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Introduccion

Los rotavirus

En 1973, Bishop y colaboradores al observar biopsias de intestino delgado
provenientes de nifios que padecian diarrea deshidratante severa, encontraron unas
particulas virales que al ser observadas. al microscopio electronico presentaban una
morfologia caracteristica similar a una rueda de carreta, de aqui que a estas particulas se les

denominara rotavirus, del latin “rota’ que significa rueda.

Los rotavirus son considerados en la actualidad como el principal agente causante
de diarreas severas en nifios menores de 5 afios, ocasionando alrededor de 600,000 muertes
al afio tanto en paises desarrollados como en paises en vias de desarrollo (World Health

Organization 2004).

La particula viral

Los rotavirus han sido clasificados como uno de los ocho géneros de virus
pertenecientes a la familia Reoviridae, son virus sin envoltura lipidica y con geometria
icosahédrica, que se ha calculado miden aproximadamente 76 nm de didmetro. El genoma
viral est4 compuesto por 11 segmentos de RNA de doble cadena, cuyo tamafio varia entre
0.6 y 3.3 kilopares de bases (kb), que codifican para 6 proteinas estructurales (VP1 a

VP4,VP6 y VP7) y seis proteinas no estructurales (NSP1 a NSP6). El genoma viral se



encuentra envuelto por tres capas concéntricas de proteinas que forman una capa intemna,

una capa intermedia y una externa (Estes y Cohen, 1989) (Figural).

Proteinas estructurales

La capa mas interna del virus esta constituida por 60 dimeros de la proteina VP2
(102 kDa), que a su vez interacciona con las proteinas VP1 y VP3 (125 kDa y 88 kDa) a las
cuales se les ha conferido la funcién de ser la polimerasa y la guanilil-transferasa del virién
respectivamente. En conjunto las tres protefnas form#n el “core” del virion que rodea al
genoma viral. La capa intermedia esta formada por 260 trimeros de la proteina VP6 (45
kDa), siendo ésta la proteina mas abundante del virién ya que constituye el 40% de la
proteina viral aproximadamente. La capa de VP6 en conjunto con ¢l “core” constituyen la
particula transcripcionalmente activa en la replicacién. La capa mas externa se encuentra
constituida por 260 trimeros de la proteina VP7 (37 kDa), lo que forma la superficie lisa del
viridn, y entre los cuales sobresalen 60 espiculas formadas por dimeros de la proteina VP4
(88 kDa), a la cual se le han atribuido funciones diversas como la especificidad de huésped,
la unién del virus a sus receptores celulares asi como la entrada del virus a las células

(Estes y Cohen, 1989) (Figura 1).



Figura 1. La particula del rotavirus. a) La particula viral con sus tres capas 0
TLP, formada por las proteinas constituyentes de la molécula de dos capas 6 DLP y por las
proteinas VP4 mostrada en rojo y la proteina VP7 en amarillo. b) La particula de dos capas
6 DLP, formada por las proteinas del “core” viral integrado por la proteina VP2 y en menor
medida por las proteinas VP1 y VP3, asi como de la proteina VP6 mostrada en azul en la
que se encuentran ancladas las espiculas formadas por la proteina VP4. c) Imagen de un
dimero de VP4 con sus dominios VP5 y VP8, la proteina VP4 formara las espiculas que
sobresalen de entre la proteina VP7 en color amarillo. {Tomado de Arias & Lopez 2004).

Estudios anteriores han determinado que la proteina VP4, al ser tratada con tripsina,
se corta generando dos polipéptidos a los cudles se les ha denominado VP8 (28 kDa) que
abarca el extremo amino terminal de la proteina VP4, y VP5 (60 kDa) que esta constituida
por el extremo carboxilo terminal de la proteina VP4 (Arias et al., 1996) (Figura 2). Dicho

corte es esencial para la infectividad del virus, sin embargo no afecta la unién del virus a la

célula (Arias et al., 2002). Estas observaciones han llevado a suponer que el proceso de
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corte de VP4 es esencial para un paso posterior a la union del virus como podria ser la

penetracion a la célula.

Sitio de corte
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Figura 2. Esquema de la proteina VP4. Se muestra el sitio de corte con tripsina
que divide la proteina en sus dos principales dominios VP5 y VP8. El dominio de
hemaglutinacién importante para la unién del virus con €l acido sialico de la membrana
celular en VP8 se muestra sombreado, mientras que la secuencia DGE importante para la
uniéon del virus a la integrina «2fB1, asi como la regién hidrofobica “coiled-coil”
presuntamente implicada como dominio de fusién con la membrana plasmatica también se
indican (Modificado de Arias et al., 2002).

Interaccion virus-célula

Si bien quedan ain muchas dudas en cuanto al ciclo de infeccién del virus, las
nuevas herramientas desarrolladas en la biologia molecular han permitido caracterizar
algunos aspectos, como: la morfogénesis del virus que comienza con la transcripcién y
traduccion del RNA viral en el citoplaéma celular, la replicacion y ensamblaje del virus
dentro de los viroplasmas y del reticulo endoplasmico y la liberacion de nuevas particulas
virales. Hasta el momento, los eventos iniciales en la interaccién virus-célula como la unién

del virus a las células y penetracion del virus se desconocen (Figura 3).

11



Figura 3. El ciclo de infeccién de los rotavirus.

Union de los rotavirus a las células

In vivo se ha determinado que los rotavirus poseen un tropismo muy especifico ya
que solamente son capaces de infectar los enterocitos diferenciados de las vellosidades del
intestino delgado. Las primeras interacciones que se dan entre una particula viral y su
célula blanco involucran el reconocimiento y uni6n del virus con el o los receptores

presentes en la superficie celular. Una vez que el virus se encuentra ante las células a las
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que es capaz de infectar se da el proceso de union del virus a la célula o “adsorcion”.
Durante ¢l proceso de adsorcion el virus se une a receptores en la superficie celular a través
de la proteina VP4. Entre los receptores que se han propuesto como importantes para la
interaccion se encuentran el dcido sialico, algunas integrinas, asi como la proteina de

choque térmico hsc70 (Arias et al., 2001 ; Arias et al.,2002).

Acido sialico.- Para algunas cepas de rotavirus como RRV (Rhesus rotavirus;
rotavirus de simio) se sabe que se requiere de la presencia de 4cido sidlico (acido N-
acetilneuraminico) en la superficie celular para que se de la unién del virus a las c€lulas.
Dicha uniéon es mediada por el dominio de hemaglutinacién que comprende los
aminoacidos 93 al 208 de la subunidad VPS8, siendo los residuos de tirosina 155 y 188, asi
como la serna 190, los directamente implicados en esta interaccion (Isa et al., 1997). Una
de las caracteristicas que exhiben estas cepas es que, al tratar las células con neuraminidasa,

la infectividad de los virus se ve disminuida en gran medida.

Integrinas.- Ciarlet y Estes en 1999, reportaron que una de las caracteristicas que
comparten muchas de las cepas de rotavirus aisladas de humano es su insensibilidad a
tratamientos con neuroaminidasa; adema4s, se observé que la unién al &cido sialico no es
esencial para la cepa de RRV (rotavirus de animales), ya que se aisl0 una mutante
denominada nar3 que no requiere de la presencia de 4cido sidlico para su union a la
superficie celular (Méndez et al.,1996). Esto llevo a la busqueda de nuevos receptores
presentes en la superficie celular por métodos bioquimicos y moleculares, identificando las

integrinas a:2B1, axp2 y avB3. A la integrina «2B1 se une VPS5 a través de la secuencia
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peptidica DGE (Aspartico-Glicina-Glutamico) que comprende los aminoécidos 307 a 309
de la proteina, siendo esta misma integrina la utilizada por la variante del virus RRV
denominada nar3 en su proceso de infeccién (Zarate et al., 2000). VP7 se une a las
integrinas axP2 por medio de la secuencia peptidica GPR (Glicina-prolina-Arginina)
localizados en los aminoacidos 253 a 255 de la proteina viral (Coulson et al., 1997) y a las
integrinas avP3 por medio de una region denominada CNP que comprende los

aminoacidos 161 a 169 de la proteina viral (Zarate S., 2002).

Finalmente en estos mismos estudios se menciona que anticuerpos ncutralizantes de
la proteina VP7 bloquean la infectividad de los rotavirus pero no su unién a la célula, lo
mismo ocurre cuando las células se incuban con los péptidos sintéticos GRP y CNP antes
de la infeccién con rotavirus. Estos resultados sugieren que la union de los rotavirus a
través de VP7 a las integrinas axp2 y avp3 sucede en un paso posterior a la unién del virus

con la superficie celular.

Proteina Hsc70.- Otra de las moléculas a las cudles también se le ha atribuido un
papel importante como receptor celular para la infeccidn por rotavirus es la proteina de
choque ténhico Hsc70. La unién de los rotavirus a la proteina Hsc70 estd mediada por un
dominio localizado entre los aminoacidos 642 y 659 de la proteina VP5. Al igual que como
sucede con las integrinas, la utilizacién de anticuerpos neutralizantes contra VPS5, asi como
un péptido que mimetiza al dominio de VP5 que se une a Hsc70 denominado KID,
disminuye la infectividad del virus pero no asi su unién a la superficie celular (Zarate et al.,

2000).
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Tomando en conjunto las evidencias anteriores, se ha propuesto un modelo que
describe las interacciones iniciales del rotavirus con su célula blanco (Figura 4). En este
modelo se propone que, para el caso de los virus RRV que requieren de la presencia de
acido sialico, el virus primeramente se une al acido sidlico a través de la proteina VP8.
Pbsi’blemente esa unién provoque un cambio conformacional en la proteina VP4 que
permita que la proteina VP35, a través del péptido DGE, se una a la integrina o2B1 como
segundo paso en la unién del virus a la superficie celular; dicha unién es la que lleva a cabo
la variante de RRV denominada nar3 como primer paso durante la infeccion. Esta segunda
interaccion a su vez puede estar facilitando las siguientes interacciones del virus con su
célula blanco; de este modo, VP5 a través del dominio KID se une a la proteina Hsc70 y Ia
proteina VP7 se une a las integrinas axp2 y avp3, por medio de los dominios GPR y CNP
respectivamente, siendo estas ultimas tres interacciones importantes para la entrada del

virus al interior celular.

Membrana
plasmitica

YOI M S e Ve el s v der v
pANA s A S i Rl A srals

5%e4boss Raftenla membrana
89000998 plasmitica
(R P e

Figura 4. Modelo de unién del rotavirus a su célula blanco. Se muestran las
interacciones iniciales de los rotavirus RRV con la célula blanco, asi como las proteinas
virales involucradas a la unién con los receptores celulares (Modificado de Arias & Lopez.,
2004).
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Entrada de los rotavirus a las células

Posterior a la unién del virus a las células se da la penetracién, el cual es el
mecanismo por el que el virus ingresa al interior celular. Aun no es claro como se lleva a

cabo este evento.

En 1985 Susuki y colaboradores propusieron, con base en observaciones realizadas
con microscopia electrénica, que la entrada de los rotavirus a las células podia llevarse a
cabo por dos vias, por endocitosis o penetracién directa. Sin embargo, también se encontr6
que las dos vias de entrada no eran igualmente efectivas para infeccion por rotavirus y que
la penetracion directa era la via por la cual los rotavirus eran capaces de infectar a las
células. En cambio, por endocitosis se internalizaban particulas virales hacia una via no
productiva para la infeccién (Susuki et al., 1985). Esta observaciones fueron apoyadas por
experimentos de cinética de desaparicion de las particulas virales de la superficie celular en
las que se determind que las particulas activadas por tratamiento con tripsina, y por lo tanto
infecciosas, desaparecian de la superficie celular en los primeros 5 minutos provocando un
efecto citopatico en las células, mientras que el tiempo de desaparicion de las particulas no
activadas era de 40-45 minutos, siendo encontradas estas iultimas dentro de vesiculas

parecidas a endosomas al ser observadas por microscopia electrénica (Kaljot et al., 1988).

Asimismo se observé que al inhibir la endocitosis con desacopladores energéticos
de la endocitosis como la azida de sedio y el dinitrofenol, agentes lisosomotréficos como €l
cloruro de amonio y la clororquina, y algunos agentes que afectan al citoesqueleto como la

colchicina, metilamina y monensina, no tenian efecto alguno en la infeccién por rotavirus

16



(Bass et al., 1995). Estas observaciones llevaron a suponer que una via diferente a la
endocitosis era la utilizada por los rotavirus para entrar a las células y llevar a cabo un ciclo

infeccioso.

Adicionalmente, la penetracion directa fue propuesta como el mecanismo de
entrada de los virus, basado en experimentos en los que se observé que los rotavirus son
capaces de permeabilizar la membrana de las células promoviendo la liberacién de iones en
células precargadas o bien al promover la entrada de toxinas normalmente no permeables a
la membrana (Kaljot et al., 1988; Cuadras et. al., 1997).Se caracterizd a las proteinas virales
VP4 (Tihova et al., 2001), asi como la proteina VP7 (Charpilienne et al., 1997) como las

directamente implicadas en la permeabilizacién.

Con base en la observacién de que las proteinas virales VP4 y VP7 tienen la
capacidad de inducir una permeabilizacién de las membranas celulares y que la
Bafilomicina A (que tiene la capacidad de inhibir la bomba proton-ATPasa en el
endosoma) bloquea la infeccion de los rotavirus, Chemello y su grupo propusieron un
modelo de entrada de los rotavirus dependiente de calcio y mediada por clatrina. En este
modelo se propone que los rotavirus son internados por una endocitosis mediada por
clatrina y por la disminucién en la concentracién de calcio dentro de la vesicula debida a la
entrada de iones H+ y la concomitante salida de 1ones de Ca’* promovida por la bomba
proton-ATPasa endosomal, las capas externas de la particula viral se solubilizan

provocando que la membrana del endosoma se permeabilice, liberando hacia el citoplasma
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la particula viral en su forma de doble capa 6 DLP activa para la transcripcién (Chemello et

al., 2002).

Recientemente se evalu6 la via de entrada de los rotavirus a las células con el uso de
drogas que afectan diferentes vias de endocitosis y con proteinas celulares esenciales en las
diferentes vias expresadas en forma de mutantes dominantes negativas (Sanchez San-
Martin et al.,, 2004). Las dominantes negativas son proteinas que tienen mutaciones en
sitios esenciales para llevar a cabo su funcién por lo que son inactivas generalmente. Para
evaluar la endocitosts mediada por clatrina se utilizé6 una mutante de la proteina Eps 15
(componente del complejo adaptador AP-2 que permite que la clatrina sea reclutada hacia
los sitios de endocitosis), clorpromazina, dansilcadaverina y cloruro de amonio; para la
endocitosis mediada por caveolas se utilizé una mutante de la caveolina 1 (proteina
importante en la formacioén de las vesiculas de este tipo de endocitosis) (Cooner y Schmid,
2003) y las drogas nistatina 6 filipina (que se asocian al colesterol presente en
microdominios de membrana denominados rafts necesarios para la formacion de caveolas).
Células MA104 que expresaron estas proteinas mutantes mediante transfeccién in vitro, 0
que fueron tratadas con las drogas no inhibieron la infeccién por rotavirus, esto indicé que
el v1rus no utiliza ninguna de estas vias como medio de entrada a las células (Sanchez San-

Martin et al., 2004).

Otra proteina, la dinamina, se ha implicado directamente en vanas rutas de
endocitosis (McNiven et al., 2000). El uso de una mutante de dinamina deficiente en el
dominio de GTPasa, denominada K44A (Damke et al.,1995) disminuyo la infeccién

considerablemente. De este modo se ha determinado que la entrada de los rotavirus se lleva
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a cabo por una via que es independiente de clatrina o caveolina pero que depende de una

dinamina funcional en las células (Sanchez San-Martin et al., 2004).

Papel de la dinamina en la endocitosis.

Como se menciond, entre las proteinas celulares que pudieran estar implicadas
directamente en la entrada de los rotavirus a las c€lulas se encuentra la dinamina. La
dinamina pertenece a una familia de GTPasas, y se han encontrado tres diferentes variantes.
La dinamina I se encuentra fundamentalmente en las neuronas, la dinamina II se expresa en
todos los tejidos, mientras que la dinamina III se expresa fundamentalmente en testiculos,
pulmones y cerebro (Urrutia et al., 1997). Las tres proteinas tienen cuatro dominios
altamente conservados entre ellas: un dominio de GTPasa, un dominio homdlogo a
pleckstrina (PH), un dominio “coiled-coil” (CC) y un dominio rico en prolinas (PRD)

{Figura 5).
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Figura 5. Representacién esquemitica de la Dinamina. Se muestran los
dominios presentes en las diferentes dinaminas. Un dominio GTPasa en el extremo amino
terminal, los dominios amino (N-) y carboxilo (C-) centrales altamente conservados de
funcién desconocida, el dominio homologo a pleckstrina (PH) el cual se cree media la
interaccion de la proteina con la membrana, una regién “coiled-coil” (CC) la cudl ha sido
implicada en la activacién del dominio de GTPasa y un dominio rico en prolinas (PRD), el
cual media la interaccién con proteinas del citoesqueleto y con otras proteinas con
dominios SH3 (Modificado de McNiven et al., 2000).
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Originalmente a la dinamina se le habia asociado como exclusiva de la endocitosis
mediada por receptor, también conocida como mediada por clatrina (Urrutia et al., 1997)
pero se ha demostrado que participa también activamente en otras vias de endocitosis, ya
sea por caveolina (Henley et al., 1998) o bien, por vias independientes a la clatrina y la
caveolina, asi como en la escision de vesiculas de transporte intracelular € incluso procesos
de morfogénesis de organelos permitiendo el transporte de proteinas hacia la mitocondria,
reticulo endoplasmico y golgi, (McNiven et al., 2000; Lamaze et al., 2001; Cooner y

Schmidt, 2003) (figura 6).

Endocitosis Reparaci6én de
mediada por - A:E_ membrana
clatrina | Formacién de
endosomas a partir
del transgolgi
Transporte
endosoma-

=

Fagocitosis
Dinamica de la Morfogénesis
actinaenla o ~. mitocondrial
membrana Trafico mitocondria-
reticulo
Endocitosis de 2 Q) Caveolas

fase fluida

Figura 6. Vias en las que se encuentra implicada la Dinamina. Se muestran los
diferentes procesos o eventos celulares en los que la dinamina participa (Modificado de
McNiven et al., 2000.).
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Debido a la participacién de la dinamina en las vias de endocitosis, su importancia
también se ha demostrado en la entrada de algunos virus a sus células blanco. La expresién
de una mutante de dinamina denominada K44A, deficiente en su dominio de GTPasa
(Damke et al., 1995), inhibe la entrada de virus como SFV (Semliki Forest Virus), Sindbis
virus, rhinovirus, parvovirus, influenza virus, adenovirus y avian leukosis virus (Revisado

en Sieczkarski y Whittaker, 2002).

El papel de la dinamina en la endocitosis hasta vla fecha no ha sido determinado con
exactitud. Se propone que la dinamina puede estar funcionando ya sea como una
mecanoenzima o bien una GTPasa reguladora. La funcién de mecanoenzima se ha
propuesto por su participacion en los procesos de liberacién de las vesfculas endociticas de
la membrana celular por medio de la hidrélisis de GTP (McNiven et al., 2000; Sever et al.,
2000; Wiejak y Wyroba., 2002). La funcion de GTPasa reguladora se ha propuesto con
base en observaciones de que proteinas mutantes defectivas en su ensamblaje no inhiben,
sino que estimulan la endocitosis. En el modelo propuesto, el autoensamblaje de varias
moléculas de dinamina provoca la activaciéon del dominio GAP dentro de la misma
molécula por autoregulacion, la activacion de este dominio a su vez es responsable del cese
en la actividad endocitica y por lo tanto el provocar su desensamblaje y reciciaje. En estas
proteinas mutantes defectuosas en su ensamblaje, no se interrumpe la actividad de la
dinamina y en cambio, aumenta la actividad de endocitosis (Sever et al., 2000; Wiejak y

Wyroba, 2002).
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Otros estudios proponen una actividad reguladora para la dinamina ba§ados en
observaciones de que mutantes de esta proteina provocan cambios en la morfologia celular,
provocando la formacién de podosomas (estructuras implicadas en la adhesion y motilidad
celular) y la pérdida de Ia morfologia celular clasica, al afectar proteinas implicadas en la
dinamica del citoesqueleto como la actina (McNiven M. & Kim L., et al., 2000; Ochoa et

al., 2000; Orth J. et al., 2002; Lee E. & De Camilli P., 2002; McNiven et al., 2004).

Interacciones de la Dinamina con el citoesqueleto

La dinamina al ser estimulada puede desencadenar cascadas de sefializacién
intracelular por ser una proteina perteneciente a la familia de GTPasas, ademas de ejercer
su funcidn en la escision de vesiculas endociticas (Cooner y Schmid, 2003). En
consecuencia esto puede promover cambios en otras proteinas, entre ellas las del

citoesqueleto.

Debido a que en su estructura la dinamina posee un dominio rico en prolinas (PRD)
se ha demostrado que es capaz de interaccionar con otras proteinas en el interior celular que
poseen un dominio denominado SH3 en su estructura. Estas proteinas tienen que ver con la
remodelacion del citoesqueleto celular, como son las proteinas cortactina, las sindapinas, el

complejo Abpl y el complejo WASP (figura 7).
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Figura 7. Proteinas que interaccionan con la dinamina. Se muestran las proteinas
intracelulares descritas hasta el momento que pueden asociarse al dominio PRD de la
dinamina por medio de su dominio SH3 (Modificado de Orth & McNiven. 2003).

La cortactina, la Abpl y la familia de proteinas WASP se han caracterizado como
las principales mediadoras de la interaccion entre la dinamina y el citoesqueleto, siendo la
interaccion de una manera directa entre la dinamina y las primeras dos proteinas, mientras
que la interaccion entre la dinamina y WASP estara mediada a través de la sindapina. Una
vez que la dinamina se encuentra en el sitio de endocitosis a través de su dominio PRD es
capaz de asociarse con los dominios SH3 de la cortactina, la Abpl y la sindapina, siendo
estas protcinas las responsables de la activacion del complejo de nucleacion de actina
Arp2/3. La cortactina y la Abpl se asocian a la actina filamentosa directamente, la primera
a través de una serie de seis repeticiones alincadas de 37 aminodacidos, mientras que la

segunda se asocia a través de un dominio ADF (factor homologo actina depolimerizante).
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La sindapina se asocia a la familia de proteinas WASP que unen actina globular por medio
de un dominio WH2 (dominio homélogo a WASP). Las tres proteinas son capaces de
asociarse con el complejo Arp2/3 a través de una regién acidica por lo que la nucleacién de

actina puede iniciarse (Qualmann et al., 2000; Lanzetti et al., 2001; Jeng y Welch., 2001).

Las proteinas con las cuales interacciona la dinamina son capaces de unir y
remodelar la actina celular, capacidad que permite a estas proteinas promover la
polimerizacion de los filamentos de actina para transporte intracelular y extracelular de
diferentes productos (Qualmann y Mellor, 2003). La interaccion de la dinamina con estas
moléculas permite o promueve rearreglos en los filamentos de actinla necesarios para gue la
vesicula endocitica pueda ser separada de la membrana y transportada hacia el interior
celular (Kessels et al., 2001; Kessels y Qualmann, 2002; Schafer D., 2002). En el modelo
propuesto, una vez que la dinamina es reclutada hacia el sitio de endocitosis, interacciona
con la membrana a través de su dominio homélogo a pleckstrina (PH), lo cual permite gue
por medio de la regién “coiled-coil” (CC), el dominio de GTPasa sea activado
autorregulando el ensamblaje o desensamblaje de la molécula. Mientras que el dominio rico
en prolinas (PRD) permite la interacciéon con la maquinaria de citoesqueleto celular,
favoreciendo con esto el proceso de escisiéon de la vesicula (Orth & McNiven. 2003).

(Figura 8).
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Figura 8. Esquemas representativos de las interacciones entre la dinamina y proteinas
citopldsmicas necesarias para el proceso de endocitosis. (Modificado de Orth &

McNiven. 2003.).
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Lo anterior indica que, aunada a la funcién que posee la dinamina en la endocitosis,
también se necesitan rearreglos en el citoesqueleto para que la vesicula endocitica pueda ser
desprendida de la membrana celular (Kessels et al., 2000; Krueger et al., 2003). El modelo
propuesto para la accion del citoesquelto en este proceso implica primeramente una
organizacién espacial de la .maquinaria endocitica, en la que participa la actina al
transportar los componentes hacia el sitio de endocitosis; posteriormente, hay una
deformacién e invaginacion de la membrana plasmatica permitida por la disolucién de la
barrera de actina cortical, una vez formada la vesicula endocitica la actina permitira la
generacién de una fuerza durante y después de la reaccién de fision que permitira la
movilizacion de la vesicula hacia el interior celular, mientras que en la membrana la actina
promueve la reorganizacion de las moléculas endociticas hacia posibles sitios susceptibles

de endocitosis (Figura 9).
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Figura 9. Representacién esquemitica de la interacciones entre la dinamina y
varias proteinas asociadas al citoesqueleto. (Modificado de Qualmann et al., 2000).
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Estudio de la dinamica del citoesqueleto celular

Gran parte de los conocimientos obtenidos hasta el momento con respecto a los
lazos funcionales entre la organizacion del citoesqueleto de actina, la endocitosis y la
entrada de algunos virus en las células se ha logrado gracias a la utilizacién de drogas que
afectan el citoesqueleto de actina al perturbar el intercambio entre los monémeros de actina
en los filamentos. La actina, una de las proteinas citos6licas mas abundantes en la célula,
normalmente se encuentra en el entorno celular en forma globular monomérica (actina G).
Una de las propiedades mﬁs representativas de la actina G es su capacidad de polimerizarse
con otras moléculas de actina globular mediante hidrdlisis de ATP para formar filamentos
de actina (actina F) (Figura 10). Dicho proceso se ha caracterizado por ser muy activo, sin
embargo, se ha observado que el largo de los filamentos de actina en estado normal en la
célula, es mantenido debido a que las velocidades de poﬁmeﬁzacién en el extremo
“barbado” y depolimerizacién en el extfemo “puntiagudo” de los filamentos son iguales. La
formacién y ruptura activa de filamentos de actina es necesario para que se lleven a cabo
eventos de endocitosis y transporte intracelular de vesiculas en la célula (Lanzetti et al,,

2001).

Entre las drogas que se han utilizado con €l propdsito de entender la dinamica de Ia
_ actina y las funciones en las que se encuentra implicada, la citocalasina D ha sido de las
mayormente utilizadas. La citocalasina D es una toxina de origen fungico capaz de penetrar
las membranas celulares, evita la formacidén de nuevos filamentos de actina y disgrega los

ya existentes afectando la morfologia celular . El mecanismo por €l cual la toxina actia se
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basa en su capacidad de afectar la dindmica de polimerizacién y depolimerizacion en los
filamentos de actina. Las moléculas de citocalasina D se unen a los extremos “barbados” de
los filamentos evitando que nuevos mondmeros de actina globular sean agregados y por lo
tanto que la polimerizacion continie a su velocidad normal, mientras que la actina
filamentosa presente en el extremo “puntiagudo” continua disocidndose sin afectarse por

tanto la depolimerizacion (Figura 10) (Cooper J., 1987; Lanzetti et al., 2001).

Extremo “barbado” Extremo "puntiagudo”

R RDRDR

% e

Figura 10. Dindmica de formacion de los filamentos de actina y el efecto de la
citocalasina D. Se muestra la dinamica de polimerizacion y depolimerizacién de los
filamentos de actina asi como el efecto de la citocalasina D sobre este proceso (Modificado
de Lanzetti et al., 2001).

Una técnica utilizada para analizar los patrones del citoesqueleto y sus cambios es la
inmunoflorescencia. En esta técnica se utilizan anticuerpos capaces de reconocer
especificamente proteinas celulares o complejos de estas. Posteriormente con el uso de un

anticuerpo secundario, acoplado a alguna molécula fluorescente, capaz de reconocer

especificamente al primer anticuerpo, se puede identificar la localizacién de la molécula de
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interés al analizar la preparacion en un microscopio de florescencia. También es posible

observar modificaciones en los patrones de localizacion de dichas moléculas.

Relacion del citoesqueleto celular con la infeccion por

Rotavirus

Debido al requerimiento que tienen los rotavirus de una dinamina activa en la c¢lula
para que se de su entrada y los reportes sobre las interacciones que la dinamina tiene con
proteinas del citoesqueleto celular, resulta interesante observar si alguna de las proteinas

del citoesqueleto cambia su distribucién durante la entrada del virus en la célula.

Los estudios realizados hasta el momento sobre el papel de la actina en la entrada de
los rotavirus a las c¢élulas resultan contradictorios ya que, al tratar células MA104 con
diferentes concentraciones de la droga citocalasina D (1, 10 y 20uM) e infectarlas con
RRV, después de 14 horas no se afecta la infeccién (Cuadras et. al. 1997). Estos resultados
sugirieron que la actina celular no tenia ningin efecto para la infeccion del virus, y por lo
tanto tampoco parecia ejercer papel alguno en la entrada del virus. En contraste, en el
trabajo realizado por el grupo de Dorsey Bass y colaboradores (1995) el tratamiento con
citocalacina D de células murinas L, normalmente no permisivas a la infeccion por
rotavirus, incrementé la infeccioén en 5 6 10 veces la infeccion control. En este trabajo se
propone que la depolimerizacion de la actina filamentosa en las células evita que los virus
sean atrapados dentro de vesiculas que impiden al virus iniciar un ciclo infeccioso. Por lo

que entonces a la actina se le atribuy6 un papel inhibitorio en este tipo celular. Reportes
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previos mencionan que los efectos provocados por rotavirus sobre el citoesqueleto de
diferentes lineas celulares son variables. En células Caco-2 (células de cancer de colon
humano) y en células epiteliales intestinales rotavirus produce cambios en los filamentos de
actina de las microvellocidades (Jourdan et al., 1998; Brunet et al., 2000), mientras que en
células CV-1 (células de rifion de mono verde africano) no se observa efecto alguno sobre
el citoesqueleto de actina, ni sobre los microtubulos, sin embargo si hay un efecto sobre el
patrén de la vimentina (Weclewitz et al., 1994). Un aspecto importante en estos trabajos es
que el andlisis se realiza cuando la infeccion puede ser visible en las células lo que implica
un estado avanzado de ésta y no en tiempos cortos cuindo la entrada del virus esta
sucediendo, por lo que no es claro si el efecto observado también puede darse en las fases

iniciales de la infeccién, como seria durante la entrada del virus.

Por la importancia de la dinamina en la entrada del virus, asi como las conexiones
que actualmente se estan encontrando entre esta proteina y el citoesqueleto, resulta de

interés analizar el papel del citoesqueleto en tiempos cortos de la infeccién.
En el presente trabajo se realizaron experimentos con el proposito de observar si la

infeccién del rotavirus RRV (Rhesus rotavirus) podria modificar los patrones de actina en

células MA104 (células de rifion de mono) en el momento de la entrada del virus.
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Hipotesis

Considerando que la dinamina interacciona con las proteinas Abpl, cortactina y
profilina que a su vez interaccionan con actina, y que la entrada de rotavirus requiere de
una dinamina activa en la célula, si ¢l papel de la dinamina durante la entrada de los
rotavirus a las células esta relacionado con ¢l citoesqueleto de actina, entonces los rotavirus

podrian necesitar o generar cambios en éste durante su proceso de entrada.
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Objetivos

General

Determinar el efecto que tiene la infeccién por rotavirus sobre la distribucién de la

actina en las células MA104 en cultivo mediante inmunoflorescencia.
Particulares

1- Observar la distribucion de la actina en las células MAI104 por

inmunoflorescencia.

2.- Observar la distribucién de la actina en células MA104 infectadas por rotavirus a

diferentes tiempos.

3.- Observar la distribucion de la actina en células tratadas con citocalacina D ¢

infectadas con rotavirus a diferentes tiempos.
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MATERIALES Y METODOS

Virus

La cepa de rotavirus utilizada corresponde a un rotavirus de simios denominado

RRV (Rhesus rotavirus) adaptado a crecer en cultivo celular.

Cultivo Celular

La linea celular MA104 procedentc de epitelio de nfién de mono se cultivé a
confluencia en frascos de cultivo de 75 mm de 4rea 6 en portaobjetos de 10 mm en cajas de
24 pozos a 37°C, en un ambiente humedo con 5% de CO;, en medio minimo esencial

(MEM) (Gibco/BRL), suplementado con 10% de suero fetal bovino (Gibco).

Lisado viral

Para la obtencién de lisados virales -se cultivaron células MA104 en frascos de
cultivo y se infectaron con el virus RRV a una multiplicidad de infeccion (moti) de 0.1 ffu
por célula. Se incubé a 37°C hasta ver efecto citopatico completo en las células, para

después congelar a —65°C.
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El lisado viral se congelé y descongeld tres veces y €l virus se activd con tripsina

(10 pg/ ml) por 30 minutos a 37°C.

Infeccion con RRV

Células MA104 fueron cultivadas a confluencia sobre portaobjetos en cajas de 24
pozos. Después de un lavado con medio MEM sin suero las células se colocaron en hielo
por 10 minutos y se infectaron con virus RRV a una multiplicidad de infecci6n de 5 virus
por célula por 30 minutos a 4°C. Después de pasado este tiempo se lavaron las células con
medio MEM sin suero para eliminar el virus que no se hubiera unido a las células e se
incubd la caja a 37°C. Las muestras fueron procesadas a los 0, 15, 30, 45, 60 minutos o bien
por 6 horas (tiempo necesario para poder identificar al virus al tefiir a la proteina viral
NSPS5 producto de la replicacion de este en el interior celular). El procesamiento consistio
en retirar los portaobjetos con células de 37°C, se lavaron 1 vez con buffer de fosfatos
salino pH 7.4 PBS (NaCl 0.8%, Na,HPO, 0.115%, KH,PO4 0.024%) y se prepararon para

imunoflorescencia.

Inmunoflorescencia

La fijacién de las células para inmunoflorescencia se llevé a cabo utilizando
metanol 100% previamente enfriado por 15 minutos a ~20°C, después se lavaron las células
4 veces, 5 minutos cada una con PBS NH,Cl 50mM (solucién de lavado). La

permeabilizacién de las células se realiz6 con 0.5% de Tritén X-100 (Sigma) en solucion de
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bloqueo (1% de BSA (Sigma), NH4CL 50 mM en PBS) por 15 minutos a temperatura
ambiente. Las preparaciones se lavaron una vez mas con solucion de lavado y se incubaron
por 1 hora a temperatura ambiente con los anticuerpos primarios (20 pg/ml) diluidos en
PBS NH;Cl 50 mM. La actina celular filamentosa y globular fue detectada con un
anticuerpo monoclonal a-actina que detecta ambas formas (clona AC-40, Sigma), mientras
que la proteina viral NSP5 se detecté con un anticuerpo policlonal purificado de conejo
denominado C6 a-NSPS. Después las células se lavaron de nuevo 4 veces por 5 minutos
con solucién de lavado y se incubaron con el anticuerpo secundario diluido en solucion de
lavado por 1 hora (20 pg/ml) a temperatura ambiente. Como anticuerpos secundarios se
utilizaron anti-raton acoplado al fluoroforo alexa 488 y anti-conejo acoplado al fluoroforo
alexa 568 (Molecular Probes). Posteriormente las preparaciones se lavaron 4 veces por 5

minutos con solucidon de lavado y se montaron en glicerol al 70%.

Tratamiento con citocalasina D

Células MA104 fueron crecidas a confluencia en cajas de 24 pozos de la misma
manera descrita anteriormente. Después se lavaron con 500 pl por pozo de medio MEM sin
suero antes de agregar la droga citocalasina D de Zygosporium monsanii (Sigma)

a las concentraciones deseadas 1pM, 3pM, S5uM, 7uM y 10puM .

Se agregaron 250 pul ya sea de MEM sin suero para las células control o bien 250 pl

de la mezcla de MEM sin suero y citocalasina D para los pozos con tratamiento. Se dejo la
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mezcla con las células por los diferentes tiempos en incubacién a 37°C, se infectaron o no

con el rotavirus RRV segiin se indique y se procesaron para inmunoflorescencia.

Microscopia

Las preparaciones se observaron en un microscopio de florescencia Nikon eclipse
E600 y las fotos fueron tomadas con una camara digital Nikon DXM1200 adaptada al
microscopio. El procesamiento de las fotografias se realiz6 con el programa Adobe

Photoshop ver.7.0.

La microscopia confocal se realizé con el uso del sistema Bio-RadMRC-600

montado en un microscopio Axiovert (Zeiss).
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Resultados

Deteccion de los patrones de actina en las células MA104 en cultivo

por la técnica de inmunoflorescencia.

Con el objetivo de identificar los patrones de actina en las células MA104 se
realizaron ensayos de inmunoflorescencia con diferentes fluoréforo, pudiendo identificar
los patrones de actina en las células con el uso de un anticuerpo monoclonal anti-actina y

un anticuerpo secundario acoplado al fluordforo alexa 488 (Figura 11).

El anticuerpo monoclonal antiactina utilizado es un anticuerpo comercial que
reconoce un epitope localizado en la regién Carboxilo-terminal de la actina conservada en
todas las isoformas de actina, por lo que la sefial observada corresponde a la actina total en

las células.
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Figura 11. Patrones de actina en células MA104 en cultivo. Se identifico la
actina con un anticuerpo monoclonal antiactina y con un anticuerpo secundario marcado
con el fluordforo alexa 488.

39



Patrones de actina en células MA104 infectadas con el virus RRV a

diferentes tiempos.

Con el objetivo de observar si la infeccién con rotavirus RRV tenia algin efecto
sobre los patrones de actina de células MA104 en cultivo, se infectaron las células con el
rotavirus RRV a una multiplicidad de infeccidn de 5 virus por célula y se detecto la actina
por inmunoflorescencia a los 0, 15, 30, 45, 60 minutos y a las 6 horas. Como control se

utilizaron células que solo fueron incubadas con medio MEM sin suero (figuras 12 y 13).

En la figura 12 se muestra que la sefial correspondiente a la actina a los 0, 15, 30
minutos, cambia su distribucion en las células infectadas (b, d y f) con respecto al control

no infectado (a, ¢ y €) siendo ademas este cambio gradual conforme pasa el tiempo.

En la figura 13 se observa un cambio evidente en la distribucion de la seal
correspondiente a la actina en casi todas las células a los 45 y 60 minutos de infeccién (h y
j), mientras que este cambio no se puede ver en las células no infectadas (g, i). Por otra
parte, a las 6 horas (k), donde se detecta proteina viral NSP5 (1), con la multiplicidad de
infeccion utilizada la totalidad de las células estan infectadas; este control nos indica que
todas las células estuvieron en contacto coh el virus a los tiempos cortos probados y por lo
tanto, los cambios en la distribucién de la sefial de actina se deben a la interaccion del virus

con las células en estadios tempranos de la infeccion.
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No infectadas

Infectadas

Como control de especificidad de {a sefial detectada, no se detecto sefial en células
que fueron tratadas solamente con el anticuerpo secundario acoplado a los fluordforos, lo

cudl es indicativo de que los cambios detectados son especificos para la infeccidn.

a) <) e)

0 minutos 15 minutos 30 minutos

Figura 12. Efecto de la infeccion por rotavirus a los 0,15 y 30 minutos sobre la
distribucion de la actina en células MA104. Células MA104 se crecieron a confluencia,
se incubaron con medio solo como control o con rotavirus RRV a una multiplicidad de
infeccién de 5 ffu/ célula, el virus de dejo adsorber por 30 minutos y después se dejo
proseguir la infeccion, sacando las muestras a diferentes tiempos y procesandolas para
inmunoflorescencia. La actina de las células se detecté como se explica en la figura 11. Se
muestra un campo representativo de por lo menos 5 analizados para cada preparacion.
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No infectadas

Infectadas

45 minutos 60 minutos 6 horas

Figura 13. Efecto de la infeccion por rotavirus a los 45, 60 minutos y 6 horas
sobre la distribucién de la actina en células MA104. La proteina viral NSPS5 se identificd
con un anticuerpo policlonal a-NSPS y un anticuepo secundario anti conejo-alexa 568. Se
muestra un campo representativo de por lo menos 5 analizados para cada preparacion.
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Para corroborar el cambio en la distribucion de la sefial de actina en las células
infectadas observadas por inmunofiorescencia, se trataron células como se describid
anteriormente y se procesaron para microscopia confocal. El microscopio confocal se ha
constituido como una de las herramientas mas itiles en los estudios basados en microscopia
actualmente ya que permite la observacién de diferentes planos en la muestra creando ast

una imagen mas nitida.

Como se ve en la figura 14, en las células infectadas hay un cambio en la
distribucion de la actina, siendo gradual con el tiempo (b, d y f), mientras en los controles
tratados solamente con medio no hay un cambio en la distribucién en la actina (a, ¢ y €) al

igual que en el experimento anterior.
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No infectadas

Infectadas

0 minutos 15 minutos 30 minutos

Figura 14. Microscopia confocal de células MA104 infectadas con RRYV. Se

muestran tres tiempos de la infeccion para cada una de las preparaciones. La actina se
detectd como se explica en la figura 11. Se muestra un campo representativo de por lo

menos 5 analizados para cada preparacion.
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Tratamiento de las células con Citocalacina D a diferentes tiempos.

Con el objeto de ver si el cambo en la distribucion de la actina celular observado era
producto de la entrada del rotavirus en las células se realizaron experimentos tratando a las
células con citocalasina D para depolimerizar la actina, y después se infectaron con
rotavirus RRV para ver si se observaba un cambio en la sefial de la misma. Para esto
primero se analizé la concentracion de Citocalacina D necesaria para depolimerizar los
filamentos de actina sin dafiar severamente la morfologia de las células. Las
concentraciones probadas fueron de 1uM, 3uM, 5uM, 7uM y 10puM y se incubaron por 1,

2 6 3 horas.

Como se puede ver en las figuras 15, 16 y 17, el tratamiento con citocalasina D a
una concentracién de 1M fue la que disgregd los filamentos de actina sin modificar de
manera sustancial Ia morfologia de las células con respecto al control, siendo claro en la
incubacién por 1 hora. Los paneles correspdndientes a las concentraciones de 3uM, 5pM,
7uM y 10pM, muestran que los filamentos de actina se disgregaron pero la morfologia

celular se ve afectada al verse las células pequefias y sin un contorno definido.
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1 hr

Control

Figura 15. Células MA104 tratadas con citocalasina D por 1 hora con las
concentraciones indicadas. La actina se detectdé por inmunoflorescencia como se explica
en materiales y métodos. Se muestra un campo representativo de por lo menos 5 analizados
para cada preparacion.
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2 hr

Control

Figura 16. Células MA104 tratadas con citocalasina D a las dos horas a las
concentraciones indicadas. Se muestra un campo representativo de por lo menos 5
analizados para cada preparacion.
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Control

Figura 17. Células MA104 tratadas con citocalasina D a las 3 horas a las
concentraciones indicadas. Se muestra un campo representativo de por lo menos 5
analizados para cada preparacion.
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Efecto de la infeccion por rotavirus en células MA104 tratadas con

citocalacina D.

Una vez determinada la concentracién de citocalasina D necesaria para disgregar la
actina filamentosa sin afectar fa morfologia en las células (1pM por 1 hora), se realizé un
nuevo experimento de infeccién de las células MA104. Las células se trataron previamente
con citocalasina D 1uM por 1 hora, posteriormente se infectaron con rotavirus y se
procesaron las muestras a los 0, 15, 30, 45, 60 minutos y a las 6 horas. Como control se

utilizaron células que solo fueron incubadas con medio MEM sin suero (figuras 18 y 19).

Es interesante el observar que en estas preparaciones que fueron tratadas con
citocalasina D y posteriormente infectadas, también parece haber un cambio en la
distribucion de la sefial de actina con respecto al control. Como puede verse en las figuras
18 y 19 en las preparaciones de 0, 15, 30, 45 y 60 minutos que fueron infectadas con RRV
(b, d f, h y j), hay un cambio en la sefial de actina, que no se cbserva en los controles
tratados solamente con medio (a, ¢, e, g ,i). A las 6 horas (k) en todas las células se
encuentra la proteina viral NSP5 (1), lo que es indicativo que todas las c€lulas estuvieron en
contacto con virus y que por lo tanto la sefial de actina detectada se debe a la interaccion del

virus con las células.
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No infectadas

Infectadas

0 minutos 15 minutos 30 minutos

Figura 18. Efecto de la infeccion por rotavirus a los 0, 15 y 30 minutos sobre la
actina celular en células tratadas con citocalasina D. Células MA104 crecidas en placas
de 24 pozos a confluencia, se trataron con citocalasina D a una concentracion de 1uM por
una hora, se infectaron con RRV por 30 minutos a 4°C en presencia de la droga, se lavaron
y se pasaron a 37°C procesando las muestras a los tiempos indicados para
inmunoflorescencia. La actina se detectd como en la figura 11. Como control se utilizaron
células que fueron tratadas solamente con medio. Se muestra un campo representativo de

por lo menos 5 analizados para cada preparacion.
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No infectadas

Infectadas

45 minutos 60 minutos 6 horas

Figura 19. Efecto de la infeccién por rotavirus a los 45, 60 minutos y 6 horas
sobre la actina celular en células tratadas con citocalasina D. Como control de infeccion

se detectd la proteina viral NSP3 con un anticuerpo policlonal a-NSP5 y un anticuepo
secundario anti conejo-alexa 568. Se muestra un campo representativo de por lo menos 5

analizados para cada preparacion
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Discusion

Las modificaciones en el citoesqueleto de actina para la entrada de virus no
envueltos como adenovirus (Li E. et al., 1998), herpesvirus, AAV (Adeno-Associated
Viruses) ( Smith G. & Enquist L., 2002) y algunas formas de vaccinia virus como IMV
(intracellular mature virus) (Krijnse J. et al., 2000) se han descrito con detalle. Para estos se
ha descrito que durante su entrada provocan cambios en la actina, permitiendo que ‘é] virus
sea internado a la célula al promover que sus receptores sean reclutados hacia sitios
especificos en la membrana celular y que una vez que es mtemado sea transportado hacia
los sitios en donde su replicacion se lleva a cabo. Sin embargo para otros virus no envuelios
como los rotavirus, el estudio de la entradé-a las células ha sido complejo y por ello existen
muchos aspectos que se deconocen. A pesar de lo anterior las nuevas hen‘amientas celulares
y moleculares han permitido encontrar algunos de los elementos involucrados, pudiendo
identificar a las proteinas virales VP4 y VP7 y algunas moléculas celulares como el acido
sialico, las integrinas «2f1, axP2, avp3, la proteina Hsc70 y mdas recientemente a la

dinamina.

El papel de la actina en la entrada de los rotavirus a las células a lo largo del tiempo
se ha mantenido como un aspecto controversial. Ya que en un trabajo se ve que hay un
aumento de la infeccién en células murinas L cuando se tratan con citocalacina D y
dansilcadaverina (toxinas que especificamente afectan el citoesqueleto celular de actina),
asociando a la actina como el mecanismo por el cudl los virus son atrapados dentro de

vesiculas incapacitindolos para poder desarrollar la infeccién (Bass et al., 1995). Sin
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embargo, otro estudio muestra que si células MA104 se tratan con citocalacina D 6
dansilcadaverina y posteriormente se infectan con rotavirus, la progresion de la infeccién se
da de manera normal, por lo que se descalificé a la actina como importante en la entrada de
los rotavirus a las células (Cuadras et al., 1997). Sin embargo en ese trabajo el tratamiento
con citocalacina D fue por 3 horas y se dejé progresar la infeccion por 14 horas antes de
realizar los analisis de infeccidn. Si el efecto de la citocalacina D inhibio la infeccion por 3
horas, es posible el virus pudiera haber quedado en un paso en el que al ser retirada la
citocalacina D la infeccién pudo continuar, pudiendo ser que durante las 14 horas restantes

el virus pudiera haber infectado igual que en el control no tratado

En el presente trabajo se muestran experimentos que sugieren que la infeccion por
rotavirus en células MA104 en cultivo provoca un cambio en la distribucién de la actina
celular durante los tiempos en los-que la entrada de los virus a las células se pudiera estar
dando. Dichos cambios pudieran ser necesarios para la entrada del rotavirus a sus células
blanco, ya sea para reclutar proteinas importantes como la dinamina para la escisién de la
vesicula de la membrana plasmatica o bien, para el transporte intracelular de la vesicula que
contiene al virus hacia el interior celular para la progresién de la infeccion. Sin embargo,
hasta el momento no es claro como podria estar actuando la actina en este proceso, ni

tampoco si el papel de la dinamina esta relacionado con el citoesqueleto de actina.

El estudio del papel de la actina y de.otras moléculas relacionadas en la entrada de

los rotavirus, es un aspecto relevante a estudiar ya que el conocimiento obtenido permitira

conocer detalladamente como se desarrolla el proceso infeccioso, asi como parte de la
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biologia del virus pudiendo desarrollarse en un futuro medidas efectivas para el control y

erradicacion de la infeccion.
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Conclusiones

e En la linea celular de rifion de mono denomunada MA104, se
estandarizaron las cantidades y tiempos de infeccion para el virus
RRYV (Rhesus rotavirus) asi como el protocolo para la deteccion

de la actina mediante la técnica de inmunoflorescencia.

e La infeccion de células MA104 con el virus RRV en los tiempos
en los que la entrada del virus puede llevarse a cabo (5 a 45
minutos) segun la literatura, se observé un cambio en la
distribucién de la actina en el interior celular de manera
progresiva.

¢ El incremento en la sefial de actina celular pudo ser observado de
manera detallada por microscopia confocal, observandose
también una reorganizacién de la actina de manera gradual a lo

largo de los tiempos de analisis.

¢ Se establecieron las condiciones de tratamiento a las células
MA104 con citocalacina D, para depolimerizar la actina
filamentosa en las células sin afectar de manera significativa la

morfologia celular.
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¢ En células MA104 previamente tratadas con citocalacina D e
infectadas con el rotavirus RRV, se observo un cambio en la
distribucion de la actina de manera gradual conforme transcurre
el iempo, lo que sugiere de manera mas firme una importancia de

la actina en el proceso.
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Perspectivas

Dada la participacién de una dinamina funcional en la entrada de los rotavirus a las
células, asi como la aparente implicacion de la actina celular, el objetivo del trabajo sera
dinigido a observar si en realidad existe una interacci6n entre la activacién de la dinamina y
la polimerizacién de actina cuindo se da la infeccién del rotavirus. Para esto se podrian
utilizar mutantes de la dinamina deficientes en su actividad de GTPasa (Damke et al.,
1995), deficientes en su autoensamblaje con alta actividad endocitica (Sever et al., 1999) 6
bien, versiones trucadas de la dinamina en su dominio SH3 y por lo tanto con incapacidad
de asociacién con las otras proteinas relacionadas con el citoesqueleto, que puedan dar
informacién acerca de la interaccién entre la dinamina y el citoesqueleto de actina en la

infeccién por rotavirus.

Asimismo, con el propdsito de dilucidar de manera mas detallada a las proteinas
celulares implicadas en la entrada del rotavirus se podrd analizar, bajo condiciones
similares a las realizadas en este trabajo, a otras proteinas que se han reportado
interaccionan tanto con la dinamina como con la actina, como por gjemplo la cortactina, las
sindapinas y las profilinas, que al interaccionar con la dinamina promueven cambios en los

patrones de actina.
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