, and the cells '

were incubated with neutralizing MAb 159 for 15 min at 37°C.
This neutralization step was included to rule out the possibility
that the viral protein synthesis detected was due to virus that
remained attached to the cell surface and that entered the cell
after the drugs were washed away from the medium. At 3 h
after the neutralization step, the cells were labeled with *°S-
amino acids for 1 h and processed for SDS-PAGE as described
in Materials and Methods. At 4 h postinfection, the synthesis

of viral proteins in the presence of ionomycin, A23187, or
thapsigargin could be readily detected at levels similar to those
in cells infected in the absence of the drugs. In cells treated
with A23187, the total synthesis of protcins was reduced; how-
ever, it was possible to detect the synthesis of viral proteins in
cells infected in the presence of this ionophore (Fig. 9). We did

TABLE 1. Effect of inhibitors of endocytocis and BFLA1
on virus infectivity and a-sarcin coentry

Rotavirus RRV

Reovirus type !

Drug and concn - k ty]
’ % Infectivity” L’.i;::f‘r‘;g" %% infectivity’
BFLAL (1M)
2 o4 20 ND*¢
3 96 18 ND
> ND ND <0.01
Cytochalasin D (uM)
1 102 8 49
10 97 6 20
20 04 ND 24
Dansylcadaverine (mM)
0.2 108 23 48
2 100 73 3

4 Expressed as a percentage of the FFU observed in control cells infected in
the absence of drugs.

% 358 incorporation of cells incubated with the indicated drugs in the presence
of 10 uM a-sarcin, expressed as a percentage of the 7S incorporation of control
cells incubated with the drugs but not the toxin.

¢ ND, not determined.
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FIG. 7. Coentry of a-sarcin is not affecied by BFLAL MAI104 cells in 24-w2ll
plates were preincubated for 30 min at 37°C with 4 pM BFLAL and then 10 FFU
of irypsin-activated RRV virus per cell containing or not containing 7.5 pM
a-sarcin was added. After 30 min, BFLA, a-sarcin. and virus were removed, and
fresh serum-free MEM was added for 3 h. The cells were labeled for 1 h and
processed as described in Materials and Methods, and total protein synthesis was
analyzed by SDS-PAGE and fluorography.

not observe the altered electrophoretic migration of glycopro-
teins NSP4 and VP7 reported by Michelangeli et al. (34) for
cells treated with thapsigargin. A possible explanation for this
discrepancy might be the time of additicen of the drug and the
time of labeling and harvesting of the cells: they added thap-
sigargin 1 h postinfection and labeled the cells for 2 h begin-
ning at 4 h postinfection.

The effect of the calcium ienophores and thapsigargin on the
infectivity of the virus was also tested. The cells were infected
with RRV virus in the presence of various concentrations of
either ionophore or thapsigargin under the same conditions as
those described above; at 12 h postinfection, the cells were
fixed and immunostained for peroxidase forming uvnits. The
infectivity of RRV was not significantly aflected by these com-
pounds (data not shown). Although thapsigargin did not in-
hibit viral protein synthesis when present before and during the
virus adsorption period, the yield of RRV after one replicative
cycle carried out under these conditions decreased 3-fold: it
decreased 20-fold (1.3 X 10° FFU/m! in untreated cells versus
6.8 x 10° FFU/mt in thapsigargin-treated cells) when the drug
was left in the medium after the adsorption period, These
findings arc in agreement with previous reports (34). All of
these results indicate that the increase in the {Ca®*]; caused by
ionomycin, A23187, and thapsigargin did not alter the uncoat-
ing of the virus, allowing the consequent genome transcription
and synthesis of viral proteins.

DISCUSSION

In this work, we have shown that rotavirus infection of
MA104 cells induces an early cell membrane permeabilization
and promotes the coentry of toxins into the cell. This carly
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permeabilization event has been observed for several other
nonenveloped and enveloped viruses, including poliovirus, re-
ovirus, adenovirus, influenza virus, vesicular stomatitis virus,
Semliki Forest virus, Sendai virus, and vaccinia virus (1, 18, 23,
25, 37). These viruses infect the cell using different mecha-
nisms of internalization, suggesting that the early permeabili-
zation of the cell membrane is a common event during virus
infection (7, 8). Although the biological relevance, if any, of
this phenomenon is niot known, its study may provide informa-
tion about the mechanism of virus entry.

A general method for studying virus-induced cell permeabi-
lization has been to monitor the coentry with the virus of
prolein toxins that are potent inhibitors of the cell translation
machinery. In the absence of a virus, these toxins are not able
to cross the cell membrane because there are no specific re-
ceptors for them,; thus, the entry of toxins is taken as a measure
of the permeabilization induced by a virus. Although the mech-
anism by which this coentry occurs is not known, Carrasco (7,
8) has proposed a model in which a proton motive force is
suggested to provide the energy for the entry of the virus,
which might also be used for the virus-mediated translocation
of the toxin,

In this study, we have shown that the rotavirus-mediated
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FIG, 8. Effect of 1he calcium ionophores ionomycin and A23i87 and of
thapsigargin on the coentry of a-sarcin. MAI04 cells in 96-well plates were
preincubated for 5 min with 8 uM ienomycin or 2 pM A23187 or for 15 min with
1 uM thapsigargin. The cells were then mock infected or infected with 10 FFU
trepsin-activated RRV virus per cell in the presence or absence of 10 uM
a-sarcin for 60 at 37°C; the appropriate drug concentrations were maintained
during the adsorption period. The cells were labeled, and the radioactivity in 1he
TCA-precipitable material was determined as duescribed in Materials and Meth-
ods. Data are expressed as a percentage of the **S incorporation of control cells
mock infecied in the absence of a-sarcin and in the absence of drug {Control).
The values represent the means for triplicate wells.
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FIG. 9. Onset of vira) protein synthesis is not blocked by A23187, ionomycin.
or thapsigargin. MA104 cells in 24-well plates were preincubated at 37°C for 5
i vl O el vuvanyaen & pivi AZ5107 G1 RO 10 I WIT WD LM EDEpSI-
gargin. The cells were then mock infected or infected with 10 FFU of trypsin-
activated RRV virus per cell. The drugs were maintained ot the same concen-
trations during the adsorption period of 60 min at 37°C. Afier this peried. the
unbound virus was remeved and MAb 159 (diluted 1:2.000) was added for 15 min
at 37°C. Aficr the excess antibody was removed. fresh serum-free MEM was
added for 3 h, and the cells were laheled for 1 h and processed as deseribed in
Materials and Methods. Total protein synthesis was analyzed by SDS-PAGE and
fluorography. The samples from the A23187 treatment were run in a separate
gel, which was exposed six times longer than the gel for the samples from the
other ireatments. MW, molecular weight.

entry of a-sarcin into MA 104 cells depends on infectious virus,
since various treatments that are known to prevent rotavirus
infection also prevent the coentry of the toxin. Of particular
interest was the observation that untrvpsinized virus (which
binds to but does not penetrate the cell) or virus incubated
with neutralizing MADs that inhibit a postattachment step did
not promote the coentry of a-sarcin, suggesting that the per-
meabilization of the MA104 cell membrane is not induced by
the attachment of the virus to the cell surface but by a posi-
binding step, presumably the penetration of infectious viral
particles into the cell interior.

The permeabilization of the membrane was transient and
was not detected 15 min after virus entry (the length of incu-
bation with neutralizing MAb 159), suggesting that the poten-
tial pore or channel that might be formed during virus pene-
tration seals quickly or, most likely, that the toxin enters the
cell simultaneously with the virus, using either the same portal
of entry or an independent mechanism coupled to penetration
of the viral particle, The fact that neutralizing MAbs to both
VP4 and VP7 inhibited the coentry of toxin suggests that both
viral surface polypeptides might have a relevant role in the
permeabilization event and presumably in virus entry. What-
ever the mechanism of this early membrane permeabilization,
the virus-cell interaction that leads to it was shown 1o be
specific, since L cells and HEp-2 cells were not permeabilized
1o a-sarcin with an MOI as high as 1,000 FFU/cell, a result
which correlates with the fact that these cells are at least 1,000
times less susceptible than MA104 cells to rotavirus infection.

The mechanism by which rotaviruses are internalized into
cells is still a matter of debate. Biochemical and morphological
approaches have been used to address this question. Ultra-
structural studies have suggested that rotavirus can enter the
cell by both endocytosis and dircct cell membrane penctration
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(20, 27, 31, 39, 46, 47). However, the fact that rotavirus infec--
tion is not inhibited by lysosomotropic agents that raise the
endosomal pH or by drugs that affect endocytosis or the intra-
cellular transit of endocytic vesicles (4, 20, 27, 31) has been
taken as evidence against this mode of entry or at least against
the classical endocytic pathway that has been described for
members of other virus families. Direct cell membrane pene-
tration has thus been alternatively proposed as the mechanism
of entry of rotaviruses. However, the evidence that supports
this mechanism is rather indirect and mainly suggests that a
nonendocytic route is used. .

The study of the mode of entry of rotaviruses has been
hampered by the lack of methods to specifically measure the
entry of infectious particles. Electron microscopy and the es-
cape of labeled virus from proteolytic digestion have been used
to characterize this event (3, 31). The drawback of these meth-
ods, however, is that they cannot distinguish between the pro-
ductive entry of infectious virus and the internalization of non-
infectious physical particles. The inherent limitation of these
methods is relevant for rotaviruses, since the ratio of infectious
to noninfectious physical particles for RRV is typically about
1:100 (unnublished nheprvatinne)

It has recently been reported that bovine rotavirus C486 and
rotavirus RRV are able to cause fusion from without (FFWQ)
in MA104 cells pretreated with cholesterol (17). Also, it has
been reported that bovine rotavirus RF is able to permeabilize
liposomes as well as brush border-derived membrane vesicles
(35, 41). These two phenomena were shown to be blocked by
virus-neutralizing MAbs and to be dependent on trypsinization
of the viral particle, triple-layer virus, and the amount of virus
used. Thus, these events were suggested 1o be related to the
mechanism by which rotaviruses enter cells. There are, how-
ever, some discrepancies between the conditions in which
these phenomena were detected and those required for the
virus to infect the cell. First, EGTA-trealed, noninfectious
virus was shown to mediate both FFWO and the release of
carboxyfluorescein {CF) from liposomes and vesicles. Second,
FFWOQO and neutralization werc shown 1o be distinct events,
since MAb 7A12, which neutralizes virus infectivity, did not
prevent the fusion event, while nonneutralizing MAb M60,
directed at VP7, did. Third, the CF release induced by rotavi-
rus RF was inhihited by calcium at concentrations at which the
virus is fully infectious. Fourth, liposomes and membrane ves-
icles from diversc biological origins were all permeabilized by
rotavirus RE. Although the susceptibility to rotavirus infection
of the cells used to obtain the vesicles was not reported, their
general permeabilization, together with the fact that liposomes
were also permeabilized, suggests the lack of specificity of the
virus-vesicle interaction that promotes the CF releasc. These
discrepancies were not cbserved in the cell membrane perme-
abilization to a-sarcin described in this work.

It has recently been shown that BFLAIL and concanamycin
A, selective inhibitors of the endosomal proton-ATPase,
strongly block the cell entry of animal viruses that require
either an endosomal acidic pH or a proton gradicnt to infect
cells (8, 26). In the casc of poliovirus, cell infection is not
inhibited by BFLAI, although the virus-induced coentry of
a-sarcin is potently blocked by this antibiotic, indicating that an
active vacuolar proton-ATPase is necessary for the pcrmeabi-
lization event (36). Thercfore, cven though previous studies
have shown that rotaviruscs do not require a low-pH step to
infect the cell, it was of interest to study if the rotavirus-
mediated delivery of toxin depended on the activity of the
vacuolar proton-ATPase. Neither the infectivity of rotavirus
nor the coentry of a-sarcin was found to be affected by BFLAT1,
suggesting that rotavirus entry and the cotranslocation of a-
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sarcin are independent of both the intracndosomal acidic pH
and the proton gradient across the endosomal membrane. Of
interest, other viruses not affccted by BFLA1 are Sendai virus.
which enters the cell by fusion of its envelope with the plasma
membrane (37), and the infectious subviral particles of reovi-
rus, which have been proposed to enter the cell by direct
plasma membrane penetration (23).

At some point during the process of entry of rotaviruses into
the cell, the viral transcriptase is activated and the virus ge-
nome is transcribed. In vitro the transcriptase activity is ob-
served when the surface proteins VP4 and VP7 are released
from the mature triple-layer viral particles by treatment with
calcium-chelating agents, converting them into double-laver
particles. In vivo, it is not clear whether the viruses become
uncoated during the penetration step or once they have
reached the cytoplasmic milieu. Fukuhara et al. (20) have
reported that during penctration of the human rotavirus strain
KUN, VP4 and VP7 remain bound to the surface of the cell. in
the extracellular space, while only double-layer particles gain
access to the cell cytoplasm, In contrast. Ludert et al. (31)
found that treatment of MA104 cells with the calcium iono-
phore A23187 to increase the [Ca®*1, prevented the uncoating
of porcine rotavirus OSU and thus suggested that the low
[Ca?*); was responsible for the virus uncoating.

In this work, we tested the effect of three compounds that
raise the [Ca®*]; on the penetration and uncoating of rotavi-
ruses. These drugs alter the Ca>* homeostasis of the cell by
different mechanisms. A23187 and ionomycin are ionophores
that transport Ca®* across biological membranes, including
the cytoplasmic, ER, and mitochondrial membranes; in the
presence of extracellular Ca*”, the increase in the [Ca™™); is
mainly due to an influx of Ca** from the extracellular space.
Thapsigargin. on the other hand, is a specific inhibitor of the
ER Ca*-ATPase pump; when this pump is inhibited. the
Ca™* that leaks from the ER is not resequestered and accu-
mulates in the cytosol (48, 49). The treatment of MA104 ceils
with these drugs did not affect the entry of infectious RRV
virus or the onset of viral protein synthesis. indicating that the
low [Ca*]; is not directly responsible for the uncoating of the
triple-layer particles.

In our experiments, the treatment of cells with AZ3187 at
concentrations similar to those reported by Ludert ct al. (31)
resulted in a reduction in total cellular protein synthesis (about
309 of that in control, untreated cells). Nonetheless, with
these conditions, we were able to detect the coentry of a-sarcin
when the cells were infected with RRV. Also, we detected the
synthesis of viral proteins, although at lower levels according 1o
the reduced translation capacity of the A23187-treated cells.
suggesting that the virus was able o enter the cells and 10
initiate the transcription-transtation cycle. The discrepancy be-
tween our reselts and those previously reported by Ludert et
al, (31) might be due to the fact that unlike us, they did not
look far infectious virus, only for physical particles. It is pos-
sible that the majority of the triple-layer particles that they
detected were virions that remained associated with the cell
surface of the A23187-treated cells and that were cquivocally
scored as intracellular triple-layer virions. We looked for in-
fectious virus, which represents a small proportion and the
biologically relevant fraction of the total input virus.

Our finding that the low [Ca®*]; does not scem to be the
factor that triggers the uncoating of the virus is in agrecment
with the observations made by Ruiz ¢t al. (42) and Gajardo ct
al. (22), who reported that the amount of Ca®* required 10
solubilize the surface proteins in vitro varicd depending on the
rotavirus strain. For SAI1 and RRYV viruses, a Ca* concen-
tration as low as 38 nM is required to convert triple-layer to
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double-layer particles; this concentration of Ca®* is clearly
Jower than the basal [Ca®*]; of MA104 cells (this work; 34). It
is clear that the virus must become uncoated to activate the
viral transcriptase, but the effector that triggers this uncoating
has yet to be determined.

Recently, Dong et al. (11) reported that NSP4 added exog-
enously to HT29 cells mobilizes [Ca®*}; through receptor-me-
diated phospholipase C activation and IP3 production. They
hypothesized that after being released from virus-infected
cells, NSP4 may bind to an unidentified molecule on the
plasma membrane surface of neighboring uninfected cells to
mobilize [Ca®*];. Our finding that an increase in the [Ca™™);
does not block the initial steps of virus infection is compatible
with this hypothesis.

Although most of the available evidence is compatible with
rotaviruses entering the cell by penetration at the plasma mem-
brane level, further studies are necded to unequivocally estab-
lish the entry pathway of these viruses. In this regard, the
a-sarcin coentry assay should be a valuable tool for dissecting
this pathway and establishing the role of the viral proteins
involved in the process.
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RESULTADQOS CORRESPONDIENTES AL OBJETIVO 1.3

OBTENCION DE PSEUDOPARTICULAS VIRALES.

Crawford y colaboradores utilizaron el baculovirus como sistema de expresién de
proteinas heterdlogas en células de insecto, y reportaron que la coexpresién de los genes que
codifican para las proteinas estructurales de rotavirus VP2, VP6, VP7 y VP4, resulté en el

ensamblaje de pseudo-particulas virales de rotavirus (VLP’s) (Crawfo-rd et al., 1994).

El sistema de expresion en baculovirus utiliza el promotor de la polihedrina que es
muy fuerte y estd activo en la fase tardia de la expresion de los genes virales
(aproximadamente 18 - 72 hrs. post-infeccién). El gen de la polihedrina no es esencial para la
replicacion o produccion de virus extracelulares en cultivo, por lo tanto su eliminacién 6
sustitucion por un gen heterélogo resulta en la produccién de virus viables que no producen
polihedrina. Los virus recombinantes se generan a partir de una doble recombinacién entre
secuencias homologas presentes en el genoma del baculovirus y en el plasmido que se utiliza

como vector de transferencia; el cual acarrea el gen cuyo producto se desea

sobre-expresar (Summers & Smith, 1987). Una de las ventajas de éste sistema es la
produccion abundante de las proteinas recombinantes, se estima que la polihedrina ¢ en su
caso la proteina heterdloga pueden llegar a constituir hasta ¢l 50% del total de la proteina
celular; ademas de que las proteinas expresadas, contienen en la mayoria de los casos, las
modificaciones postraduccionales en el sitio 1déntico a su contraparte auténtica, lo que las

hace estructural y funcionalmente similares (Summers & Simith, 1987).

Las VLP’s de rotavirus producidas en éste sistema mantienen caracteristicas
morfolégicas y funcionales similares a los virus nativos, reaccionan con anticuerpos
neutralizantes y no-neutralizantes, inducen una buena respuesta inmune cuando se inoculan en
ratones y pueden unirse a células en suspensién de manera especifica (Crawford et al., 1994).
La Dra. M. K. Estes del Baylor College of Medicine, nos proporcioné los baculovirus
recombinantes que codifican para.las protefnas estructurales VP2 de la cepa de rotavirus

bovino RF y las proteinas VP4, VP6 y VP7 de la cepa de rotavirus de simio SA11.

Dada la potencialidad que ofrece el sistema de VLP’s para manipular in vitro los genes
de las proteinas estructurales de rotavirus, nos propusimos determinar si las VLP’s son

capaces de penetrar a la célula y si ésta penetracion es dependiente de VP4 y del corte con
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tripsina, como ocurre en el virus. De ser asi, ésta herramienta nos permitiria mutagenizar las

regiones que creemos podrian estar involucradas en la penetracién de los rotavirus.

El primer paso del trabajo con el sistema de baculovirus, fué establecer un cultivo en
suspension de la linea celular Sf9 (Spodoptera frugiperda) bajo las condiciones previamente
reportadas (Crawford et al., 1994). La obtencion de distintos tipos de VLP’s, se realizé
mediante coinfecciones combinatorias con cada uno de los baculovirus recombinantes que
codifican para cada una de las proteinas estructurales de rotavirus. Para las coexpresiones, se
crecieron de 200 a 300 ml de células Sf9 en frascos agitados hasta alcanzar una densidad
celular promedio de 3 X10° células/ml. Las células se infectaron con $ particulas infecciosas
de cada virus recombinante. Las combinaciones realizadas fueron: VP2/VP6, VP2/VP6/VP7y
cultivo por ultracentrifugacién y gradientes en CsCl, posteriormente en cada lote de particulas
se analizd la presencia de cada una de las proteinas estructurales en las VLP’s por medio de
geles de poliacrilamida-SDS y Western blot. La inmunotincién se realizé utilizando como
primer anticuerpo un anticuerpo policlonal antirotavirus {(«YM), y como segundo anticuerpo,
un anticuerpo anti-conejo acoplado a peroxidasa. La reaccion de peroxidasa se revelod
mediante quimioluminiscencia utilizando luminol (Amersham) siguiendo las instrucciones del

fabricante.

El Western blot de la figura 10 muestra una comparacion entre los diferentes tipos de
VLP’s producidas. En ésta figura se puede observar la expresién de cada uno de los genes que
se utilizaron para infectar las células de insecto, y su ensamblaje en los distintos tipos de
particulas. La coexpresiéon de los genes que codifican para VP2 y VP6, resulté en la
formacién de VLP’s 2/6 que como habia sido reportado previamente, tienen caracteristicas
similares a los viriones de doble capa. La coinfeccion de células Sf9 con los virus que
codifican para las proteinas VP2, VP6 yv VP7, di6 origen al ensamblaje de VLP’s 2/6/7; si a
ésta combinatoria le sumamos el gen 4, las particulas resultantes incorporaron la proteina VP4
en su estructura, dando origen a particulas 2/6/7/4 que semejan estructuralmente a viriones
completos. Para evaluar la eficiencia de produccion de VLP’s, se realizd la cuantificacién de
proteinas de cada coinfecciébn por el método de Bradford (Biorad) siguiendo las
especificaciones del fabricante. El rendimiento varié entre cada experimento y de acuerdo a la
composicion proteinica de las VLP’s; la produccion promedio obtenida fué: VLP’s 2/6, 215

ng; VLP’s 2/6/7, 113 ng y VLP’s 2/4/6/7, 60 ng por 10° células infectadas.
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Figura 10. Caracterizacion de las diferentes preparaciones de VLP's de SA11 por Western blot. VLP’s
producidas en células de insecto y purificadas del medio de cultivo, fueron 6 no tratadas con 10 pg/ml
de tnipsina por 30 mins. a 37 °C: posteriormente se sometieron a electroforésis en un gel 11 %
acrilamida - 0.08% SDS. Las proteinas se transfiricron a una membrana de nitrocelulosa y la
immunotincion se realizd con el anticuerpo policlonal anti-rotavirus oYM, como segundo anticuerpo se
utilizo anti Ig de conejo acoplado a peroxidasa. El complejo antigeno anticuerpo se reveld mediante
quimioluminiscencia con fuminol. Las proteinas virales estin sefialadas de acuerdo a su migracién. *
MW representa la posicién de marcadores de peso molecular.
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COENTRADA DE a-SARCINA EN CELULAS MA104 PROMOVIDA POR VLP'S.

Una vez estandarizada la produccién de VLP’s y dada su semejanza estructural con
viriones de doble y triple capa, asi como la habilidad de estas VLP’s de unirse
especificamente a células en suspension (17), se evalud su capacidad para promover la
coentrada de a-sarcina en las células MA104. La cantidad de VLP’s necesaria para un ensayo
de permeabilizacién no pudo estimarse en base a focos infecciosos como lo hicimos con el
virus (ver articulo anexo), esto se debe a que las VLP’s carecen de genoma viral y no son
infecciosas. Por lo tanto, se cuantificd la concentracion de proteinas presente en 10 unidades
formadoras de focos (10 uff) de rotavirus RRV purificado por gradiente de CsCl, y ésta se
tomo como la concentracion inicial para realizar una curva de permeabilizacidn a a-sarcina
inguciaa por VLP'S.

Las distintas concentraciones de VLP’s, se preincubaron 30 min. a 37 °C con 10 pg/ml
de tripsina en presencia de 1.25 pg/ml de albumina bovina y las VLP’s procesadas se
utilizaron para un ensayo de coentrada. Se utilizé BSA como acarreador para descartar la
posibilidad de una degradacion total de las VLP’s por la tripsina. En la figura 11 se mucstra
una curva representativa de permeabilizacion a o-sarcina mediada por VLP’s de distintas
composiciones. Aqui se puede observar que las VLP’s completas (2/6/7/4) inducen la
coentrada de la toxina. Al igual que con el virus, la penneabilizacion es dosis dependiente,
500 ng de particulas 2/6/7/4 (equivalente a aproximadamente 10 uff de virus) promovieron la
cointermalizacion de a-sarcina, que disminuyd en un 20% la sintesis de proteinas celulares,

alcanzindose una disminucion del 70% con 2 pg de VLP’s.

En la misma figura también se puede observar que la permeabilizacion requiere de la
presencia de la proteina VP4 ensamblada en la pseudo-particula viral ya que las VLP’s 2/6 6
las VLP’s 2/6/7 fueron incapaces de inducir la coentrada de toxina. Ain a concentraciones de
2 ug el nivel de S incorporado se mantuvo alrededor del 100%. Estos resultados indican que
las VLP’s promueven la coentrada de «-sarcina y que ésta permeabilizacidn es dependiente de

VP4.

Para determinar si la permeabilizacion de las VLP’s era dependiente del corte
proteolitico de VP4 con tripsina, se realizé un ensayo de coentrada con los distintos tipos de

particulas previamente tratadas é no con tripsina. La activacidn se realizé durante 30 min. a
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37 °C con 10 pg de tripsina/ml, en presencia de 1.25 pg/ml BSA. El Western blot de la fig. 10
confirma la especificidad del corte de VP4 con tripsina. En éstos experimentos se incluy6 al

virus RRV como control positivo de permeabilizacidn (10 focos infecciosos por célula).
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Figura 11. Permeabilizacidon de células MA104 a a-sarcina mediada por VLP's. Concentraciones
crecientes de las distintas VLP's (2/6, 2/6/7 6 2/6/7/4) se activaron durante 30 mins. a 37 °C con 10
mg/ml de tripsina-DPCK (SIGMA) en presencia de 1.25 mg/ml de BSA. Posteriormente, se incubaron
con una monocapa de células MA104 en presencia de 10 mM a-sarcina durante 1 hr. a 37 °C, el inéculo
se retirg y se reemplazd con medio de cultivo fresco por un periodo adicional de 30 mins.
Posteriormente, las células se marcaron metabolicamente con EXPRE355358 por una hora a 37 °C y se
procesaron como se describe en la seccion de material y métodos del articulo anexo. Los datos se
expresan como el poreentaje de 358 incorporado con respecto al control de células incubadas sin VLP's
en presencia de a-sarcina.




Con los resultados de este ensavo se confirma cl papel fundamental de la VP4 en la
permeabilizacion y se descarto lz; posibilidad de la permeabilizacion inespecifica por tripsina
& BSA, ya que las VLP's 2/6 y 2/6 7 con o sin tripsina no inducen la coentrada de la toxina
(figura 12). Sin embargo. contrariamente a lo esperado. encontramos que la permeabilizacion
de las VLP’s 2/6/7/4 parece no depender del corte con tripsina, ya que en todos los ensayos
realizados, las VLP's completas no cortadas con tripsina, también fueron capaces de
promover la cointernalizacidn de «-sarcina aunquc en menor proporcion. Las posibles
explicaciones a este hallazgo son que la cantidad de VP4 ya cortada presente en la
preparacion. sea suficiente para promover la permcabilizaciéon de las células, y la otra
posibilidad es que el no requerimiento al corle con tripsina refleja algin cambio

conformacional en VP4 que esta permitiendoles a las VLP’s intcraccionar con las células y

promover la coentrada de la toxina directamente.
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Figura 12. Lfecto del corte con tripsina sobre la permeabitizacion de MAT04 a w-sarcing mediada por
VILP's. 3 ne de VLP's completas 6 2 ng de VLP's 2 6.7: v 10 uff/célula de RRV, se activaron & no con
10 ug ml de tripsina durante 30 mins. v se¢ apadieron junto con 10 pnM de ¢-sarcina a una monocapa de
células MA104 para realizar un experimento de coentrada como se deseribe en la seccion de material y
métodos. Los datos se expresan como el porcentaje de ™S incorporado con respecto al control de
células incubadas con la misma concentracion de «-sarcina en presencia 6 ausencia de tripsina. La
grifica muestra ¢l promedio de dos experimentos independientes.



Para caracterizar la especificidad de la permeabilizacién observada, se realizaron
ensayos de inhibicién de la coentrada mediada por VLP’s con anticuerpos que neutralizan 6
no la infeccién de rotavirus, asi como por el tratamiento de las células con neuraminidasa
(NA). La preincubacién de las VLP’s con anticuerpos neutralizantes dirigidos contra VPS5,
VP8 6 VP7, asi como el pretratamiento de las células con NA no inhibié la coentrada de las
VLP’s. Estos datos aunque no son concluyentes sugieren que posiblemente (como ya
apuntaban los resultados anteriores, en los que la permeabilizacion p'romovida por las VLP’s
fué tripsina independiente), la conformacién de las broteinas en las VLP’s no sea la misma
que presentan en el virion y que los epitopes que reconocen los anticuerpos no se encuentren

expuestos ¢ en la conformacidn apropiada.

En conjunto, éstos resultados sugieren que pese a que la permeabilizacién promovida
por VLP’s es dependiente de VP4, pareciera que el plegamiento de las proteinas de capa
externa ensambladas en el sistema de VLP’s no mantienen la misma estructura que en el
virus. Este cambio conformacional pudiera proporcionarles la estructura equivalente a la que
se genera en el virus con el corte con tripsina, de tal manera que pueden interaccionar

directamente con la molécula responsable de la penetracion.

Durante el desarrollo de este proyecto de investigacion, Fernando Herndndez en
nuestro laboratorio, estandarizé el sistema de cnsamblaje de VLP’s cuyas proteinas
estructurales provienen de la cepa del rotavirus porcine YM, el ensamblaje de éstas particulas
resultd ser mas eficiente cuando se utilizd el baculovirus recombinante que codifica para la

proteina VP2 de la cepa RF.

Dado que la permeabilizacién tripsina-independiente promovida por las VLP’s de
SAT11 parece ser favorecida por algun cambio conformacional en alguna (s) de sus proteinas,
analizamos si las VLP’s de YM eran capaces de inducir la coentrada de «-sarcina y si ésta

coentrada es dependiente de la activacién proteolitica de VP4 con tripsina.

En la figura 13 se muestra una curva de permeabilizacion a a-sarcina mediada por
VLP’s de YM y SAll; asi como el requerimiento del corte con tripsina para promover la
coentrada. Aqui, podemos observar que las particulas de YM al igual que las de SA11 fueron
capaces de promover la permeabilizacion a la toxina de una manera dosis dependiente. A
diferencia de las VL.P’s de SA11, la cointernalizacién de a-sarcina mediada por las particulas

cuya proteina VP4 proviene de la cepa YM presento una mejor dependencia de la activacién
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proteolitica con tripsina para permeabilizar. Este resultado refuerza la idea de que la
permeabilizacion tripsina-independiente observada en las VLP’s de SAIll, y la falta de
inhibicién de la misma con anticuerpos neutralizantes se debe probablemente a un cambio
conformacional en la estructura de las proteinas VP4 y VP7 de SAIlIl, al encontrarse

ensambladas en VLP’s.
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Figura 13. Coentrada de a-sarcina promovida por VII"'s provenienies de las cepas YM y SALL
Distintas concentraciones de VLP's de YM & SAll fueron activadas 6 no con tripsina en las
condiciones descritas anteriormente v se agregaron a una monocapa de MA104 en presencia de 10 pM
o-sarchia, Posteriormente se realizo un ensayo de coentrada como se describe en material y métodos.
Los datos se expresan como el porcentaje de **S incorporade con respecto al control incubado bajo ta
misma concentracion de a-sarcina pero en ausencia de VLP's. Los valores representan el promedio de
dos experimentoes independientes.
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DISCUSION



En este trabajo demostramos que durante los primeros eventos de la infeccion por el
rotavirus RRV sc pronnieve eficientemente la permeabilizacion de células MA104 a distintas

toxinas como restrictocinag, abrina A y a-sarcina.

L.as toxinas inhiben cn un 80%-100% la sintcsis de proleinas celularcs cuando sc
ailaden stmwltancamente con cl virus, micentras quc los niveles de sintesis de proteinas cn
auscncia de virus sc manticnen afrededor del 90% con respecto al control. Estos resultados
indican que las toxinas por si solas son incapaccs de translocarsc a través de la membrana y
que la permeabilizacion observada cs debida a fa interaccion del rotavirus con la superficic

celular.

Dc las tres toxinas probadas, w-sarcina mosird una dependencia mds cstricta a la
presencia del virus para inducir la permeabilizacion, por lo que decidimos hacer la

caractecrizacion de la coentrada de macromoléculas promovida por rotavirus con €ésla toxina.

La diversidad en cl grado de respuesta con cada toxina pucde atribuirse a diferencias
cn la cficiencia de cada una de cllas para cruzar la membrana. Abrina y restrictocina por su
parte ticnen cicrto efccto inhibitorio sobre la sintesis de proteinas, adn en ausencia del virus.
Dicho efceto podria deberse, al menos para el caso de abrina, al mecanismo de accidn de esta
toxina. La abrina como sc menciond anleriormenic, al igual quc cicrlas toxinas baclcrianas
(diftcria) esta compuesta por dos subunidades proteinicas (la subunidad de anclaje y la
subunidad cfectora); ¢i reconocimiento de un receptor celular no identificado por la subunidad
de anclajc favorcee la translocacion de la subunidad cfectora al citoplasma celular donde
gjerce su accion (Fernandez-Puentes & Carrasco, 1980). Aunquc nucstros cxperimentos sc
rcalizaron solo con la subunidad cfectora dc abrina (abrina A), no podcmos descartar la
posibilidad dc que cierta fraccion contaminante de la subunidad dc anclaje, sca la responsable

de la actividad inhibitoria en los rangos superiores a 100 nM.

La a-sarcina cs una ribotoxina que actia sobre la subunidad 60S del ribosoma
cucarionte bloqucando su interaccion con los factores de elongacion de la maquinara de
traduccion celular (Brigotti e «l., 1989, Endo & Wool, 1982). Hasta la fecha no se han
descrito receplores membranales para a-sarcina, sin embargo ¢sta toxina puede interacionar de
mancra clectrostatica con fosfolipidos y dichas interaccioncs dcscstabilizan las vesiculas
lipidicas ocasionando fa liberacion del contenido intravesicular (Gasset ef al., 1995). Aunque

la coentrada dc la toxina cn ia linca celular MA104, claramente rcquicre de la presencia de
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rolavirus, ¢l 5-10% de inhibicidén cn la sintesis de proteinas obscrvado cn algunos dc los casos
en auscncia de rotavirus, podria debersc a la intcraccion de a-sarcina con los lipidos dc la

membrana.

Un método utilizado para ¢l estudio de la permeabilizacion promovida por virus, ha
sido monitorcar la coentrada de toxinas con la entrada del virus (Carrasco, 1994, Carrasco,
1995). Esta cointcrnalizacion parcce scr un fenomeno generalizado, ya que se ha encontrado
que virus que utilizan difcrentes cstrategias de penctracién inducen la coentrada de toxinas y
otras macromoléculas como plasmidos; esto incluyc tanto a virus cubicrtos con envoltura
lipidica que generalmente ingresan a la célula por fusién ya sca a nivel de membrana
plasmatica 6 cndosomal (cj. virus vaccinia, Sendai y ¢l virus Semliki Forest) (Fernandez-
Puentes & Carrasco, 1980, Pérez & Carrasco, 1994), y aquclios desprovistos de membrana
que entran por endocilocis 6 penctracion directa como poliovirus, adenovirus y reovirus
(Almcla et al.,, 1991, Fernandez-Puentes & Carrasco, 1980, Garcia e al., 1996, Pérez &
Carrasco, 1994).

Aunque se desconoce la relevancia bioldgica de ésta permeabilizacion temprana a
toxinas (si ¢s que tiene alguna), su cstudio pucde proveer informacion importante sobre los

mecanismo de cntrada a la célula de distintos virus.

No ¢s claro ¢l mecanismo molccular mediante ¢f cual ocurre la permeabilizacion
temprana de la mcmbrana a toxinas. El modelo®protomotriz™ propucsto por Carrasco y
colaboradores (Carrasco, 1994, Carrasco, 1995) establece que ¢l gradiente de pH generado en
los endosomas por la ATPasa dc protones vacuolar, sc utiliza como fuente de energia y que
las protcinas virales ¢ las subunidades de anclaje de las toxinas inscrtadas en la membrana,
pueden acoplar la energia liberada por ¢l movimiento de protonces hacia el citoplasma en favor
del gradiente, para la translocacion del genoma viral (6 de las subunidades efectoras de las
toxinas) cn la misma dircceion. Estc modclo explica la translocacidon del genoma viral cn
aquellos virus cuyo mecanismo de entrada es por endocitocis y dependiente de pH; mientras
que para los sislemas virales que entran de una mancra independiente de pH, Carrasco y
colaboradores propusicron al potencial de membrana, ¢ directamente la utilizacion de ATP
como las fuentes de energia alternativas empleadas para internalizar ¢l genoma (y las {oxinas)

al citosol (Carrasco, 1994).



Los resultados de este trabajo demostraron que la coentrada de a-sarcina mediada
por rotavirus requiere del cumplimiento de cada uno de los primeros eventos en la ruta

infecciosa del virus como adsorcion y penetracion.

La adsorcion especifica del rotavirus RRV a dcido sidlico, que de antemano sabiamos
que es nccesaria para la infectividad, también fué indispensable para la permeabilizacion. ya
que el tratamiento de las células con sialidasa disminuyd los niveles de coentrada de la toxina

a niveles cercanos al control,

Este resultado sugiere que la internalizacion de la toxina es mediada por la
interaccion del virus con las moléculas celulares normalmente utilizadas durante una

infeccion productiva.
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rotavirus correluciona con la penetracion del virus a la célula:

|. Los virus no activados con tripsina, quc no son infecciosos pero que sc adsorben a
la célula huésped igual que los virus activados (Clark ef al., 1981, Fukuhara et al., 1988,
Kaljot et al., 1988), no promovicron la cocntrada dc u-sarcina; por lo tanto se requicre mas

que la sola adsorcion del rotavirus a la superficie celular para obtencr la permeabilizacion.

2. Se ha sugerido que ¢l corte proteolitico con tripsina inducc cambios especificos en
la cstructura de VP4 ncccsarios para que el virus pueda interaccionar directamente con la
membrana y ocurra la internalizacion. Los resultados de permcabilizacion obtcnidos con la
cepa SA114S moslraron una clara corrclacion cntre penetracion viral y cocnirada. Los
rotavirus SA114S activados con AspN 6 a-quimotripsina (que no son infecciosos) (Arias ef
al, 1996), no promovicron la coentrada dec o-sarcina, y los niveles maximos de
permeabilizacién se obtluvicron solamente con la activacion subsccucnte de éstlos virus con
tripsina. Por lo tanto, la precisidn de los extremos gencrados por la digestion con tripsina cs

también importante para la permeabilizacion al igual que lo es en la infectividad.

3. Los rotavirus preincubados con los anticucrpos ncutralizantes dirigidos contra
ambas protcinas de capa cxterna VP4 (MAb 2G4) y VP7 (MaAb 159), que bloquean la
infeccion viral ch un paso posterior a la unién (presumiblemente penetracion) (Ruggen &
Greenberg, 1991), inhibieron la cointernalizacion de a-sarcina. En estc punto resulta

interesante destacar ¢l hecho de que el anticuerpo anti-VP7 inhiba la coentrada, sugicre que
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¢ésta proteina pucde tencr un papel relevante ¢n la permeabilizacion y por lo tanto en la
penctracion. No sabemos si ¢l papel de VP7 cs solamente estructural de tal mancra que le d¢ a
VP4 el soporte 6 conformacion necesaria para la coentrada, 6 si participa dircctamente en los
cventos de adsorcion-penetracion. Con anterioridad sc planted la participacion de VP7 cn
alguna dc las primeras interacciones del virus con la célula; incluso se ha visto que la
especificidad de union al receplor mediada por VP4, pucde ser influcnciada por ¢l origen dc fa
protcina VP7 acompaiianic (Méndez ef al., 19906); de igual manera, ¢l analisis del producto de
la coinfcceion con dos cepas diferentes cvidencié que la proteina VP7 pucde dar ventajas
replicativas a la progenic viral, aumentando la eficicncia de la unién a la célula a través de
VP4 (Xu & Woodc, 1994). Sin cmbargo, no podecmos descartar que la inhibicidn de la
penetracion con ésle anticuerpo, sea debido a un impedimento cstérico, en cl que el anticuerpo

impida ia interaccion de VP4 con su (s) receptor (¢s) especifico (s).

4. La coentrada de o-sarcina cn aquellas lincas celulares menos susceptibles a la
infeccion (L y Hep2), no sc alcanzé ni con 1000 particulas infecciosas por célula; mientras
que en la linca celular permisiva (MA104), 1 virus infeccioso por célula fu¢ capaz de
promover la cointernalizacion de a-sarcina que inhibio en un 50% la sintesis de proteinas.
Sabemos que en ¢éstas lincas celulares la penelracion a través de la membrana cs cl paso
limitante cn la infeccion (Bass ef al., 1992); por lo tanto, podenos concluir que la interaccion
rotavirus-célula huésped que conduce a ésta permeabilizacion es cspecifica y depende de lu

permisividad de la linea celular a ser infectada.

5. Los virus ncutralizados con el MAb 159 (dirigido contra VP7) después de su
adsorcién inicial, no promovicron la coentrada de toxina (fig. 7 del articulo), esto refleja que

la permeabilizacion es simultdnea 6 muy cercanda en ticmpo a la entradu del virus.

Como se menciond anteriormente, ¢l mecanismo por ¢l cual ocurre la penetracion de
rotavirus a la célula cs controversial, estudios bioquinmicos y ultracstructurales apoyan dos
formas dc entrada; penctracion directa y endocitocis mediada por receptor (Bass et al., 1995,
Fukuhara ef al., 1987, Kaljot et af., 1988, Ludert e «f., 1987, Quan & Doane, 1983, Suzuki ef
al., 1985, Suzuki ef al., 1986).

Pesc a que las cvidencias de microscopia clectronica apoyan la hipotesis de

endocitocis, los cstudios funcionales con agentes lisosomotrépicos demuestran que el ingreso
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del rotavirus al citosol no ocurre por mecanismos de fusion dependientes de pH como en otros

virus no envueltos (rinovirus, poliovirus etc.) (Pérez & Carrasco, 1993).

Al evaluar ¢l efecto de inhibidores de cndocitocis como citocalasina D y
dansilcadaverina sobre la coentrada de a-sarcina promovida por rotavirus, encontramos, como
se puede observar en la Tabla 1 del articulo que, concentraciones en las que las drogas son
funcionales (Ia infectividad de reovirus se disminuye mas del 70%), la permeabilizacién a a-

sarcina y la infectividad de rotavirus, no se vieron afectadas.

La dansilcadaverina inhibe la formacién de vesiculas de clatrina y citocalasina D
despolimeriza actina (Bass ef al., 1995), por lo tanto podriamos decir que éstas funciones no
son requeridas durante la penetracion de rotavirus. Si sumamos éstas evidencias a los reportes
G lus que ¢ deliussila Yug, € Latwnicnio de céiuias poco permisivas a ia infeccion por
rotavirus con éstas mismas drogas incrementa hasta 10 veces su susceptibilidad a infectarse
(Bass ef al., 1995), podemos considerar a la via endocitica como una ruta “improductiva”

encargada de sccuestrar aquellas particulas no aptas para una replicacion viral.

La bafilomicina Al (BFLAL1) es un inhibidor sclectivo dec la ATPasa de protones
vacuolar (Bowman ef al., 1988) que ha sido ampliamente utilizado para disociar el papel del
pH bajo y el de! gradiente de protones durante la entrada de distintos virus (Carrasco, 1994,
Carrasco, 1995). Para algunos sistemas virales (ej. Semliki) se demostré que la simple
acidificacién del medio no es suficiente para la entrada del genoma, sino que la energia
acumulada en forma de gradiente de protones es lo que realmente promueve la translocacion
de la capside viral al citoplasma (Irurzun et al., 1997, Pérez & Carrasco, 1994). El papel de
esta droga sobre la permeabilizacion a a-sarcina también ha sido evaluado, encontrandose en
la mayoria de los casos, una correlacion entre el cfecto sobre penectracion y coentrada.
Adenovirus y poliovirus, parecen ser la excepcidn, ya que la infectividad no sc ve afectada por
BFLAI pero si la coentrada (Carrasco, 1995). En rotavirus, el tratamiento de las células con

BFLAI no afectd la infectividad ni [a cointernalizacion de a-sarcina.

Estos resultados implican que la entrada de rotavirus, al ignal que la coentrada de a-
sarcina, no requicren que la ATPasa de protones vacuolar sea funcional; por lo tanto ambos
mecanismos son independientes de un pH acidico vacuolar v del gradiente de protones

existente a través de la membrana endosomal. En conjunto estos resultados demuestran que
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la internalizacion de a-sarcina solo se Heva a cabo si el virus entra a la célula por la via

productiva.

Aunque estas evidencias son un fuerte argumento en contra de la via endocitica como
¢l mecanismo de penetracién en rotavirus, no exisle una demostracion directa que permita

descartar que la internalizacion de rotavirus sea por un tipo muy particular de endocitocis.

En varias lineas celulares, se ha demostrado la existencia ae rutas de endocitocis
constitutiva, clatrina-independiente. que permiten el ingreso de ciertos ligandos; por ejemplo,
la internalizacién de antigenos de histocompatibilidad ¢n fibroblastos humanos se realiza por
este mecanismo (Huet er al., 1980). Otra posibilidad es que la invaginacion de los endosomas
sea independiente de los microfilamentos de actina (citocalasina D-resistente), como en la

pinocitocis de solutos v particulas pequenias (Mellman ¢ «f., 1980).

El que no requieran de pH bajo para penetrar. pudiera reflejar que la penetracion es
independiente de pH como en otros virus. En poliovirus por ejemplo (Pérez & Carrasco,
1993), se sabe que pese a que su entrada es por endocitocis, la interaccion del virus con su
receptor induce cambios conformacionales en el viridn de tal manera que se vuelve mas
hidrofébico y cstos cambios desestabilizan la membrana endosomal para hiberar su genoma al

citosol (Greber er al.. 1994).

En virtud de tanias evidencias indirectas en contra de la endocitocis. se ha propuesto la
penetracion directa a traves de la membrana, como una hipdtesis alternativa para explicar la
penetracion de rotavirus. Esta hipdtesis se fundamenta principalmente en experimentos de
permeabilizacion de vesiculas de membranas y liposomas como consecuencia a la interaccion
con rotavirus (Nandi er a/.. 1992, Ruiz er al., 1994}). ¢stos resultados hacen suponer que la
interaccion del virus con las membranas promoveria Lt formacion de poros por los cuales se
liberaria el contenido intravesicular. Aunado a ésto, s¢ han realizado cinéticas de penetracion
en las que sc encontraron dos tiempos promedios de internalizacion uno rapido (3-5 min.) y
otro lento (30-30 mm.), atribuibles a penetracion directa y endocitocis respectivamente

(Kaljot e al.. 1988).

Hasta ahora no podemos cstablecer inequivocamente si la entrada del virus es a través
de endocitocis, 6 de penetracién directa. De hecho, sc ha sugerido que durante una infeccion
por rotavirus ambos mecanismos se llevan a cabo. Cual de las vias de entrada es utilizada por
¢l rotavirus, va a depender de Ia activacion proteolitica con tripsina; s¢ ha propuesto que los
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viriones intactos, entran a la célula lentamente por endocitocis y no producen progenie viral;
mientras que la entrada de virus activados con tripsina es rpida y conduce a una infeccion

productiva (Kaljot ef /., 1988).

Existen otros sistemas virales en los que se ha reportado mas de un mecanismo de
penetracién. Los estudios de la infeccion del virus de la hepatitis murina (MHV), sugieren que
aunque una pequefia fraccion del indculo viral se internaliza por endocitocis, la infeccion
productiva se genera por particulas que entran predominantemente por fusién no acidica, a

nivel de membrana plasmatica (Kool et al., 1991).

El estudio del mecanismo de penetracidn de los rotavirus ha sido obstaculizado por la
falta de metodologia que especificamente detecte la entrada de las particulas infecciosas. Las
estrategias experimentales tradicionalmente utilizadas para éste fin han sido la microscopia
electronica, y los ensayos de proteccion de virus marcados radioactivamente a la digestiﬁn de
proteasas externas. La limitante de éstos métodos es que detectan la entrada global, es decir, la
de virus infecciosos y la de particulas no infecciosas; vale la pena recordar que éste es un
factor relevante en rotavirus ya que la relacion de particulas fisicas/particulas infecciosas en

algunas cepas de rotavirus es alrededor de 100:1.

Se han desarrollado otros ensayos para estudiar la entrada de rotavirus como: la
permeabilizacidn de liposomas y vesiculas medida por la liberacidon de indicadores
fluorescentes (carboxifluoresceina) (Nandi ef al., 1992, Ruiz et al., 1994); y la formacion de
sincicios (células multinucleadas) que refleja la capacidad del virus de inducir fusion desde
afuera (Falconer et al., 1995). Estos métodos, aunque apoyan la teoria de penetracién directa,
presentan ciertas diferencias entre los requerimientos para su desarrollo y los necesarios para

una infeccion.

51 hacemos una comparacién entre ambos métodos y el sistema de coentrada descrito

en este trabajo, encontramos que:

A diferencia del sistema de coentrada en el que inicamente las células suceptibles a la
infecci6n son permeabilizadas a a-sarcina; liposomas de distintas composiciones (Nandi et al.,
1992) y membranas de distintos origenes (Ruiz er a/., 1994) liberan su contenido en presencia
de virus. Esta permeabilizacién de vesiculas podria ser considerada un tanto inespecifica ya
que presupone que los rotavirus pueden omitir la interaccidén virus-receptor y que la

penetracion unicamente requiere de la interaccidn del virus con los lipidos de membrana.
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Ademas la hiberacion de carboxifluoresceina de las vesiculas es inhibida con 1mM calcio y la

inhibicidn se revierte afiadiendo quelantes de calcio (Ruiz et al., 1994).

Por otra parte, la fusion desde afuera tampoco se ve afectada por el tratamiento del
virus con quelantes de calcio (Falconer ef al., 1995). En ambos casos esta condicion es
totalmente contraria a la requerida durante la infeccion, ya que el medio de cultivo que se
utiliza para la infeccién tiene niveles de calcio en rango mM, y se sabe que en ausencia de
Ca’” no ocurre la infeccién. En contraste, la permeabilizacién a toxinas se realiza en
concentraciones fisiolégicas de calcio (1.8 mM), y el tratamiento con EDTA la bloquea,

reflejando lo que ocurre con la infeccion viral.

En ambos casos (fusion desde afuera y la permeabilizacion de vesiculas a
carboxifluoresceina), los maximos niveles de fusion y permeabilizacién se alcanzan con 100 6
mas particulas infecciosas por célula; una particula infecciosa no es capaz de producir
evidencia alguna de penetracion por estos sistemas. Contrario a ésto, en el sistema de
coentrada de a-sarcina 1 particula infecciosa/célula fué capaz de inducir la permeabilizacion
del 50% de las células y el maximo de permeabilizacién se alcanzé con 10 particulas

infecciosas por célula (ver figs. 2 y 5 del articulo).

En conclusion la caracterizacion de la permeabilizacion temprana a toxinas descrita
en este trabajo. nos permite sugerir que, metodologicamente, este sistema refleja mejor las
condiciones reales de la infeccion y por lo tanto representa una buena herramienta para el

estudio de la penetracion de rotavirus.

El siguiente evento durante el inicio de la infeccidn por rotavirus es la
desencapsidacion ¢ desnudamiento de la particula viral, que como se menciond anteriormente,
consiste en la pérdida de las proteinas de la capa externa VP4 y VP7, con la subsecuente
activacion de la transcriptasa viral. /n vivo no es claro si el desnudamiento viral ocurre durante

la penetracion o una vez que el virus llega al citosol.

In vitro, 1a solubilizacion de la capa externa se obtiene por €l tratamiento con agentes
quelantes de calcio (Cohen er al., 1979). La estabilidad de muestras de rotavirus humano
almacenadas in vitro depende de que el medio de almacenamiento contenga concentraciones

de por lo menos 100 nM de calcio (Shirley et /., 1981).
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Tomando en cuenta estos resultados se ha especulado que el desnudamiento viral

I3 . . - . . 3 .
podria darse como consecuencia de la baja concentracion de calcio intracelular ([Ca™];); es
decir, que las particulas virales completas penetran al citoplasma y que el desnudamiento

ocurre en el interior del citosol al encontrar un bajo ambiente de calcio.

De manera opuesta existe otra hipétesis que sugiere que durante la interaccién del
virus con su receptor, las proteinas de la capa extemna sufren cambios conformacionales, €l

virus se desnuda y solo particulas de doble capa penetran al citoplasma.

En algunos sistemas virales existen evidencias que demuestran que la unién al receptor
puede ocasionar cambios en la particula viral que resultan é contribuyen con la penetracion y
desnudamiento. La unién de los picornavirus (poliovirus y rinovirus) a su receptor, induce
cambios en la estructura de la capside viral que son esenciales para la infeccion. La hipotesis
del caiién propuesta para explicar la interaccién virus-receptor de éstos virus sugiere que un
dominio del receptor interacciona con una depresion en la superficie viral e induce la
exposiciéon del extremo amino terminal de la proteina VP1 y la disociacidén de la proteina
VP4. La particula viral modificada probablemente se embebe en la membrana, la desestabiliza

y promueve la liberacion del RNA hacia el citosol (Greber et al., 1994).

En rotavirus la evidencia que permite sugerir un mecanismo similar para su
desnudamiento es la observacion de que las proteinas VP4 y VP7 permanecen adheridas en la

superficie celular y solo particulas de doble capa son intemnalizadas (Fukuhara ef a/., 1988).

En éste trabajo nos propusimos determinar si el incremento de la concentracion
intracelular de calcio ( [Ca*’];) tenia algin efecto sobre la coentrada de a-sarcina y sobre los
prnimeros eventos de la infeccion por rotavirus, En éstos experimentos utilizamos dos enfoques
distintos para lograr un incremento de calcio intracelular: el uso de iondforos de calcio (
ionomicina y A23187) y un inhibidor de la ATPasa de calcio del reticulo endoplasmico

(tapsigargina).

La ionomicina y A23187 son 1ondforos carboxilicos que tienen la habilidad de formar
complejos con cationes ¢ intercambiarlos por protones a través de membranas de células y
organelos (Liu & Hermann, 1978). Ambos iondforos unen cationes divalentes pero no
monevalentes, experimentos de competencia de iones demuestran una selectividad por Ca® >

Mg’ >> Sr~ ~ Ba™ (Liu & Hermann, 1978). En presencia de calcio extracelular, el
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incremento en la [Ca™), ocasionado por la presencia de éstos ionoforos, se debe

principalmente a una entrada de calcio del medio externo.

Tapsigargina es un inhibidor especifico de las ATPasas de calcio intracelular tanto de
las SERCA ATPasas (ATPasas residentes de la membrana del reticulo sarcoplasmico de
células musculares), como de las ATPasas del reticulo endoplasmico de células no musculares
(Inesi & Sagara, 1992, Thastrup, 1990). Estas enzimas bombean el calcio citoplasmico hacia
el reticulo endoplasmico como une de los mecanismos que tiene la células para mantener la
homeostasis de calcio. La tapsigargina produce un efecto global en la enzima, mamfestado
principalmente por la inhibicion de su alta afinidad por calcio y también por interferir con
otras reacciones independientes de calcio (ej. uniéon de ATP, unidén de fosforo inorganico etc.)

(Inesi & Sagara, 1992). Por lo tanto la tapsigargina ocasiona que los reservorios intracelulares

{ 1 Avrvn Aa Tae cmcbm A oL
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ésto una elevacion en la [Ca™].

La preincubacion de las células MA104 con iondforos de cualcio y tapsigargina no

afecto la coentrada de a-sarcina mediada por el rotavirus RRV.

Como se puede ver en la fig. 8 incluida en el articulo, los 1ondforos y la tapsigargina
no inhibieron la reduccién en la sintesis de proteinas ocasionada por la entrada de o-sarcina en
presencia de RRV (barras negras). E1 A23187 por si solo redujo 50% la sintesis de proteinas
en las células MA104. Por alguna razon, A23187 resultd ser mas “agresivo” para las células
que la ionomicina. Sin embargo, el efecto inhibitorio que refleja la entrada de «-sarcina
alcanzé niveles similares que en ausencia del ionoforo. Estos resultados demuestran que el
incremento intracelular de calcio ocasionado por estas drogas no afecta la permeabilizacion a

a-sarcina ni la penetracién de rotavirus.

En vista de que la penetracion de rotavirus no se afecté por el incremento en la [Ca™],
y tomando en cuenta el trabajo de Ludert quien reportd que la adicidén de A23187 minutos
después de la penetracion, inhibe la desencapsidacidn del rotavirus porcino OSU, decidimos

estudiar el papel del calcio intracelular sobre el desnudamiento de rotavirus.

La estrategia que utilizamos fué¢ medir la sintesis de proteinas virales como reflejo del
desnudamiento del virus en presencia de los iondforos vy tapsigargina. La deteccién de
proteinas virales indica de manera indirecta que ocurrié la transcripcion del genoma y por lo

tanto la previa desencapsidacion. La sintesis de proteinas medida 4 horas post-infeccién
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reveld que el incremento en calcio intracelular ocasionado por éstas drogas no inhibe el
desnudamiento viral, en condiciones en las que la [Ca’']; se incremento 3.8 veces con respecto

al nivel basal (para el caso de ionomicina).

No existe una explicacién satisfactoria para entender las discrepancias encontradas
entre nuestros resultados y los reportados por Ludert y colaboradores (Ludert ef al., 1987).
Sus conclusiones se basan en la caracterizacién de las diferencias de densidad entre particulas
de doble (DLP) y triple capa (TLP) purificadas por gradientes de CsCl. En éste estudio se
encontré que dos horas post-infeccién en ausencia del ionéforo, los virus migran como
DLP’s, mientras que en presencia del ionéforo A23187 las particulas tienen la densidad de
viriones completos. Al utilizar gradientes de CsCl como herramienta para analizar el tipo de
particulas que se obtuvieron, se evalud principalmente la porcién de particulas fisicas
presentes en la muestra y no la de virus infeccioso. En éstas condiciones existe la posibilidad
de que las particulas fisicas, deficientes en replicacién pero aptas para la union, puedan
ingresar por la via no productiva (posiblemente endocitocis) de tal manera que no se
desencapsidan y son detectadas como TLP’s. La otra posible explicacion es que por este
método se detectan las particulas que aun permanecen adsorbidas a la superficie celular y que
no fueron internalizadas, ya que no hubo un tratamiento con proteasas que asegure el analisis
de los viriones internalizados por la eliminacion de los virus que permanecieron unidos a la

superficie de la célula,

Al evaluar sintesis de proteina viral, nuestros resultados detectan particulas infecciosas
que constituyen una minima proporcién del indculo total y que son bioldgicamente relevantes

ya que fueron capaces de penetrar, desencapsidarse e inciar la transcripcion y traduccidn.

Los tiempos de adicidon del ionoforo son otro punto importante a considerar en la
interpretacion de sus resultados ya que, mediante ensayos de dispersiéon de luz, se ha
reportado que /in vitro la transicién de TLP a DLP en 300 nM Ca®™ (a 37 °C), ocuire en
tiempos menores a 30 segundos (Ruiz er al., 1996). Por lo tanto el afiadir el ionéforo 15
minutos después de la penetracién (condiciones experimentales de Ludert y cols.) puede ser
un tiempo en el cual ya la mayor parte de las particulas debieron haberse desnudado. En
nuestros experimentos, el ionoforo se agregd minutos antes que el inoculo viral de tal manera
que la penetracion y desnudamiento se did en condiciones en las que el calcio se elevd

previamente.
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Nuestros resultados sugieren que el desnudamiento de los rotavirus no es disparado

por concentraciones bajas de calcio intracelular.

Estos datos concuerdan con las observaciones de Ruiz y colaboradores (Ruiz et al.,
1996), quienes reportaron que la concentracién de calcio a la cual se da la transicion de virus
completo a DLP /n vitro, es dependiente de la cepa y que para la cepa RRV ésta concentracioén
oscila alrededor de 38 nM; concentracién muy por debajo del nivel basal de Ca’ de las

células MA 104 que oscila entre los 100 y 200 nM.

Seria de esperarse que la sefal disparadora del desnudamiento fuese la misma para
todas las cepas de rotavirus. Los resultados obtenidos por Ruiz y colaboradores (Ruiz et a/.,
1996} en los que encontraron que la concentracion minima de calcio responsable de la pérdida
de la capa externa varia de acuerdo a la cepa, no concuerdan con la capacidad de los virus

estudiados para infectar eficientemente la misma linea celular.

Se ha visto que los flujos de ciertos iones como K', Na”, y Ca™ se ven incrementados
minutos después de la interaccién de ciertos virus con su célula huésped (ej. Sendai)
(Carrasco et «l., 1989). En rotavirus no se ha explorado si existe algun cambio de
permeabilidad en la membrana a estos iones durante las interacciones iniciales del virus con la
superficie celular. Dado que los resultados reportados en éste trabajo sugieren que la
penetracion de los rotavirus pudiera ser a través de poros y que éstos se utilizan para la
coentrada de otras macromoléculas, podriamos especular que seria muy probable que ésta
misma perimeabilizacion pernntiera el flujo de calcio en favor del gradiente, de tal forma que
las concentraciones de calcio se vieran incrementadas temporalmente durante la penetracion.
De ser asi, el calcio intracelular se veria aumentado de manera natural en el inicio de la

infeccion y ésto no afectaria el desnudamiento.

El hecho de que el bajo calcio intracelular parezea no ser el efector del

desnudamiento apoyva la hipotesis de desencapsidacion a nivel de membrana.

Esta hipotesis como se describid anteriormente, propone que al interaccionar con su

receptor, el rotavirus sufre cambios conformacionales y pierde la capa externa.

Aunque no se sabe si ocurren cambios conformacionales durante la unién de los
rotavirus con su receplor; existen reportes previos en los que se€ ha observado que la

interaccion del rotavirus SA11 con otro tipo de ligandos (anticuerpos monoclonales anti VP4,
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10G6 y 7G06), ocasiona cambios conformacionales en ésta proteina que desestabilizan las
interacciones VP4 - VP7, éstos cambios promueven alteraciones globales en la estructura del
virion que conducen a la pérdida de la capa externa y a la disminucién de la infectividad

(Zhou et al., 1994).

No seria sorprendente encontrar que la asociacion del rotavirus con alguno de los
receptores en la superficie celular condujera a cambios conformacionales en la particula viral
que le permitiese desnudarse, ¢ que expusieran regiones nuevas necesarias para la
desencapsidacion. Es claro que se requiere de nuevos estudios para explorar jos eventos que
ocurren en la particula viral cuando ésta se une a su célula huésped, y detenminar si existe
algun cambio conformacional en el virus asociado a los procesos de adsorcion é penetracion y

asi poder establecer relaciones entre estos eventos v la desencansidacian

Pese que nuestros resultados contradicen la hipotesis del desnudamiento de rotavirus
debido al bajo calcio citopldsmico. no podemos descartar la posibilidad de que la
desencapsidacion se rcalice en el citoplasma y que sea algtin otro factor celular diferente al
calcio, el responsable directo de éste evento. Para la mayoria de los virus, la desencapsidacion
ocurre en el citoplasma. no soélo los que alli se replican. sino también en aquellos cuya

replicacidn se lleva a cabo en el nucteo.

El ¢jemplo mejor caracterizado de desencapsidacion citoplasmica es el de los alfavirus
(Greber er «f.. 1994, Singh & Helenius. 1992). Estos virus dependen del cambio de pH
endosomal para fusionarse con ia membrana y liberar su capside al citosol. Una vez en el
citoplasma. las nucleocipsides son removidas rapidamente por la subunidad ribosomal 60S; 1a
transferencia de las proteinas de la capside a los ribosomas es nccesaria y suficiente para
liberar el RNA. El RNA permanece unido a la cara citoplasmica de la membrana endosomal
donde ocurre la traduccion, transcripeion y replicacion del genoma (Singh & Helenius, 1992).
Para rotavirus no tenemos ninguna evidencia que sugiera la participacién de algun factor
celular en desnudamiento, sin embargo, es una posibilidad que no debe descartarse y amerita

ser explorada.

Dado que uno de nuestros intereses consiste en determinar cuales son las regiones de
la proteina VP4 que participan directamente en el evento de penetracién del virus, y dado que
hasta ahora no ha sido posible establecer un sistema de genética reversa en rotavirus que nos

permita modificaciones por mutagénesis dirigida, decidimos explorar si las pseudo-particulas
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virales (VLP’s), obtenidas en células de insecto, tenian la capacidad de penetrar a la célula de
modo similar a un virus nativo. Para ésto, en éste trabajo implementamos la produccion de
VLP’s mediante la utilizacion del sistema de expresién de baculovirus. En las VLP’s se
ensamblaron cada una de las proteinas estructurales de rotavirus cuyos genes fueron co-
expresados en las células de insecto, de manera similar a los resultados previamente

reportados (Crawford et al., 1994).

Usando el ensayo de coentrada descrito previamente, determinamos si las VLP’s
podian inducir cointernalizacidon de o-sarcina. Encontramos que las VLP’s de composicion
2/6/7/4 no sélo se asemejan a viriones completos, sino que también son funcionalmente
similares a los virus maduros, ya que promovieron la permeabilizacién a a-sarcina tan

eficientemente como ¢l rotavirus RRV.

Estos resultados nos demuestran que la replicacion viral al igual que la sintesis de
proteinas virales “‘de novo” no se requieren para promover la coentrada, y que las proteinas
estructurales VP2, VP6, VP7 y VP4 en el contexto de la particula viral tienen la informacion
necesaria que conduce a ésta permeabilizacion. Estos resultados concuerdan con las
observaciones hechas por Carrasco y colaboradores, quienes demostraron que no se requiere
la expresion génica viral ni celular para obtener éste cambio en la permeabilidad de la

membrana (Carrasco, 1995).

Con la finalidad de caracterizar la coentrada promovida por VLP’s, evaluamos el papel
de VP4 en este ensayo de penetracion. Solo las VLP’s conteniendo la proteina VP4
incorporada en su estructura fueron capaces de permeabilizar las células a a-sarcina. La
incapacidad de las VLP’s 2/6 y 2/6/7 para promover la coentrada, refleja la incapacidad de
union de estas particulas a la superficie celular, El papel de la VP4 en la adsorcion de las
VLP’s ya ha sido establecido y, se ha demostrado que las VLP’s que carecen de VP4 no se

unen a células MA104 en suspension (Crawford et al., 1994).

Al evaluar el papel de los residuos de acido sialico en la union de las VLP’s a la célula
encontramos que el tratannento con neuraminidasa (NA) no inhibié la coentrada de la toxina.
La adsorcion mediada por residuos de acido sialico es el paso inicial para que las cepas de
origen animal puedan penetrar e iniciar la infeccion (Fukudome er /., 1989, Keljo & Smith,
1988); sin embargo, ya se demostro que los rotavirus mutantes de cepas que infectan animales

(rotavirus nar y gpr) pueden obviar ésta interaccion ¢ infectar eficientemente su célula blanco
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(Méndez er al., 1993). en éstos estudios se comprobd que la unién a acido sialico no
representa un paso esencial en la infeccion de células epiteliales en cultivo, ademas de
evidenciar la existencia de una segunda interaccion rotavirus-célula huésped independiente de
acido sialico que conduce probablemente a la penetracién del virus a la célula. Mediante el
uso de éstas mutantes se sabe que la proteina VP4 puede modificar su estructura y evadir ésta
primera interaccion, de tal manera que otro dominio diferente al de union con acido sialico
dentro de VP8 6 quizis en VP35, sea el responsable de permitir una adsorcién independiente

del sialico.

Una posible explicacion a la permeabilizacion obtenida con VLP’s completas en
células tratadas con neuraminidasa v que concuerda con la posibilidad de cambios
conformacionales en V'P4. es que éstas particulas se adsorban mas eficientemente a células
que carecen de acido sidlico al igual que los rotavirus humanos y las mutantes nar y gpr.
Estudios preliminares en nuestro laboratorio han establecido que la infectividad de las cepas
humanas v de las mutantes se incrementa hasta mas de dos veces por el tratamiento de las
células con neuraminidasa (Méndez. E.. comunicacion personal). Es posible que exista algim
cambio conformacional en ia proteina V'P4 de fas VLP s que les permite adsorberse a la célula
en ausencta de dcido sidlico e interaccionar mas eficicntemente con la molécula responsable

de la penetracion.

Pese a que la presencia de \'P4 en las VLP’s ¢s indispensable para la coentrada de o-
sarcina. observamos que ésta cointernalizacion no depende del corte proteolitico de VP4 con
{tripsina. Previamente se ha reportado ei uso de VIP's en cnsavos de penetracion, VLP's
cuyas proteinas estructurales provienen de la cepa de simio RRV promovieron fusion desde
afuera de mancra dependiente de tripsina (Gilbert & Greenberg. 1997). De igual manera,
Liprandi v colaboradores reportaron recientemente un ensayo de coentrada a a-sarcina con
VLP’s con VP4 y VPG de SAIl en un fondo genético de VP2 y VP7 de RF donde la
activacidn con tripsina es un requisito mdispensable para obtener cointernalizacion (Liprandi

et af., 1997). Las posibles razones para explicar la mdependencia del corte con tripsina

obtenida en este trabajo son:

1) La existencia de alglin contaminante en la preparacion, que inespecificamente permeabilice
la membrana. Esta posibilidad parece poco probable dado que preparaciones de lotes de

VLP’s producidos independientemente se comportaron de la misma manera, ademas de que
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en las preparaciones de VLP’s 2/6 v 2/6/7 no esta presente el supuesto contanninante. 2} La
cantidad de VP4 previamente corada en las preparaciones sca suficiente para inducir
coentrada, y/6 3) La existencia de un cambio conformacional en VP4 6 VP7 de SA11 durante
el ensamble en éstas VLP’s. Esta uluma parece explicar los resultados referentes al
requerimiento del corte con tripsina para promover la permeabilizacion y la falta de

neutralizacion obtenida con la preincubacion de las particulas con anticuerpos.

Actualmente. se desconoce el mecanismo molecular por ¢l cual se ensamblan las
proteinas virales en las células de insecto para dar lugar a tas VLP’s. Se ha propuesto que el
ensamble puede ocuiir en el citoplasma v que las particulas son liberadas al medio extermo al

momento de la lisis cetular. 6 bien que las proteinas se excretan al medio extracelular donde

de las VLP’s. sabemos que éste es un sistema artificial y no la via natural de ensamble de los
rotavirus. La morfogénesis de los rotavirus es un proceso altamente coordinado en el que
participan tanto proteinas v acidos nuckéicos virales como celularcs. Por lo tanto, no es de
extrafarse que pese a que las VLP's se asemejan morfolégicamente a Jos viriones maduros y
su caracterizacion por microscopia electronica vy Western biot no reflejéd cambios
significativos en las proteinas estructurales, éstos andlisis pueden resultar muy burdos para
detectar cambios conformacionales finos que suponcmos son los responsables de la falta de
neutralizacion con los anticuerpos v de la peneiracion independiente de tripsina observados en

este trabajo.

Tambieén utilizamos V'LP's de la cepa porcia Y M ensambladas en nuestro laboratorio
para reahizar ensayos de coentrada. Los resultados indican que las VLP’s 2/6/7/4 de YM,
promueven ta cointernalizacion de w-sarcina de una manera dosis y iripsina dependiente.

Estos resultados apovan nuevamente la hipdtesis de que existen camibios conformacionales en

las VLP’s de SA1I.

El cstudio directo del papel de cada una dc las proteinas de capa ¢xterna en la
penetracion de los rotavirus ha sido obstaculizado por la falta de un sistema que permita

mutagenizar especificamente las regtones que pueden participan en éste proceso.

Crecmos que si las VLP's son capaces de mimetizar las primeras interacciones

rotavirus-célula hésped, éstas  pueden representar una valiosa  herramienta que, en



combinacion con el ensayo de coentrada a a-sarcina, podrian establecer un modelo

experimental que permita conocer con detalle el proceso de penetracion de los rotavirus.
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En nuestro grupo de trabajo, actualmente se estan desarrollando diversos proyectos de
investigacion encaminados a entender mejor las primeras interacciones rotavirus-célula
huésped que conducen a la infeccién productiva. Algunas de las preguntas que nos gustaria
resolver son: ;Cuantas moléculas receptoras estan involucradas en la penetracion de los
rotavirus?, ;Cuales son éstas moléculas y cudl es su naturaleza bioquimica ?, ;Qué regiones
de las proteinas de capa externa de los rotavirus son las responsables de interaccionar con
éstas moléculas?, ;En cudl de de los eventos iniciales de la infeccion participan las integrinas

reconocidas por VP4 y VP7?

En cuanto al sistema de VLP’s, creemos que si logramos obtener particulas capaces de
mimetizar finamente las interacciones virus-célula huésped que conducen a la infeccion, la
mutagénesis de regiones importantes para penetracion utilizando VLP’s, en conjunto con el
sistema de coentrada de a-sarcina representan un buen modelo experimental para disectar el
proceso de penetracién. El cambio conformacional en las proteinas de SAIll al ser
ensambladas en VLP’s, que sugerimos como responsable del no requerimiento del corte con
tripsina de éstas particulas para promover coentrada ;es funcionalmente relevante? De ser ast,
éstas VLP’s también podrian ayudamos a identificar algunas de las moléculas involucradas en

la internalizacién de rotavirus.

La utilizacion del sistema de coentrada de toxinas descrito en éste trabajo, en conjunto
con diversas estrategias experimentales representa una buena herramienta para abordar €stas
preguntas de investigacién. Asi mismo, éste sistema nos ha ayudado a entender aigunos

aspectos relacionados con la penetracion de los rotavirus.

De igual manera, los datos obtenidos sobre desencapsidacion, que sugieren que la baja
concentracién de calcio intracelular no es el disparador del desnudamiento, abren un
panorama de preguntas interesantes que de obtener respuestas, contribuiran a conocer mas

acerca de los primeros eventos de la infeccion de los rotavirus.

1.;Cual de los primeros pasos de la interaccion virus-célula huésped es el que conduce

a los cambios en la permeabilidad de la membrana?

2. ;Cual es el mecanismo de la coentrada? es decir, ;Se requiere de una interaccion
toxina-membrana de tal manera que el virus promueve su translocacion al citoplasma, ¢ el
virus es capaz de inducir la internalizacion de moléculas presentes en solucion en el medio

extracetular?



3. En vista de que los rotavirus no necesitan de la energia proporcionada por el
gradiente de protones vacuolar para penetrar. ;Se requiere de algiin otro proceso energético

en la internalizacién de estos virus hacia el citosol?

4. Si la desencapsidacién de los rotavirus ocurre independientemente de los niveles de
Ca® intracelular, ;Existe algin otro factor intracelular responsable del desnudamiento, 6 éste

se da en 1a membrana plasmatica durante la penetracion?

76



REFERENCIAS

77



Almela, M. J., Gonzalez. M. E. & Carrasco. L. (1991). Inhibitors of poliovirus uncoating efficiently block the
early membrane permeabilization induced by virus particles. J. Firal. 65, 2572-2577.

Arias, C. F., Romero, P.. Alvarez, V. & Lopez. S, (1996). Trypsin activation pathway of rotavirus infectivity. J.
Virol. 70, 5832-5839.

Bass, D. M., Baylor, M., Chen, C. & Upadhvayula, U. (1995). Dansylcadaverine and cytochalasin D enhance
rotavirus infection of murine L cells. Virology. 212, 429-437.

Bass, D. M., Baylor, M. R.. Chen. C,, Mackow. E. M., Bremont. M. & Greenberg, H. B. (1992). Liposome-
mediated transfection of mract viral particles reveals that plasma membrane penetration determines permissivity
of tissue culture cells to rotavirus. J. Clin. Invesr. 90, 2313-2320.

Bass. D. M.. Mackow. E. R. & Greenberg, H. B. {1991). Identification and partial characterization of a rhesus
rotavirus binding glycoprotein on murine enterocytes. Virology 183, 602-610.

Bowman. E. I.. Stebers. A. & Altendorf, K. (1988). Baftlomycins: A class of inhibitors of membrane ATPases
from macroorganisms. animal cells and plant cells. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 85, 7972-7976.

Brigoti. M., Rambelli. F.. Zamboni. M., Montanaro. L. & Sperti. 8. (1989). Effect of «-Sarcin and ribosome-
inactivaling proteins on the interaction of elonvation factors with ribosomes Rivechem 1387 917 727

Carrasco, L. (1994}, Entry of animal viruses and macromolecules mto cells. FERS lerrers 350, 151-154.
Carrasco. L. (1993} Modification of membrane permeability by animal viruses. v, Firns Res. 45.61-112.

Carrasco. L.. Otero, M. 1L & Casirtllo, I L. (1989). Medification of membrane permeability by animal viruses,
Pharmae. ther. 40, 171-212.

Charpilienne. AL, Abad. M. 1. Michelangeh, F.. Alvarado. F.. Vasseur, M., Colen, J. & Ruiz. M. C. (1997).
Solubilized and cleaved VP7. the outer glvcoprotein of rotavirus. induces permeabilization of cell mumebrane
vesicles. J. Gen. el 78, 12671371,

Chen. D.. Burns. ). W Estes. ML K. & Rammyg. R. F. (1989). Phenoivpes of rotavirus reassorants depend upon
the recipient genctic background. Proc Ner Acad Sci U785 1 86, 37433747,

Chen, D YL Estes MUK & Ranug, RFO 01992 specific mteracuons between roiavirus outer capsid proteins
VP4 and VP77 determime expression of a cross-reacuve, neutralizmg VP4-specrfic epitope. J. Tirol 66, 432-439,

Clark, S. Mo Reths B0 R Clark, ML L. Barnew. B Be & Spendlove, RO S0 (1981 Trvpsin enhancement of
rotavirus mlecetnvity: mechamsm of enhancement. J irol 390 816-822,

Cohen. 1., Laporte. 1. Charpilicnne. A, & Scherrer. R0 (19793 Activation of rotavirus RNA polymerase by
calcium chelation. «rci Pirol 60, 177-186.

Coulson. B. S.. Londrigan. 5. H. & Lee. D. J. (1997). Rotavirus contains intergrin ligand sequences and a
disintegrin-like domain implicated in virus entry into cells, Proc. Nutl Acad. Sci. USA. 94, 5389-3394,

Crawford, 8., Labbé. M., Cohen. 1., Burroughs, M. H.. Zhou. YV.-1. & Estes, M. K. (1994), Characterization of
virus-like particles produced by the expression of rotavirus capsid proteins in insect cells. /. Firol 68, 3945-
5952,

Drose, S.. Bindscil. K. UL Bowman. E. J.. Sicbers. A Zeeck. AL & Altendorf. K. (1993). Inhibitory effect of
modifted bafilomycing and concanamycins on P- and V-type adenesinetriphosphatases. Biochem. 32, 3902-
3900.

Endo, Y. & Wool, 1. G. {1982). The site of action of «-Sarcin on cukariotic ribosome. J, Biol. Chem. 2587, 9054-
9060.

Espejo, R. T., Lopez. S. & Arias, C. (1981}, Structural polypeptides of simian rotavirus SA11 and the effect of
trypsin. J. Virad. 37. 156-60.

Estes. M. K. {1996). Rotaviruses and their replication. Fields, Virology 2, 1623-16535,

Fstes, M. K. & Cohen, J{1989). Rotavirug gene struciure and function, Micrabiol. Rev. 83, 410-449,



Estes, M. K., Graham, D. Y. & Mason, B. B. (1981). Proteolytic enhancement of rotavirus infectivity: molecular
mechanisms. J. Firol. 39. §79-888.

Falconer, M. M., Gilbert. J. M., Roper, A. M., Greenberg, H. B. & Gavora. I. S. (1995). Rotavirus-induced
fusion from without in tissue culwre cells. /. irol. 69, 5582-5591.

Fernandez-Puentes., C. & Carrasco, L. (1980). Viral infection permeabilizes mammalian cells to protein toxins.
Cell. 20, 769-775.

Fuentes Panana, E. M.. Lopez. S.. Gorziglia. M. & Arias, C. F. (1995). Mapping the hemagglutination domain
of rotaviruses. J. Firol 69. 2629-2632.

Fukudome, K., Yoshie. O. & Konno, T. (1989). Comparison of human, simian, and bovine rotaviruses for
requirement of sialic acid in hemagglutination and cell absorption, Firology, 172, 196-203.

Fukuhara, N.. Yoshie. O.. Kitaoka. S. & Konno. T. (1988). Role of VP3 in human rotavirus internalization after
target cell attachment via VP7. J. irol, 62. 2209-2218.

Fukuhara. N.. Yoshie. O.. Kitaoka, 8., Konno. T. & Ishida. N. (1987). Evidence for endocytosis-independent
infection by human rotavirus. 4reh. Firel, 97.93-99,

Garcia. M O Gitinen R Raenaventa 10 Caennes 1012200 The wony ol teovinus o L cells 1s dependent
on vacuolar proton-ATPase activity. J. Firol 70. 576-379.

Gasset. M., Mancheio. |, M. Lacadena, J.. A M. d. P, Ofiaderra. M. & Gavitanes. 1. G. (1993). Spectroscopic
characterization of the alkyvlated a-sarcin cytotoxin: analysis of the structural requirements for the protein-lipid
bilayver hydrophobic interaction. Biochem. ot Biophys, Acia 1252, 43-52.

Gilbert. J. & Greenberg, H. B. (1997}, Virus-like particle-induced fusion from without in tissue culture cells:
role of auter-layerr protems VP4 and VP7. J irol 71, 4555-45603,

Glass. R. 1. Gemsch, ). R, & Ivanoff. B. (1996). New lessons for rotavirus vaccines. Science 272, 40-48.

Greber. UL F. Singh I & Helenius, AL (19943, Mechanisms of virus uncoating. frends in microbiology 2, 32-
56.

Guinea. R. & Carracso. [ (1993} Requirrement for vacuolar proton-ATPase activity during entry of Influenza
virus into cells. J Hirol 69, 22006-2312.

Haywood, A, M. (19941 Virus receptors: binding. adhesion strengtheming. and changes in viral structure. J.
Virol 68, 1-5.

Huet, C., Ash, 1. 1. & Smger. S0 (19800, The antibody-induced clustering and endocytosis of HLA antigens on
cultured human fibroblasis, Coff 21, 429438

Inesi. G. & Sagara, Y. (1992}, Thapsigargin. a high affimity and global inhibitor of intracellular Ca2t transport
ATPases. Arch. of Biochen. Biophvs. 298, 313-317.

Irurzun. A.. Nieva. J-L. & Carrasco. L. (1997). Entry of Semliki Forest virus mnto cells: Effects of
concanamycin A and nigericin on viral membrane fusion and infection. Firology. 227. 488-492.

Isa. P.. Lopez. S.. Sevovia. L. & Arias, C. F. (1997). Functional and structural analysis of the sialic acid-binding
domain of raotaviruses, J. i7rofl. 71, 6749-6756.

Joklik, W. K. (1983). The Reoviridae. Plenunm Press. New York.. 107-195.

Kaljot. K. T., Shaw. R. D.. Rubin, D. H. & Greenberg, H. B. (1988). Infectious rotavirus enters cells by direct
cell membrane penetration. not by endocytosis. J. Firol. 62, 1136-1144.

Kapikian, A. Z. & Chanock. R. M. (1990). Rotaviruses. Fields, Virology 2, 1657-1708,

Keljo. D. 1. & Smuth. A. K. (1988). Characterization of binding of simian rotavirus SA-11 toa cultured epithelial
cells, J. Pediarr. Gastroenteral. Nur. 7, 249-256.

ESTA TESIS NO DEBE

79

7 SAUB BE LA BBUSTEGR - - -




Kooi, C., Cervin, M. & Anderson, R. (1991). Differentiation of acid-pH-dependent and-nondependent entry
pathways for mouse hepatitis virus. Firofogy. 180, 108-119.

Kozak, M. (1981). Possible role of flanking nucelotides in recognition of the AUG initiator codon by eukaryotic
ribosomes. Nucelic Acids Res. 9, 5233-5250.

Liprandi, F., Moros, Z., Gerder, M., Ludert, J. E,, Pujol, F. H,, Ruiz. M. C., Miclielangeli, F., Charpilienne, A. &
Cohen, J. {1997). Productive penetration of rotavirus in cultured cells induces coentry of the translation inhibitor
a-sarcin. Virology 237, 430-438.

Liu, C.-m. & Hermann, T. E. (1978). Characterization of inomycin as a calcium ionophore. J. Biol. Che. 253,
5802-5894,

Lépez, S., Arias, C. F., Bell, J. R,, Strauss, J. H. & Espejo, R. T. (1983). Primary structure of the cleavage site
associated with trypsin enhancement of rotavirus SA11 infectivity. irology, 144, 11-19.

Ludert, J. E., Michelangeli, F., Gil, F., Liprandi, F. & Esparza. J. (1987). Penetration and uncoating of
rotaviruses in cultured cells. firervirelogy. 27, 95-101.

Mackow, E. R., Shaw, R. D., Matsui, 8. M., Vo, P. T,, Dang. M. N. & Greenberg, H. B. (1988). The rhesus
rotavirus gene encoding protein VP3: location of amino acids involved in homeologous and heterologous
rotavirus neutralization and identification of a putative fusion region. Proc Nutl dcad Sci U S A4 85, 645-649.

marsn, M. & Helemus, A. (1989). Virus entry into animal cells. Advances in virus research. 36, 107-151.

Marsh, M. & Pelchen-Matthews, A. (1994). The endocytic pathway and virus entry. Cellular receptors for
animal virses.. 213-240,

Mellman, 1., Fuchs, R. & Helenius, A. (1986). Acidification of the enocytic and exocytic patways. 4nun. Rev.
Biochem. 55, 663-700.

Méndez, E., Arias, C. F. & Lopez, S. (1993). Binding to sialic acids is not an essential step for the entry of
animal rotaviruses to epithelial cells in culture. J. Virol. 67, 5253-3259.

Méndez, E., Arias, C. . & Lopez, S. {1996). Interactions between the two surface proteins of rotavirus may
alter the receptor-binding specificity of the virus. J. Virol 70, 1218-1222,

Nandi, P., Charpilienne, A. & Cohen, J. (1992). Interaction of rotavirus particies with liposomes. J. Firol. 66,
3363-3367.

Otero, M. I. & Carrasco, L. (1987). Proteins are cointernalized with virion particles during early infection.
Virology 160, 75-80.

Patton, J. T. (1993). Structure and function of the rotavirus RNA-binding proteins. /. Gen. Firol. 76, 2633-2644.

Patton, J. T., Hua, J. & Mansell, E. A. (1993). Location of intrachain disulfide bonds in the VP53* and VPS8*
trypsin cleavage fragments of the rhesus rotavirus spike protein VP4, J Firol 67, 4848-4855,

Pérez, L. & Carrasco, L. (1993). Entry of poliovirus into cells does not require a low-pH step. J. Firol. 67, 4543-
4548.

Pérez, L. & Carrasco, L. (1994). Involvement of the vacuclar H™-ATPase in animal virus entry. J. Gen. Virol.
75, 2595-2606.

Quan, C. M. & Doane, F. W, (1983). Ultrastructural evidence for the cellular uptake of rotavirus by endocytosis.
Intervirology 20, 223-231.,

Raming, R. F., Shaw, A., Chen, D., Estes, M. K., Chiu, W. & Prasad, B. V. V. (1993). Rotavirus protein
interactions, phenotypes, and virion structure, abstr. W2/-3. fn IXth Imternational congress of virology., 43,

Ruggeri, F. M. & Greenberg, H. B. (1991). Antibodies to the trypsin cleavage peptide VP8 neutralize rotavirus
by inhibiting binding of virions to target cells in culture. J. Virol. 65,2211-2219.

80



Ruiz, M. C., Alonso, T. S.. Charpilienne, A.. Vasseur, M.. Michelangeli, F., Cohen, J. & Alvarado, F. (1994).
Rotavirus interaction with isolated membrane vesicles. J Virol 68. 4009-40106.

Ruiz, M. C., Charpilienne. A., Liprandi, F., Gajardo, R. M., F. & Cohen. J. (1996). The concentration of Calt
that solubilizes outer capsid proteins from rotavinus particles is dependent on the strain, J. Virel. 70, 4877-4883,

Shirley. J. A.. Beards, G. M.. Thouless, M. E. & Flewett, T. H. (1981). The influence of divalent cations on the
stability of human rotavirus. 4rch. Virol 67.1-9.

Singh, I. & Helenius, A. (1992). Role of ribosomes in Semliki Forest Virus nucleocapsid uncoating. J. Virel. 66,
7049-7038.

Spencer, E. & Arias. M. L. (1981). In vitro wanscription catalyzed by heat-treated human rotavirus. J Virol 40,
1-10.

Summers. M. D. & Smith. G. E. (1987). A manual of methods for baculovirus vectors and insect cell culture
procedures. Texas agricufnral experiment siarion. Bulletin No. 1333,

Suzuki. H.. Kitacka. S.. Konno. T., Sato. T. & Ishida. N. (1985). Two modes of human rotavirus entry into MA
104 cells. Arefr Virol 85, 25-34.

Suzuki. H.. Kiacka, 5. Sato. 1., Konno. {.. Iwasakl, Y., N\WMazaki, Y. & 1s0da, N, (1500). Funle

investigation on the made of entry of human rotavirus into cells. Arch. Firol 91, 135-144,

Thastrup. O. (1990). Thapsigargin, a tumor promoter. discharges mtracellular Ca2™ stores by specific inhibition
of the endoplasmic reticulum Cal™- ATPase. Proc. Natl. Acad. Sci. U.5.4. 87, 2466-2470.

Tosteson. M. T.. Nibert. M. 1. & Fields. B. N. (1993). Ton channels induced in lipid bilayers by subvirion
particles of the nonenveloped mammalian reoviruses. Proc. Nuil. lead. Sci. USA. 90, 10549-10552.

White, I. M. (1992). Membrane tfusion. Scicice. 258, 917-924,

Nu. Z. & Woode, G N (1994). Swdies on the mfluence of the V'P7 gene on rotavirus replication. Virel. 198,
394-308,

Yolken. R. [L. Willonghby, R.. Wee, S. B.. Miskuff. R, & Vonderfecht. S. (1987). Sialic acid glycoproieins
inhibit in vitro and in vivo replication of rotaviruses. J. Chin frvesr 79 148154,

Zhou, Y. J.. Burns. 1. B Morta, Y. Tanaka, [ & Estes. N K. (1994). lLocahization of yotavirus VP4
neutralizanion cpitopes mvolved i anubody-induced conformauonal changes of virus struciure. J. Firol 68,
3935-3904.



