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l. INTRODUCCIÓN 

Generalidades de Rotavirus 

El principal agente etiológico de gastroenteritis en niños menores de 2 años es 

un miembro de la familia Reoviridae, el rota virus [1 ]. Cada año, rotavirus causa a nivel 

mundial más de 2 millones de hospitalizaciones y alrededor de 400,000 muertes en 

niños menores de 5 años de edad [1]. Los síntomas que se presentan durante la 

infección son diarrea severa, vómito y fiebre. La mortalidad asociada a esta enfermedad 

es debida a la fuerte deshidratación que provoca la infección por lo que es muy 

importante mantener hidratados a los niños. Rotavirus se caracteriza por tener un 

genoma compuesto por 11 segmentos de RNA de doble cadena rodeado por tres capas 

concéntricas de proteína. Además, este virus carece de una envoltura lipídica (figura 1 ). 

La capa más externa tiene un papel muy importante en la infectividad viral ya que está 

involucrada tanto en la unión como en la entrada de rotavirus. Esta capa está constituida 

por las proteínas VP4 y VP7. Se ha visto que la infectividad de este virus se incrementa 

por el procesamiento del virus con tripsina, la cual corta a VP4 en dos polipéptidos de 

menor peso molecular llamados VP8 y VP5 (figura 2). El mecanismo por el cual el 

corte proteolitico de VP4 activa la infectividad del virus aún no se conoce [2]. En 

cuanto a la otra proteína de la capa externa, la glicoproteina viral VP7, se ha reportado 

que esta proteína interactúa con los receptores celulares de rotavirus después de la unión 

inicial del virus con la superficie celular [3] y se sabe que presenta sitios de unión a las 

integrinas a'133, axp2 y a4Pl (figura 2). Además, esta proteína viral une calcio el cual 

es necesario para la estabilidad de la partícula [4]. 

5 



Core: VPl, VP2 y VP3 

Figura l. Reconstrucción tridimensional de rotavirus a partir de imágenes de 
criomicroscopía electrónica. Se pueden observar las tres capas concéntricas de la partícula viral. La 
capa más interna esta formada por las proteínas virales VP 1, VP2 y VP3, la capa intermedia esta compuesta 
por la proteína viral VP6 mientras que la capa externa esta formada por las proteínas VP7 y VP4. Esta 
última es la que forma las espiculas del virus 

Entrada de Rotavirus a la célula 

Rotavirus infecta in vivo a los enterocitos maduros de las vellosidades del 

intestino delgado. Sin embargo, la mayoría de los estudios sobre rotavirus se han 

llevado a cabo en la línea celular MA104 proveniente de riñón de mono verde africano 

la cual además de ser susceptible a la infección por este virus permite la aplicación de 

técnicas como la transfección. Para entrar a la célula, rotavirus requiere de varios pasos 

(figura 3). El primero, es su activación por tripsina en donde se corta específicamente la 

proteína VP4 en VP5 y VP8. Una vez activado, el virus se une a la célula blanco a 

través del reconocimiento de los receptores presentes en la superñcie celular. La 

presencia de dichos receptores determina en gran medida que tipo celular puede infectar 

un virus. Se sabe que para rotavirus el ácido siálico, las integrinas a.2[31, avf33, axf32 y 

a4f31 y la proteína de choque térmico Hsc70 están involucradas como sus receptores. 
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Figura 2. Representación esquemática de VP4 y VP7. VP4 tiene 3 sitios susceptibles a 
tripsina (Arg241>Arg23l>Arg247). En la región de VP8 esta presente el sitio de unión a ácido siálico 
(HA) mientras que en VPS están los sitios de unión a las integrinas a2jH y a4~1 (DGE e IDA) y a Hsc70 
(KID). Además, en esta región se encuentra una secuencia hidrofóbica que podría funcionar como péptido 
de fusión (HR). VP7 es una proteína glicosilada que tiene sitios de unión a las integrinas a4JH (LDV), 
axJ32 (GPR) y av~3(CNP). Además, tiene tres dominios antigénicos (A, B y C) localizados en las 
posiciones 86 a 101, 142 a 152 y 208 a 221, respectivamente [5] 

En el caso del ácido siálico, sólo algunas cepas de rotavirus lo requieren para 

unirse a la superficie celular, a estas cepas se les llama sensibles a neuraminidasa (que 

es una enzima que remueve los ácidos siálicos de la superficie de las células) mientras 

que hay otras cepas que no lo utilizan y se les conoce como resistentes a neuraminidasa 

(tabla 1 ). La interacción de rotavirus con el ácido siálico se da a través del dominio VP8 

de VP4 (figura 2). 

Por otro lado, las integrinas a2j31, avj33, axj32 y a4j31 han sido implicadas 

como receptores de rotavirus tanto para las cepas sensibles como para las resistentes a 

neuraminidasa (tabla 1) y también se han encontrado varios sitios de unión a integrinas 

en las proteínas virales VP4 y VP7 (figura 2) [6, 7]. Cuando la interacción de las 

proteínas virales con las integrinas es inhibida, usando péptidos que mimetizan los sitios 
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de unión a las integrinas o anticuerpos contra las integrinas, la infectividad del virus 

disminuye [3, 8]. Sin embargo, existen cepas de rotavirus que no utilizan estas 

integrinas como receptores (tabla 2) pero pudieran utilizar otra (s) molécula (s) 

diferente. 

Por último, también se ha encontrado que la proteína de choque térmico Hsc70 

juega un papel importante como receptor para rotavirus. Esta proteína actúa como un 

receptor post-unión para las cepas de rotavirus sensibles y resistentes a neuraminidasa 

[9]. Esto se ha encontrado por la observación de que los péptidos sintéticos que 

mimetizan la región de VPS, la cual interactúa con Hsc70 (figura 2), o anticuerpos 

contra esta proteína bloquean la infectividad de los rotavirus, pero no su unión a la 

célula [10]. 

Tabla l. Clasificación de distintas cepas de rotavirus de 
acuerdo a sus requerimientos de inte2rinas y de ácido siál' 

Cepa Neuraminidasa 

! 
Integrina 

(Origen) 

Wa Resistente 1 Dependiente 

(Humano) 
i 
i 

UK Resistente Independiente 

(Bovino) 

RRV Sensible Dependiente 

(Simio) 

TFR Sensible ¡ Independiente 

(Porcina) 1 

Se ha sugerido que los microdominios lipídicos, también conocidos como balsas 

lipídicas, participan en la entrada de rotavirus a la célula ya que hay una severa 

8 



disminución en la infectividad viral al quitar el colesterol de la membrana (lo que 

resulta en la desestabilización de las balsas lipídicas) [11, 12]. La presencia de las 

subunidades de integrina a2 y 133, de la proteína Hsc70, así como de partículas virales 

infecciosas, en microdominios lipídicos, apoyan la idea de que las balsas lipídicas son 

importantes en la entrada de rotavirus [13]. 

Con los resultados obtenidos hasta ahora, se ha propuesto un modelo para las 

interacciones tempranas de rotavirus con su célula hospedera (figura 3). Este modelo 

está basado en los resultados obtenidos con la cepa de simio RRV la cual es sensible a 

neuraminidasa [5] (figura 3). En este modelo se propone que el contacto inicial del virus 

con la superficie celular es a través de un receptor que tiene ácido siálico, muy 

probablemente un gangliósido. Esta interacción inicial se da a través del dominio VP8 

de VP4. Esta interacción inicial probablemente induce un cambio conformacional en 

VP4 lo que permite las interacciones subsecuentes con el dominio I de la integrina a2íH 

a través del dominio DGE en VP5. Después de esta segunda interacción, se llevan a 

cabo otras tres interacciones. Sin embargo, el orden de éstas no ha sido establecido aún. 

Estas interacciones se presentan entre: i) el dominio KID de VP5 y el dominio de unión 

a ligando de hsc70, ii) la región CNP de VP7 y la integrina avfH, y iii) el dominio GRP 

de VP7 y la integrina ax.(32 [5]. Los contactos iniciales del virus con la superficie 

celular podrían promover un cambio conformacional en VP4 para facilitar la interacción 

de VP5 con hsc70 y la interacción de VP7 con las integrinas. Con la excepción del 

ácido siálico, las moléculas descritas parecen ser usadas por varias cepas de rotavirus 

para infectar a las células. Sin embargo, se desconoce si estas interacciones son 

secuenciales o pueden ser usadas alternativamente por diferentes virus para entrar a la 

célula. 
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Figura 3. Primeros pasos en la infección de la cepa de rotavirus RR V. Los rotavirus 
requieren de un procesamiento proteolitico para ser infecciosos. Una vez procesada la proteína VP4, el 
virus se une específicamente a sus receptores celulares. La unión a los receptores celulares provoca 
cambios confonnacionales en la partícula viral y en la célula que facilitan la entrada del virus [5J. 

Una vez que el virus ha reconocido a sus receptores en la superficie celular, el 

siguiente paso es la penetración de la membrana celular. En el caso de rotavirus, aún no 

se conoce el mecanismo que utiliza para entrar a la célula. Algunos autores han sugerido 

que el virus puede entrar por penetración directa [2] mientras que estudios de 

microscopía electrónica han sugerido que el virus pudiera entrar por endocitosis. 

Recientemente, en nuestro laboratorio hemos demostrado mediante el uso de drogas y 

de mutantes dominantes negativas (de las proteínas epsl5, caveolina-1 y dinamina-2), 

que la entrada de la cepa de rotavirus RRV es independiente tanto de la endocitosis 

mediada por clatrina como la mediada por caveolina y sin embargo, depende de 

dinamina, una proteína involucrada en la liberación de la vesícula de la membrana 

plasmática [12]. 

En conjunto, estos datos sugieren que los rotavirus podrían estar entrando a la 

célula por una vía aún no caracterizada. 
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Endocitosis como vía de entrada de virus 

La endocitosis es un proceso celular que consiste en la invaginación de la 

membrana plasmática, formando una vesícula cuyo contenido es transportado del 

exterior al interior de la célula. La endocitosis tiene un papel fundamental en diferentes 

procesos como son la respuesta inmune, la comunicación intercelular, la transducción 

de señales y la homeostasis, tanto celular como del organismo completo. 

Existen diferentes rutas de endocitosis que son usadas por la célula para llevar a 

cabo sus funciones celulares [14]. En la figura 4 se representan estas rutas. Sin embargo, 

dados los avances metodológicos recientes y dada la complejidad del proceso de 

endocitosis, se siguen encontrando nuevas rutas cuya caracterización esta en proceso. El 

estudio de las diferentes rutas de endocitosis se ha realizado utiliz.ando varias estrategias 

(tabla 2). Una de ellas es el uso de drogas que inhiben algún paso de la vía endocítica. 

Por ejemplo, existen compuestos que inhiben el reclutamiento de proteínas que cubren 

las vesículas endocíticas, etc. Otra estrategia utilizada son las mutantes dominantes 

negativas de proteínas clave para que se lleve a cabo la vía. Esta estrategia permite una 

inhibición más específica que el uso de drogas. Finalmente, el uso de la técnica de RNA 

de interferencia (RNAi) permite el silenciamiento específico de la proteína de interés. 

La endocitosis está constituida por una red de varios organelos los cuales 

difieren en su composición proteica y propiedades bioquímicas (figura 4 ). La presencia 

de las GTPasas de la familia Rab contribuye a la diferenciación entre los distintos tipos 

de endosomas. Estas GTPasas son importantes en la regulación del tráfico intracelular 
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porque regulan la fusión de las vesículas a los endosomas. De manera general, la unión 

del ligando al receptor favorece la formación de la vesícula endocítica. Esta vesícula 

entrega su carga a los endosomas tempranos (o endosomas de distribución), organelos 

con un pH alrededor de 6 donde se localmm las Rab GTPasas 4 y 5. En los casos donde 

la molécula endocitada es un receptor unido a su ligando, el pH ácido puede promover 

la disociación del ligando de su receptor. Usualmente, el ligando, el cual permanece en 

la vía, es degradado mientras que el receptor entra a los endosomas de reciclamiento 

(donde esta localizada Rabl 1) para regresar a la membrana celular. Las moléculas que 

son destinadas a su degradación o que requieren llegar al interior celular, cerca del 

núcleo, entran a los endosomas tardíos (también conocidos como cuerpos 

multivesiculares -MVBs-). En estos organelos, con un pH menor a 6, se localiza la 

GTPasa Rab 7. Finalmente, la molécula endocitada llega a los lisosomas donde puede 

ser degradada por enzimas que están activas en un ambiente ácido. En el transcurso de 

toda la ruta endocítica, existen posibles rutas de escape para evitar la degradación por 

los lisosomas (figura 4). 

En algunos casos, la endocitosis de las moléculas depende de señales presentes 

en ellas. Tal es el caso de las proteínas transmembranales las cuales tienen señales 

presentes en sus dominios citosólicos. Existen dos clases principales de señales, las 

basadas en tirosina y las basadas en di-leucina. Estas sefiales son reconocidas por 

proteínas que están asociadas a la membrana plasmática. Entre ellas se encuentran las 

proteínas involucradas en la endocitosis mediada por clatrina [15]. Estudios recientes 

sugieren que la ubiquitina puede representar otra señ.al de distribución [15]. 
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Figura 4. Esquema general de las diferentes rutas de endocitosis. Se muestran las distintas 
vías de endocitosis y el sitio intracelular al que llegarla una molécula internalizada por cada vía 
Modificada de Marsh M & Helenius A [16]. 

La entrada de un virus por endocitosis le da algunas ventajas. Primero, las 

partículas virales son intemalizadas sólo en aquellas células que realizan un transporte 

membrana! activo. Segundo, evitan la barrera del citoesqueleto de actina cortical. Y por 

último, los organelos endocíticos proveen ambientes que facilitan la penetración viral. 
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Tabla 2. Estrategias usadas para el estudio de los distintos componentes y vías de 
la endocitosis 

Vía lnhibidor Efecto 
1 

Observaciones 

! 
. i Puede afectar la 

Clorpromazina 
Inhibe el ens~ble de la ! fluidez y 
malla de clatnna I permeabilidad de la 

! membrana [17] 

Medio sin potasio Polimerización anormal I Retirar el potasio 
de clatrina. Remueve las i puede tener otros 

Clatrina 
Medio con sacarosa vesículas cubiertas de la I efectos como la 

membrana I inhibición del 
I transporte de proteínas 

secretoras [18] 

Evita el reclutamiento Pudiera no inhibir 
Mutantes dominantes de AP-2 a la membrana aquellas vesículas con 

negativa de epsl5 celular, inhibiendo la cubierta de clatrina que 
formación de la malla no usen el complejo 
de clatrina AP-2 [19] 

siRN As cadena Inhiben específicamente 
pesada de clatrina la expresión de clatrina 

Nistatina . Secuestran el colesterol Efecto no es especifico 
de la membrana [20]. 

Filipina 

Ciclodextrina 
Caveola Mutante dominante Inhibe la asociación de 

negativa de la caveolina a las balsas 
caveolina lipídicas 

siRNAs caveolina Inhibe específicamente 
la expresión de 
caveolina 

Citocalasina D Previene la Puede inhibir la 
polimerización de actina entrada de moléculas 

Macropinocitosis que entran por otras 
rutas de endocitosis 
f21] 

Amilorida Inhibe intercambiadores Inespecífico [22] 
Na+/H+ 

Toxina B de Inhibe Rho GTPasas Las Rho GTPasas 

Clostridium difficile pueden participar en 
otras vías [23, 24] 
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Endocitosis mediada por clatrina 

Es el mecanismo mejor caracterizado para la entrada de moléculas a la célula. 

Este tipo de endocitosis requiere una serie de componentes estructurales para poder 

formar la vesícula de manera que pueda ser internalizada. Uno de estos componentes y 

por el cual esta vía recibe su nombre, es la clatrína. La clatrína es un complejo proteico 

formado por tres cadenas ligeras y tres cadenas pesadas que constituyen una unidad 

llamada "el tríesqueleto" (triskelion) de clatrína. Este complejo es reclutado a la 

membrana plasmática por proteínas adaptadoras. Una de estas proteínas adaptadoras, es 

el complejo AP-2, formado por cuatro subunídades (cr, ¡32, µ2 y cr2). El complejo AP-2 

interactúa con clatrína, a través de la subunidad ¡32, y estimula su polimerización 

generando una malla de clatrína que cubre la vesícula [25]. Anteriormente, se pensaba 

que este complejo era esencial para la formación de la vesícula cubierta de clatrina. Sin 

embargo, en células donde se silenció la expresión de este complejo se siguieron 

formando vesículas cubiertas con clatrina lo que sugiere que AP-2 no es esencial [19]. 

Recientemente, se ha reportado que diferentes moléculas como transferrína (marcador 

de endocitosis mediada por clatrína) y EGF (factor de crecimiento epidérmico) entran 

por diferentes poblaciones de vesículas cubiertas con clatrina dado que al silenciar AP-2 

sólo se inhibe la íntemaliz.ación de transferrína pero no la de EGF [19]. Durante el 

ensamble progresivo de clatrina en la membrana, ésta va adquiriendo curvatura hasta 

que se forma la vesícula endocítica. La fisión de la vesícula cubierta con clatrina es 

controlada por la GTPasa dinamína. Se propone que la dínamina actúa como una 

mecano-enzima la cual usa la hidrólisis de GTP para generar la fuerza necesaria para 

estrangular el cuello y escíndir las vesículas de la membrana [26]. Fínalmente, la 

vesícula liberada pierde la cubierta de clatrína por la acción de la chaperona hsc70, la 

actividad de ATPasa de la proteína hsc70 es estimulada por auxilína. Un factor 
15 



adicional que podría contribuir al desensamble de clatrina es la fosfatasa sinaptojanina, 

esta enzima regula el metabolismo de PIP2 (fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato) el cual 

interactúa con AP-2, entre otras, favoreciendo que el complejo se asocie a la membrana. 

La acción de la fosfatasa desestabiliza la asociación de AP-2 con la membrana, además 

de promover el ensamble de la cubierta de clatrina, el complejo AP-2 actúa como una 

plataforma para proveer sitios de interacción para varias proteínas importantes para la 

endocitosis dependiente de clatrina, incluyendo Epsl5. Ésta última es una proteína 

ubicua que está asociada de manera constitutiva a AP-2 [27]. 

La participación del citoesqueleto de actina en la endocitosis mediada por 

clatrina se ha sugerido por varias observaciones. Entre las que se encuentra la co­

localización de clatrina con el complejo Arp2/3 (que promueve polimerización de 

actina) lo que sugiere que en los sitios donde se forman las vesículas de clatrina se 

requiere de la polimerización de actina para, tal vez, favorecer la internalización de la 

vesícula endocítica [28]. La GTPasa dinamina también interactúa con proteínas que se 

asocian con los filamentos de actina como son cortactina, abpl, intersectina y sindapina 

estableciendo un puente entre la endocitosis y el citoesqueleto de actina [29]. 

En general, las moléculas -incluidos los virus- que entran a la célula por 

endocitosis mediada por clatrina son expuestas al ambiente ácido de los endosomas y 

pueden responder al bajo pH sufriendo cambios conformacionales. En el caso de los 

virus, estos cambios conformacionales penniten la exposición de péptidos de fusión que 

permiten su liberación al citosol. Dependiendo del requerimiento de pH, el sitio de 

penetración de los virus puede ser los endosomas tempranos (pH 6.5 a 6.0), tardíos (pH 

6-0 a 5.5) e inclusive los lisosomas (pH 5.5 a 4). Un ejemplo de un virus que sufre una 
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fusión de membrana catalizada por un ambiente ácido es el virus de Influenza. En la 

superficie celular, el virus se une a receptores que tienen ácido siálico a través de las 

cabezas globulares de la glicoproteína viral hemaglutinina (HA). Cuando el virus es 

internalizado vía endocitosis mediada por clatrina el bajo pH de los endosomas tardíos 

(alrededor de 5) provoca cambios conformacionales en las cabezas globulares de la 

proteína HA lo que expone el péptido de fusión. Estos cambios además, acercan el 

péptido de fusión a la membrana celular con lo cual la fusión de la membrana viral con 

la celular se puede llevar a cabo y el virus es liberado al citoplasma. Si estos cambios 

conformacionales se inducen antes de que el virus sea intemalizado mediante un 

tratamiento a pH ácido, el virus se inactiva y pierde su infectividad [30]. 

Por otro lado, en algunos casos el pH ácido no es suficiente para inducir/exponer 

la fusión de la partícula viral con el endosoma. Se ha reportado que algunos virus son 

activados a través de cortes proteolíticos que son llevados a cabo por proteasas 

endosomales, como las catepsinas (que son proteasas cuya actividad depende de pH). 

En este caso el pH endosomal es necesario para activar a la proteasa endosomal que al 

cortar alguna proteína viral promueve el cambio conformacional de la partícula viral lo 

que favorece a su vez la penetración al citoplasma celular [31]. 

Se ha demostrado que varios virus utilizan esta vía para entrar a la célula. Entre 

ellos están virus envueltos como el virus de Influenza, Semliki forest, el virus del Nilo, 

el virus Hanta y el virus de estomatitis vesicular (VSV) [32-35]. Virus no envueltos 

como papilomavirus también entran por esta vía [36]. 
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Endocitosis mediada por caveolas 

Las caveolinas son el principal componente de las caveolas. Las caveolinas son 

proteínas integrales de membrana que están asociadas a microdominios en la membrana 

plasmática ricos en colesterol y esfingolipidos también llamados balsas lipídicas. La 

fonnación de la caveola depende de la expresión de caveolina-1 en células no 

musculares y de caveolina-3 en células de músculo [37]. Las vesículas internalizadas 

por esta vía son liberadas, a través de la acción de dinamina, a estructuras llamadas 

caveosomas presentes en el interior de la célula. La ausencia de marcadores para 

endosomas tempranos, tardíos y de reciclaje indica que estas estructuras representan un 

nuevo tipo de organelos [38]. A diferencia de los endosomas, estos organelos tienen pH 

neutro. Algunos reportes sugieren que el papel de la caveolina es el de disminuir la 

endocitosis al estabilizar las balsas lipídicas [39]. 

Existen varios virus que pueden entrar por esta vía como son el virus de la 

leucemia murina, ecovirus y SV40, entre otros [40-42]. En el caso de SV40, la 

infectividad de este virus se ve disminuida cuando se trata a las células con drogas que 

inhiben esta vía como la nistatina [40]. Asimismo, la expresión de una mutante 

dominante negativa de dinamina (defectuosa en su actividad de GTPasa) inhibe la 

entrada de este virus [43] lo que sugiere que SV40 entra a la célula por una vía 

dependiente de caveolina y dinamina. 

Endocitosis independiente de clatrina y de dinamina 

En general, las proteínas ancladas a glicosil-inositol-fosfato (GPI) entran a la 

célula por esta vía y son dirigidas a compartimentos endosomales tempranos 
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enriquecidos en proteínas ancladas a GPI, GEECs (GPI-AP enriched early endosomal 

compartments) [23]. Los GEECs son compartimentos endosomales distintos que no 

colocalizan con caveolina. La inhibición de la endocitosis mediada por clatrina, y el uso 

de mutantes de dinamina, no inhiben la internalización de estas proteínas. La expresión 

de una dominante negativa de la GTPasa cdc42 sí inhibe esta vía [23]. Recientemente se 

ha descrito que el virus de poliomavirus murino entra a las células por una vía similar 

[44]. Este es un virus no envuelto con genoma de DNA que transforma eficientemente 

células en cultivo e induce tumores en una gran variedad de tejidos en el ratón. El virus 

puede infectar varios tipos celulares, en parte, porque se une a glicoproteínas con ácido 

siálico las cuales son expresadas de manera abundante en el ratón. Para determinar la 

entrada de este virus se evaluó el efecto de inhibidores de la endocitosis mediada por 

clatrina y caveola en su infectividad. Se demostró mediante tratamientos con drogas 

(sacarosa y clorpromazina) y de la dominante negativa de dinamina que este virus entra 

a las células de manera independiente de clatrina, dinamina y caveolina [ 44]. Este 

resultado fue confirmado por microscopia de fluorescencia ya que el virus no co­

localiza con clatrina o caveolina. Falta por determinar si cdc42 juega algún papel en la 

entrada de este virus. 

Endocitosis independiente de clatrina pero dependiente de 

dinamina 

Esta vía está definida por su independencia a clatrina y caveolina, su 

dependencia a dinamina y a la presencia de colesterol en la membrana. Dicha vía es 

utilizada en la internalización del receptor de IL-2 la cual, además, está regulada por la 

GTPasa RhoA [24]. La endocitosis del receptor de citocinas ye, que requiere de la 
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polimerización de actina, también es llevada a cabo de esta manera [45). Por el 

momento no se conoce más sobre esta vía. 

Como se mencionó anteriormente, rotavirus entra a la célula por una vía similar 

[12]. Sin embargo, desconocemos si la GTPasa RhoA (o alguna otra) tiene algún papel 

en la entrada de este virus. 

Macropinocitosis 

Esta vía involucra la intemalización de grandes áreas de fluido y membrana 

plasmática. La macropinocitosis ocurre cuando protuberancias de la membrana 

plasmática se fusionan para generar vesículas grandes (> lJ.Ull) llamadas 

macropinosomas. Parte fundamental de este proceso es la formación de ruflles de actina 

los cuales están regulados por la GTPasa Racl. 

Un virus que entra a la célula utilizando la vía de la macropinocitosis es el virus 

de la inmunodeficiencia humana (HIV). Este virus infecta células del sistema inmune 

que expresan las moléculas de superficie CD4, CCR5 y CXCR4. Recientemente, se ha 

demostrado que este virus entra a los macrófagos, un tipo de célula del sistema inmune, 

por esta vía. Esta observación se sustenta en la presencia del virus detectada por 

microscopía electrónica en macropinosomas y la inhibición de su entrada por drogas 

que evitan la formación de ruftles (extensiones de membrana generadas por la 

remodelación del citoesqueleto de actina), tales como amilorida [46]. 
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11. ANTECEDENTES 

Como se mencionó anteriormente, en nuestro laboratorio se ha demostrado que 

la entrada de la cepa de rotavírus de simio RR V a la línea celular MAi 04 no depende de 

la endocitosis mediada por clatrina ni de la mediada por caveolina-1, pero sí depende de 

la presencia de colesterol en la membrana y de la actividad de dinamina [12]. Esto 

mediante el uso de mutantes dominantes negativas y drogas que afectan distintas vías de 

entrada. Asimismo, se ha propuesto que la entrada de RRV a la célula no depende de 

actina dado a que el tratamiento de células MA104 con citocalasina D que es una droga 

que inhibe la polimerización de actina, no tiene efecto sobre la infectividad de esta cepa 

[47]. Por otro lado, resultados preliminares sugieren que la vía de entrada de la cepa de 

rotavirus humana Wa es diferente, ya que el tratamiento de las células con drogas que 

inhiben la acidificación de los endosomas como bafilomicina y cloruro de amonio 

disminuye la infectividad de este virus, mientras que la infectividad de la cepa de simio 

RRV no se ve afectada. Los resultados anteriores sugieren que distintas cepas de 

rotavirus podrían tener en principio diferentes vías de entrada a la célula. Una de estas 

vías, la cual es dependiente de la acidificación endosomal ya que se afecta por 

bafilomicina y cloruro de amonio, podóa estar siendo utilizada por la cepa Wa; y la 

segunda vía, la cual depende de colesterol y dinamina pero no de clatrina ni de 

caveolina, estaóa siendo utilizada por la cepa RRV. 
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111. HIPÓTESIS 

Es posible que distintas cepas de rotavirus que tienen diferentes requerimientos 

de moléculas de superficie para unirse a la célula huésped, utilicen vías de entrada 

alternativas para infectar la misma línea celular. 
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IV. OBJETIVO GENERAL 

Caracterizar la vía de entrada de la cepa de rotavirus humana Wa y compararla 

con otras cepas de rotavirus 

V. OBJETIVOS PARTICULARES 

•!• Evaluar el papel del pH en la entrada de las diferentes cepas de rotavirus 

•!• Detenninar el papel de clatrina y dinanrina en la entrada de las diferentes cepas 

de rotavirus 
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VI. MATERIALES Y MÉTODOS 

Células y Virus. La línea celular de epitelio de riñón de mono rhesus MA104 fue 

crecida en medio mínimo esencial de Eagle (MEM-Advanced, Glbco) suplementado 

con 3% de suero bovino fetal. Los rotavirus de simio rhesus RRV y de humano Wa 

fueron obtenidos de H.B. Greenberg (Universidad de Stanford en Stanford, California). 

La cepa porcina TFR fue obtenida de l. Holmes (Melbourne, Australia) y la cepa bovina 

UK fue obtenida de D.R Snodgrass (Moredun Research Institute, Edinburgh, UK). El 

reovirus tipo 1 fue obtenido de C. Ramos (Instituto Nacional de Salud Pública en 

Cuerna vaca, Morelos ). 

Anticuerpos y reactivos. Se utilizaron tres anticuerpos policlonales contra rotavirus. 

Dos contra la partícula viral completa (a-TLPs de conejo y un antisuero de cabra); y 

otro dirigido contra una proteína viral llamada NSP2 que fue producido en conejo. Los 

tres anticuerpos fueron producidos en el laboratorio. Por otro lado, el anticuerpo 

policlonal de conejo contra reovirus también fue producido en el laboratorio. El 

anticuerpo monoclonal anti-HA fue comprado a Santa Cruz (Santa Cruz, CA). Las 

drogas bafilomicina Al y el inhibidor de catepsina B (CA-074) fueron compradas a 

Sigma (St. Louis, Mo.). El inhibidor de la catepsina L (Z-FF-FMK) fue comprado a 

Calbiochem (La Joya, CA). El cloruro de amonio fue comprado a J.T. Baker 

(Phillipsburg, NJ, USA). Los anticuerpos secundarios acoplados a Alexa 488 y 568 

fueron comprados a Molecular Probes (Eugene, Oreg. ). 

Ensayos de Infectividad. Monocapas confluentes de células MAi 04 crecidas en placas 

de 96 pozos fueron pre-tratadas a 37ºC con bafilomicína (lhora), los inhibidores de las 
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catepsinas By L (1 hora), con cloruro de amonio (por 30 minutos) o con sacarosa (por 

1 O minutos) a las concentraciones indicadas en cada ensayo. Después del tratamiento 

correspondiente, las células fueron infectadas con 200 unidades formadoras de focos 

(FFUs) por pozo de reovirus y de las cepas de rotavirus (Wa, UK, TFR y RRV) y en 

presencia del tratamiento correspondiente durante 1 hora a 37ºC. Después de este 

periodo, el inoculo viral fue retirado. El virus que no fue intemalizado durante este 

tiempo, se desprendió de la superficie celular utilizando EGT A 3mM por 2 minutos y la 

infección se dejó proceder por 15 horas. En el caso de reovirus, éste fue neutralizado 

con un anticuerpo policlonal (1:500) que fue incubado durante 15 minutos después del 

periodo de adsorción. Quince horas post-infección, las células fueron fijadas y 

procesadas en un ensayo de detección de focos con inmunoperoxidasa usando 

anticuerpos policlonales. Brevemente, las células fueron fijadas y permeabilizadas con 

acetona al 80% en PBS por 15 minutos. Después de ese lapso, fueron lavadas con PBS 

tres veces y fueron incubadas con un anticuerpo anti-Rotavirus (anti-TLPs) diluido 

1:2000 (en el caso de las cepas RRV, UK y TFR), mientras que las células infectadas 

con la cepa Wa fueron incubadas con un anticuerpo anti-Wa diluido 1:1000 por 1 hora 

a 37ºC. En el caso de las células infectadas con reovirus, éstas fueron incubadas con un 

anticuerpo anti-reovirus diluido 1:2500. Después de este periodo, las células fueron 

lavadas con PBS tres veces e incubadas con proteína A acoplada a peroxidasa (1:3000) 

por 1 hora a 37ºC. Finalmente, las células fueron lavadas nuevamente con PBS tres 

veces y se adicionó el sustrato de la peroxidasa ( carbazol y peroxido de hidro geno), 

hasta ver el desarrollo de color. Se lavó con agua para detener la reacción [48]. Las 

unidades formadoras de focos (FFU) fueron contadas en un microscopio Invertido 

Nikon Diaphot 300 automático provisto de una cámara COHU color CCD y software 

Visiolab 1000. 
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Ensayos de transfección. Las células crecidas en cubreobjetos de lOmm de diámetro a 

un 70% de confluencia, fueron transfectadas con diferentes plasmidos usando 

lipofectamina 2000 (lnvitrogen, Carlsbad, California) de acuerdo al protocolo del 

proveedor. Generalmente, las células fueron transfectadas 48 horas antes de la infección 

viral. Los plasmidos usados fueron los siguientes: la construcción pE~95/295 (Epsl5 

mutante), la cual codifica una mutante de Epsl5 que carece del segundo y tercer 

dominio EH y funciona como dominante negativa (DN), y el plasmido control pD3~ 

(Epsl5 control) que expresa una versión truncada de Eps15 que funciona como la 

proteína silvestre [49]. Estos plasmidos fueron amablemente donados por A Benmerah 

(INSERM, Paris, Francia). Ambas construcciones están fusionadas con GFP en su N­

terminal. Los plasmidos pCDNA3. l!Dyn2 (Dinamina wt), el cual expresa la dinamina 2 

fusionada en su amino terminal con hemaglutinina (HA) y la dominante negativa 

pCDNA3.1/K44A (Dinamina mutante), el cual codifica la dinamina 2 K44A también 

fusionada en su amino terminal con HA fueron amablemente donados por S.L. Schmid 

(Scripps Research Institute, La Jolla, California). La expresión de dinamina y su 

dominante negativa fueron monitoreados usando un anticuerpo monoclonal contra la 

etiqueta HA. 

Inmunofluorescencia. Las células MAi 04 crecidas en cubreobjetos de 1 Omm de 

diámetro a un 70% de confluencia y transfectadas 48 horas antes, fueron infectadas con 

las diferentes cepas de rotavirus a una multiplicidad de infección (moi) de 10. El 

reovirus tipo 1 se utilizó como control y se utilizó también a una moi de 10. Los 

diferentes virus fueron adsorbidos por 2 horas y después de este tiempo, el inoculo viral 

fue retirado y se agregó MEM sin suero. La infección se dejó proceder por 8 horas. 

Después de este tiempo, las células fueron fijadas con paraformaldehído al 2% en PBS 
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por 20 minutos a temperatura ambiente (TA) y posteriormente fueron lavadas 4 veces 

por 5 minutos con 50mM NHtCI en PBS. Posteriormente, las células fueron 

permeabilizadas con Tritón 0.5% en buffer de bloqueo (BSA 1 %, 50mM NH4Cl en 

PBS) por 15 minutos a TA, después de 4 lavados de 5 minutos con 50mM ~Cl en 

PBS, las células fueron incubadas con los anticuerpos indicados en cada figura por 1 

hora a TA. Pasado este lapso, las células fueron lavadas nuevamente e incubadas con los 

anticuerpos secundarios indicados en cada figura por l hora a TA. Después de esta 

incubación, las células fueron lavadas 4 veces por 5 minutos con PBS con 50mM 

NILiCl y finalmente, las células fueron montadas en fluoprep (bioMérieux, Marcy 

l'Etoile, France). Las preparaciones fueron analizadas con un microscopio de 

fluorescencia (Zeiss Axioskop 2 mot plus) acoplado a una cámara digital (Photometrics 

Cool Snap HQ). Las imágenes fueron capturadas digitalmente y preparadas en Adobe 

Photoshop 5.0. 

Incubación de virus a diferentes pHs. Los virus fueron pre-incubados en 1iffiM a 

diferentes pHs por 30 minutos a 37ºC. Para estabilizar el pH del MEM, se le agregó 

lOmM HEPES. El pH del MEM fue ajustado con buffer de ácido cítrico (15mM ácido 

cítrico más 150mM NaCl). Después de la incubación una parte del virus fue 

neutralizado con HEPES 25mM pH 7.4. Las células fueron infectadas con el virus por 

una hora a 37ºC. La infección se dejó proceder por 15 horas y posteriormente, se 

detectaron las células infectadas como se indica en el ensayo de infectividad. 

Ensayos de unión. Las células crecidas en cajas de 48 pozos fueron lavadas una vez e 

incubadas con MEM sin suero por 30 minutos a 37ºC. Después de este tiempo, se retiró 

el 1iffiM y se agregaron 500µ1 de una solución de albúmina bovina al 1 % en PBS. Se 
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dejó por 1 hora a TA. Posteriormente, las células fueron lavadas con una solución fria 

de albúmina bovina al 0.5% en PBS e incubadas con distintas concentraciones de 

sacarosa fria por 1 O minutos. Se retiró la solución y se agregó la cantidad indicada de 

virus (semipurificado a través de un colchón de sacarosa) diluida en MEM frio con la 

cantidad correspondiente de sacarosa, por 1 hora a 4 ºC. Después de este tiempo, las 

células fueron lavadas tres veces con una solución fria de albúmina bovina al 0.5% en 

PBS y finalmente, fue agregado 120µ1 de buffer de lisis (50mM Tris-HCI pH 7.5, 

150mM NaCI, 0.1% Triton X-100). Las células fueron congeladas y descongeladas dos 

veces, y la cantidad de virus presente fue determinada por un ensayo de ELISA Como 

control se hizo un ensayo de unión en las mismas condiciones diluyendo el virus en 

MEM y omitiendo las incubaciones con sacarosa. 

ELISA. Para detectar el virus obtenido en los ensayos de unión se realizó un ELISA en 

las siguientes condiciones: para la captura del virus, las placas de ELISA fueron 

incubadas con un antisuero de cabra para rotavirus (diluido 1 :5000). Posteriormente, las 

placas fueron bloqueadas con BSA al 1% en PBS, el virus obtenido de los ensayos de 

unión fue incubado y para su detección las placas fueron incubadas con un antisuero de 

conejo para rotavirus (a-TLPs, diluido 1 :1000). Posteriormente, se utilizó un anticuerpo 

anti-conejo acoplado a fosfatasa alcalina (diluida 1:1500). Todas las incubaciones se 

realizaron a 37ºC por 1 hora y entre cada tiempo de incubación, las placas fueron 

lavadas 3 veces con BSA al 0.1 % en PBS. Finalmente, se adicionó el sustrato de la 

fosfatasa alcalina diluido en buffer de dietanolamina (1 % dietanolamina, lmM MgCh, 

5mM azida de sodio, pH 9). Las placas se incubaron a 37ºC hasta ver coloración y la 

absorbancia a 405nm fue leída en un Lector de placas (Bio-Tek Instruments). Como 

control de que los anticuerpos usados en el ensayo de ELISA reconocieran a las 
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diferentes cepas de rotavirus, se detectaron diferentes diluciones del virus utilizado en el 

ensayo de unión. 

Análisis estadístico. Para detenninar si las diferencias observadas en los resultados 

eran significativas se realizó una prueba de T ·student de dos colas con un intervalo de 

confianza del 95%. 
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VII. RESULTADOS 

1. Dependencia de pH 

a. Compuestos que evitan la acidificación de los endosomas 

Para determinar si la vía de entrada utilizada por las cepas utilizadas en 

este trabajo es dependiente de pH, tratamos a las células con bafilomicina o con 

cloruro de amonio. Estos tratamientos evitan la acidificación de los endosomas a 

través de diferentes mecanismos. La bafilomicina inhibe la A TPasa vacuolar 

presente en los endosomas con lo cual evita la entrada de los protones al 

organelo y por lo tanto previene su acidificación, mientras que el cloruro de 

amonio alcaliniza los endosomas al secuestrar los protones presentes en estas 

estructuras membranosas. 

Dado que existen diferentes cepas de rotavirus con distintos 

requerimientos por receptores celulares, decidimos evaluar si estas diferencias 

marcaban una preferencia por la vía de entrada. En este trabajo utilizamos 

además de la cepa humana Wa, las cepas RRV (simio), UK (bovina) y TFR 

(porcina). En la tabla 1 se muestran los distintos receptores que usa cada cepa de 

rotavirus. Se puede clasificar a las distintas cepas por su dependencia por un 

receptor sialidado (resistentes o sensibles a neuraminidasa, enzima que rasura los 

ácidos siálicos) y/o por el uso de las distintas integrinas celulares. 

En estos ensayos, las células fueron pre-tratadas con las drogas por los 

tiempos indicados en el pie de figura y posterionnente fueron infectadas con las 
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diferentes cepas de rotavirus durante 1 hora a 37ºC, manteniendo la droga 

durante este tiempo. El virus que quedó unido a la superficie celular y no entró 

durante este tiempo, fue desprendido mediante un tratamiento con EGTA 3mM 

por 2 minutos. Este tratamiento disocia las proteínas de la capa externa de 

rotavirus y por lo tanto el virus se desprende de la célula. A las 15 horas post-

infección (hpi) se cuantificaron el número de células infectadas. Como control 

positivo se utilizó reovirus, miembro de la misma familia de rotavirus 

Reoviridae, cuya infectividad es disminuida con ambos tratamientos [50, 51]. En 

este caso, las partículas de reovirus que quedaron unidas a la superficie celular 

fueron neutralizadas con un anticuerpo anti-reovirus. 
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Figura 5. Efecto del úatamiento con cloruro de amonio sobre la infectividad 
de distintas cepas de rotavirus. Las células fueron pre-incubadas por treinta minutos con 
cloruro de amonio a las concentraciones indicadas. Posteriormente, se agregó el virus, también 
en presencia del reactivo. A las 15hpi, las células se fijaron y tiñeron para detectar las células 
infectadas ( ver materiales y métodos). Las barras muestran la inf ectividad con respecto al control 
no tratado con cloruro de amonio que se tomó como 100% de infectividad (indicado con lllla 
línea sólida). Se muestra la desviación estándar de al menos 4 experimentos independientes. 

Cuando las células fueron tratadas con cloruro de amonio, se observó una 

disminución en la infectividad tanto de la cepa humana Wa, como de la cepa 

bovina UK, que resultó estadísticamente significativa (figura 5). Estos resultados 
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sugieren que la entrada de las cepas Wa y UK ambas resistentes a 

neuraminidasa (tabla 1), podría depender de la acidificación de los endosomas. 

En cambio, la infectividad no se vio afectada en las cepas RRV y TFR ambas 

sensibles a neuraminidasa (tabla 1). La infectividad de reovirus que se utilizó 

como control positivo, se vio claramente afectada por este tratamiento (fig. 5). 

Por otro lado, cuando las células fueron tratadas con bafilomicina, se 

observó, al igual que con el tratamiento con cloruro de amonio, que la 

infectividad de la cepa Wa disminuyó y ésta fue dependiente de la dosis y 

estadísticamente significativa (figura 6). Con respecto a la otra cepa resistente a 

neuraminidasa, UK, se observó una disminución en la infectividad menor que 

con el tratamiento con cloruro de amonio. La infectividad de las cepas sensibles 

a neuraminidasa, RRV y TFR, se vio afectada por el tratamiento con esta droga 

(figura 6). 
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Figura 6. Efecto del tratamiento con bajilomicina sobre la infecñvidad de 
disñntas cepas de rotavirus. Las células fueron pre-incubadas por una hora con 
bafilomicina a las concentraciones indicadas. Posteriormente, se agregó el virus en presencia de 
la droga A las 15hpi, las células se fijaron y tiñ.eron para detectar las células infectadas (ver 
materiales y métodos). Las barras muestran la infectividad con respecto al control no tratado con 
bafilomicina que se tomó como l 000/o de infectividad (indicado con una línea sólida). Se muestra 
la desviación estándar de al menos 4 experimentos independientes. 
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Tomados en conjunto, los resultados anteriores sugieren que la entrada 

de la cepa Wa, resistente a neuraminidasa, es dependiente de pH ácido, lo cual 

implicaría que transita por la vía endocítica. Con respecto a la otra cepa 

resistente a neuraminidasa, UK, su entrada pareciera ser dependiente de pH. Por 

otro lado, la entrada de las cepas sensibles a neuraminidasa, RRV y TFR, 

aparentemente no depende de pH. 

b. Pre-incubación en pH ácido 

El pH ácido se ha asociado a cambios conformacionales de la partícula 

viral que facilitan la penetración del virus a la célula. Existen algunos ejemplos 

de virus en los que se ha observado que si se pre-incuba al virus en pH ácido éste 

pierde su infectividad [30]. Esto sugiere que el tratamiento con pH ácido 

provoca cambios confonnacionales en la partícula viral que evitan su interacción 

con sus receptores celulares y la entrada a la célula. Sin embargo, también 

existen reportes donde se ha visto que la dependencia del pH está dada no por el 

cambio de pH per se, sino por requerir un corte proteolítico realizado por las 

proteasas presentes en los endosomas [31, 52, 53]. La actividad de estas 

proteasas ( como las catepsinas) depende del pH ácido del endosoma y al evitar 

su acidificación se inhibe su actividad. Para estudiar si la dependencia de pH de 

la cepa Wa y UK es debida a la activación de catepsinas endosomales, o al 

cambio de pH per se realizamos el siguiente experimento: pre-incubamos al 

virus a diferentes pH; en caso de que el pH provocara cambios en la partícula, 

decidimos evaluar si el efecto de éste era reversible y para eso parte del virus 

tratado fue neutralizado con HEPES a pH 7 .4. La infectividad de los virus así 

tratados fue cuantificada. 
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Como se puede apreciar en la figura 7, la infectividad de ninguna de las 

cepas de rotavirus ni de reovirus se vio afectada a pH 5 y 6, estos pH son los de 

los endosomas tempranos o tardíos. Sin embargo, la infectividad de todas las 

cepas se vio muy afectada a pH muy ácidos. Dicho efecto no es reversible dado 

que al neutralizar el pH no se recuperó la infectividad. Estos resultados sugieren 

que la dependencia de pH de las cepas resistentes a neuraminidasa, Wa y UK, no 

parece estar dada por el pH per se. 

Incubación a pH ácido 
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Figura 7. Efecto del tratamiento a diferentes pH sobre la infectividad viral Los 
virus fueron pre-incubados en MEM a los diferentes pH indicados en la figura por treinta 
minutos a 37ºC. Acto seguído, parte del virus fue neutralizado con HEPES 25mM a pH 7.4 y la 
otra parte se mantuvo al mismo pH. Los virus así tratados fueron adsorbidos por una hora a 37ºC 
sobre monocapas de células MA104 y después de retirar el inóculo la infección se dejó proceder 
durante 15 horas, tiempo al que las células se fijaron e inmunotiñeron. Los datos se grafican 
como porcentaje de infectividad considerando como l 00% la infectividad de cada virus a pH 7. 4 
(indicado con una línea sólida). 

c. Papel de las catepsinas 

Continuando con la caracterización del papel del pH ácido en la entrada 

de rotavirus, decidimos evaluar el papel de las catepsinas. Existen varios 

reportes donde se ha encontrado que la dependencia del pH en algunos virus se 
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debe más bien al requerimiento de 1ID corte proteolitico por enzimas presentes en 

los endosomas cuya actividad depende de pH [31, 52, 53]. Para determinar si la 

dependencia de Wa y de UK por el pH se debe más bien al requerimiento de un 

corte por catepsinas (enzimas proteolíticas endosomales), evaluamos el papel de 

estas proteasas en la entrada del virus, utilizando inhibidores específicos y 

caracterizando su efecto sobre la infectividad viral. Las proteasas evaluadas 

fueron las catepsinas By L que son residentes caracteristicos de los endosomas y 

cuya actividad depende de pH ácido. 

En la figura 8 se muestran los resultados obtenidos cuando se inhibieron 

las catepsinas B y la L. Estos ensayos fueron realizados de manera similar a los 

tratamientos con cloruro de amonio y bafilomicina. Los detalles del ensayo se 

indican en el pie de la figura 8. Cuando se inhibió a la catepsina L, la 

infectividad de todas las cepas de rotavirus disminuyó ligeramente. Se observó 

ooa disminución clara en la infectividad de reovirus, lo cual había sido reportado 

previamente [52] y nos indica la funcionalidad de este inhibidor. Sobre el efecto 

de la inhibición de la catepsina B, la infectividad de las cepas de rotavirus no se 

vio afectada. Sin embargo, el efecto que tuvo este inhibidor sobre la infectividad 

de reovirus no fue claro por lo que no es posible obtener conclusiones ya que es 

posible que este inhibidor no haya funcionado adecuadamente. 
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Figura 8. Efecto de la inhibición de las catepsinas By Len la infectividad de 
rotavirus. Las células fueron pre-incubadas por una hora con los inhibidores de las catepsinas 
B y L a las concentraciones indicadas. Posteriormente, se agregó el virus en presencia del 
respectivo inhibidor. Se muestra el porcentaje de infectividad con respecto a las células que no 
fueron tratadas con el inhibidor que se tomó como 100% de infectividad (indicado con una línea 
sólida) y la desviación estándar de 4 experimentos independientes. 

2. Papel de la endocitosis mediada por clatrina 

a. Tratamientos con sacarosa 

Dado que aparentemente los tratamientos con las drogas que afectan pH 

sugieren que la entrada de las cepas resistentes a neuraminidasa, Wa y UK, 

podría depender de pH, decidimos evaluar si este virus estaba entrando por una 

vía dependiente de clatrina. Como un primer acercamiento, realizamos 

tratamientos con diferentes concentraciones de sacarosa que inhibe la 
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endocitosis mediada por clatrina al promover la polimerización anormal de 

clatrina [ 54, 5 5]. 

En estos ensayos, las células fueron pre-tratadas con diferentes 

concentraciones de sacarosa por los tiempos indicados en el pie de figura y 

posteriormente, fueron infectadas con las diferentes cepas de rotavirus durante 1 

hora a 37ºC manteniendo la misma concentración de sacarosa durante este 

tiempo. El virus que quedó unido a la superficie celular y no entró durante el 

tiempo de adsorción, fue desprendido mediante un tratamiento con EGT A 3mM 

por 2 minutos. Las células infectadas se cuantificaron a las 15 horas post-

infección. Como control positivo se utilizó reovirus (en este caso, el virus que 

quedó unido a la superficie celular fue neutralizado con un anticuerpo específico 

contra reovirus). 
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Figura 9. Efecto del tratamiento con sacarosa sobre la infecüvidad de 
rotavirus. Las células fueron pre-incubadas por diez minutos con sacarosa a las 
concentraciones indicadas. Posteriormente, se agregó el virus manteniendo la concentración 
respectiva de sacarosa Las barras muestran la infectividad con respecto al control no tratado con 
sacarosa que se tomó como 100% de infectividad (indicado con una linea sólida). Se muestra la 
desviación estándar de al menos 4 experimentos independientes. 
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Como se puede apreciar en la figura 9, la infectividad de las cepas 

resistentes a neuraminidasa, Wa y UK, disminuyó de manera dependiente de la 

cantidad de sacarosa utilizada, mientras que la infectividad de las cepas sensibles 

a neuraminidasa, RRV y TFR, no se vio afectada en ninguna de las 

concentraciones de sacarosa que se probaron. 
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Figura 1 O. Unión de las cepas de Rotavirus en presencia de sacarosa. Las 
células fueron pre-incubadas por diez minutos con sacarosa fría a las concentraciones indicadas. 
Posteriormente, se agregó el virus en presencia del reactivo. Se dejó incubando por una hora u 
hora y media a 4ºC. Finalmente, las células fueron lavadas y lisadas con buffer de lisis para 
determinar la cantidad de virus unido a la célula me.diante un ensayo de ELISA. Las barras 
muestran la infectividad con respecto al control no tratado con sacarosa que se tomó como 100% 
de infectividad (indicado con una linea sólida). Se muestra la desviación estándar de al menos 2 
experimentos independientes. 

Los resultados obtenidos muestran que todas las cepas estudiadas, ya sea 

las cepas sensibles al tratamiento con sacarosa, Wa y UK (resistentes a 

neuraminidasa), o/y las cepas TFR y RRV (sensibles a neuraminidasa), que no 

se ven afectadas por el tratamiento con sacarosa, se unen a la superficie celular 

de manera muy similar en ausencia o presencia de sacarosa (figura 10). El 

aumento en la unión de la cepa RRV podtia ser explicado por la naturaleza de la 

progenie viral, la cual genera más partículas físicas que infecciosas [56]. Es muy 

probable que las partículas físicas sean las que se están uniendo más a la célula 
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en presencia de la sacarosa pero a pesar de esto, las partículas infecciosas de 

rotavirus sigan entrando a la célula cuando se mantiene el reactivo (ver figura 9). 

Estos resultados indican que el efecto obtenido en los ensayos de infectividad 

con sacarosa para las cepas resistentes a neuraminidasa, Wa y UK, se deben 

principalmente, a la inhibición de la endocitosis mediada por clatrina. Las cepas 

sensibles a neuraminidasa, RRV y TFR, no se vieron afectadas en ningún caso, 

lo que sugiere que entran a la célula por una vía independiente de la endocitosis 

mediada por clatrina. 

b. Dominantes negativas de eps15 y dinamina 

Dado que los tratamientos con sacarosa sugieren que las cepas Wa y UK, 

pudieran entrar por la vía de endocitosis mediada por clatrina decidimos evaluar 

el papel de esta ruta utilizando mutantes dominantes negativas que afectan esta 

ruta endocítica. Para esto, usamos dos construcciones, una que codifica una 

forma truncada, pero funcional de la proteína Eps15, la cual es necesaria 

específicamente para la endocitosis dependiente de clatrina y que utilizamos 

como control (Eps15 control), y otra que expresa una mutante de Epsl5 que 

carece de los dominios EH que son necesarios para la localización de Epsl5 a 

las cubiertas de clatrina (Epsl5 mutante). Esta dominante negativa inhibe la 

endocitosis dependiente de clatrina dado que evita el ensamble de clatrina [49]. 

Ambas construcciones están fusionadas a la proteína verde fluorescente (GFP) 

lo que permite su seguimiento. 

Por otro lado, también evaluamos el papel de la GTPasa dinamina que 

está involucrada en la liberación de la vesícula de la membrana plasmática. En 
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este caso, las células fueron transfectadas con un vector que expresa la proteína 

silvestre de dinamina (Dinamina wt), o con un vector que expresa una mutante 

de dinamina que no puede unir, ni hidrolizar GTP (Dinamina mutante). En este 

caso, estas construcciones de dinamina están fusionadas a un epitope de la 

hemaglutinina de influenza (HA) y su expresión fue detectada mediante un 

anticuerpo dirigido contra este péptido. 

Anteriormente, ya se había reportado que la entrada de la cepa de simio 

RRV no depende de Epsl5, pero sí de dinamina [12] por lo cual utilizamos esta 

cepa como control negativo. Como control positivo que mostrara que las 

proteínas se expresan y fueran funcionales, se utilizó reovirus cuya entrada 

depende tanto de Eps15, como de dinamina. 

En estos ensayos, se cuantificó el número de células que expresaban la 

proteína correspondiente y de éstas, el número que estaban infectadas con los 

diferentes virus. Los resultados obtenidos (incluido el número de células 

contadas) para cada proteína y para cada cepa están resumidos en la tabla 3. En 

los anexos 1 y 2 se muestran fotografias representativas de los experimentos 

realizados transfectando a las células con las dominantes negativas de epsl5 y 

dinamina e infectándolas con los diferentes virus. 
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Tabla 3. Efecto de las mutantes dominantes negativas de Eps15 y dinamina en la 
· -fectividad de las diferentes cepas d - · - · • - - -

Virus Eps15 control Eps15 mutante Dinamina wt Dinamina mutante 

Wa 93% 78% 86% 17% 

(458/493) (220/283) (294/343) (76/452) 

UK 91% 61% 81% 17% 

(409/451) (249/405) (115/142) (60/363) 

TFR 97% 86% 90% 24% 

(400/413) (282/329) (196/218) (76/311) 

RRV 96% 95% 94% 42% 

(400/416) (212/223) (178/189) (184/438) 

Reovirus 73% 41% 78% 25% 

(218/299) (90/217) (104/133) (146/575) 
Los resultados se expresan como porcentaje de las células que expresan la proteína y están infectadas con 
los diferentes virus. Debajo del porcentaje se anotan el número de células infectadas versus el número de 
células que expresan la proteína. Se muestran los resultados de al menos tres experimentos 
independientes. 

En la gráfica 11 se muestran los resultados obtenidos cuando las células 

fueron transfectadas con la proteína eps15 control (control) o con la mutante 

dominante negativa de eps15 (mutante). Para la cepa Wa, resistente a 

neuraminidasa, se encontró que las células que expresaban la mutante de eps15 

se infectaron ligeramente menos aunque esta disminución no es estadísticamente 

significativa. En el caso de la cepa UK, también resistente a neuraminidasa, se 

obtuvo una disminución en la infectividad estadísticamente significativa (61 %, 

indicado con un asterisco en la gráfica) cuando las células fueron transfectadas 

con la mutante. La infectividad de las cepas sensibles a neuraminidasa TFR y 

RRV (control negativo) no se afectó de manera significativa en las células que 

expresaban la mutante dominante negativa de eps15 (figura 11). Para el control 

positivo, reovirus, se obtuvo una disminución en la infectividad estadísticamente 

significativa (25%, indicado con un asterisco en la gráfica) en las células que 
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expresaban la mutante de eps15 (figura 11). Los resultados obtenidos con los 

controles van de acuerdo a lo que se sabe de sus respectivas vías de entrada con 

lo cual podemos decir que el sistema de transfección con la dominante negativa 

de epsl 5 es funcional. 

Los resultados anteriores sugieren que la entrada de la cepa TFR, 

sensible a neuraminidasa, al igual que la de RRV, no dependen de la endocitosis 

mediada por clatrina mientras que la de UK, resistente a neuraminidasa, parece 

depender de esta vía. En el caso de Wa los resultados obtenidos con la 

dominante negativa de epsl5 difieren de los resultados obtenidos con los 

tratamientos con sacarosa y sugieren que podría no depender de la vía de entrada 

mediada por clatrina. 

La participación de la proteína dinamina también fue evaluada en este 

trabajo. En la figura 11 se muestran los resultados obtenidos cuando las células 

fueron transfectadas tanto con la proteína silvestre de dinamina ( control) como 

con la mutante dominante negativa de din amina (mutante). Para todos los virus 

utilizados en este trabajo, la infectividad se vio disminuida cuando las células 

expresaban la mutante (figura 11). Estos resultados sugieren que todos los virus 

utilizados en este estudio tienen una clara dependencia por dinamina. Para todos 

los virus, la expresión de la proteína silvestre de dinamina no afectó su 

infectividad. 
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Figura 11. Efecto de la expresión de mutantes dominantes negativas de epsl5 
y dinamina sobre la infectividad de rotavirus. Las células MAl04 fueron transfectadas 
con los diferentes plasmidos (ver materiales y métodos) y después de 48 horas las células fueron infectadas 
con los diferentes virus por 8 horas. Después de este tiempo, las células fueron fijadas y procesadas para 
inmunofluorescencia. Se muestran gráficamente los resultados de la tabla 3. 

43 



VIII. DISCUSIÓN 

Existen diferentes rutas de endocitosis que pueden ser usadas por los 

virus para entrar a la célula. En este trabajo evaluamos el papel de diferentes 

componentes de la ruta de endocitosis en la entrada de cuatro cepas de rotavírus. 

Dado que estas cepas de rotavirus, provenientes de diferentes huéspedes 

animales, tienen diferentes requerimientos por los receptores celulares 

decidimos evaluar si esas diferencias marcaban distintas preferencias en la vía 

de endocitosis utilizada por estos virus. 

El primer componente evaluado en este trabajo fue el papel del pH. 

Seguimos varias estrategias, la primera fue el uso de inhibidores de la 

acidificación endosomal, el cloruro de amonio y la ba:filomicina. El tratamiento 

con cloruro de amonio afectó la infectividad de las cepas siálico independientes 

Wa y UK mientras que la infectividad de las cepas siálico dependientes, RRVy 

TFR no se vio afectada. Este resultado sugiere que la entrada de las cepas Wa y 

UK depende de la acidificación endosomal. Cuando las células fueron tratadas 

con la ba:filomicina, inhibidor de la A TPasa vacuo lar presente en los endosomas, 

la infectividad de las cepas Wa y UK disminuyó. Con esta droga la infectividad 

de las cepas TFR y RR V también se vio afectada. Dado que el mecanismo de 

inhibición de ambos reactivos es diferente y que la ATPasa vacuolar tiene 

múltiples funciones [57], la disminución en la infectividad de RRV y TFR 

observada con la bafilomicina podría explicarse de varias maneras. En primer 

lugar, la inhibición de la acidificación de los endosomas podría evitar el 

reclutamiento de proteínas involucradas en el tráfico vesicular a los endosomas, 
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esto podrla evitar que rotavirus llegase al sitio necesario en la célula para llevar a 

cabo una replicación exitosa. Existen varios reportes donde han observado que 

en células tratadas con bafilomicina el transporte de marcadores endocíticos es 

bloqueado [58, 59]; dicho efecto es menos eficiente para el cloruro de amonio 

[58]. La GTPasa Arfl es un ejemplo de una proteína que requiere el pH ácido de 

los endosomas para asociarse a estas estructuras celulares. Esta GTPasa 

pertenece a la familia de las proteínas Arf las cuales regulan, entre otras cosas, el 

tráfico vesicular [60]. Recientemente se demostró que Arfl es necesaria para la 

formación de vesículas intermediarias que transportan la carga de los endosomas 

tempranos a los endosomas tardíos, llamados ECVs (endosomal carrier vesicles) 

[61]. El reclutamiento de Arfl a los endosomas promueve la asociación de las 

proteínas (3-COP que son importantes para la formación de los ECVs [62]. La 

asociación de Arfl depende del pH ácido, dado que al neutralizar el pH en los 

endosomas, la asociación de Arfl se ve disminuida y en consecuencia el 

reclutamiento de las proteínas 13-COP lo que conlleva a la inhibición de la 

formación de los ECV s. Por otra parte, cada vez hay más evidencia que sugiere 

que la ATPasa vacuolar, blanco de la bafilomicina, es importante en el tráfico 

intracelular. Existen reportes donde se ha encontrado que algunas subunidades 

de la A TPasa interactúan con proteínas involucradas en el tráfico intracelular 

[63]. Recientemente se describió que la subunidad reguladora de la ATPasa 

vacuolar interactúa con una proteína viral de HIV facilitando la internalización 

de receptores celulares (64]. Al parecer la ATPasa vacuolar podría tener otros 

papeles igualmente importantes además del transporte de protones también 

relacionados con la endocitosis. 
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Otra estrategia usada para estudiar la importancia del pH sobre la entrada 

del virus fue la pre-incubación de las partículas virales a pH ácido (intervalo 5-

7). El requerimiento de los virus por el pH ácido se asocia con cambios 

conformacionales en la partícula que promueven la exposición de péptidos de 

fusión que facilitan su liberación al citosol. Existen ejemplos en los que virus 

que son expuestos a pH ácido antes de entrar a la célula son inactivados dado 

que se realizó el cambio conformacional en un compartimiento no apropiado 

[30]. Para rotavirus, la pre-incubación en pH ácido no afectó la infectividad del 

virus. 

Continuando con la evaluación del papel del pH en la entrada de 

rotavirus, probamos el papel de dos proteasas endosomales, las catepsinas B y L. 

Las catepsinas son enzimas que para estar activas requieren el pH ácido de los 

endosomas. Existen varios reportes de virus cuya dependencia de pH esta dada 

no por el pH per se, sino por la participación de estas proteasas (cuya actividad 

depende de pH) [31, 52, 53]. Dada la aparente dependencia de pH de las cepas 

Wa y UK, resistentes a neuraminidasa, decidimos evaluar el papel de las 

proteasas endosomales mediante el uso de inhibidores específicos de estas 

proteasas. Cuando usamos el inhibidor para la catepsina L, obtuvimos una 

disminución clara en la infectividad de reovirus lo cual ya se había reportado y 

lo que nos habla de la efectividad de este inhibidor [52]. Sin embargo, la 

infectividad de las cepas de rotavirus no se afectó significativamente con este 

inhibidor. Estos resultados sugieren que la catepsina L no tiene un papel 

fundamental en la entrada de las cepas dependientes de pH, Wa y UK, de 

rotavirus. Sobre el efecto de la inhibición de la catepsina B, la infectividad de las 
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cepas de rotavirus no se vio afectada, sin embargo, el efecto que tuvo este 

inhibidor sobre la infectividad de reovirus, ya reportado previamente pero en 

otra linea celular [52], no fue claro. A pesar de que los inhibidores de las 

catepsinas B y L no tuvieron un efecto obvio en la infección de rotavirus, cabe la 

posibilidad de que otras proteasas endosomales u otros componentes 

endosomales que sean dependientes de pH sean necesarios para promover la 

liberación de rotavirus. El papel de otras catepsinas como la catepsina D pudiera 

ser analizado en un futuro. 

Dada la dependencia de pH de las cepas siálico independientes Wa y UK, 

decidimos evaluar si el mecanismo de entrada utiliz.ado era la endocitosis 

mediada por clatrina ya que la mayoría de las moléculas internalizadas por esta 

vía entran a la ruta endocítica. Para esto, realizamos como primer acercamiento 

tratamientos con sacarosa la cual inhibe la endocitosis mediada por clatrina al 

promover la polimerización de clatrina de manera inadecuada [54, 55]. Los 

resultados obtenidos sugieren que las cepas Wa y UK, resistentes a 

neuraminidasa, pudieran entrar a las células por endocitosis mediada por 

clatrina. Ensayos de unión en sacarosa mostraron que la disminución en la 

infectividad de estas cepas se debe a una inhibición en la entrada y no en la 

unión de estas cepas a la célula. Por otro lado, la entrada de las cepas TFR y 

RR V, sensibles a neuraminidasa, no se vieron afectadas ni por el tratamiento con 

sacarosa ni en los ensayos de unión lo cual sugiere que estas cepas pudieran 

entrar a las células por una vía diferente. 
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Para evaluar de manera más específica el papel de la endocitosis mediada 

por clatrina, utilizamos una mutante dominante negativa de la proteína eps15 

que bloquea el ensamble de la malla de clatrina que cubre la vesícula [49]. 

Además, utilizamos una mutante dominante negativa de dinamina la cual no 

puede unir ni hidrolizar GTP evitando la liberación de la vesícula endocítica 

[65]. Con respecto al papel de dinamina, se obtuvo una clara inhibición en la 

infectividad de todas las cepas utilizadas en este estudio cuando las células 

expresaban la mutante. Este resultado sugiere que las cepas de rotavirus 

utilizadas en este trabajo pudieran entrar a la célula por endocitosis dependiente 

de dinamina. Con respecto a la mutante de epsl5, obtuvimos los siguientes 

resultados: la infectividad de las cepas sensibles a neuraminidasa, TFR y RRV, 

no se vio afectada por la expresión de esta mutante lo cual va de acuerdo con los 

resultados obtenidos con los tratamientos con sacarosa y los resultados previos 

de nuestro grupo (Sánchez C et al, resultados sin publicar). En coajunto, estos 

resultados sugieren que la entrada de estas cepas sensibles a neuraminidasa es 

independiente de la endocitosis mediada por clatrina Para las cepas resistentes a 

neuraminidasa, UK y Wa, obtuvimos resultados discrepantes con las distintas 

estrategias utilizadas. En el caso de la cepa UK, ésta mostró una ligera 

inhibición (pero estadísticamente significativa) en su infectividad cuando las 

células expresaban la mutante de epsl5. Este resultado va de acuerdo a lo 

obtenido para esta cepa con los tratamientos con sacarosa y sugiere que 

efectivamente la cepa UK podría depender de la endocitosis mediada por 

clatrina para su entrada. Sin embargo, la cepa Wa, también resistente a 

neuraminidasa, mostró una ligera disminución en la infectividad que no fue 

significativa lo que difiere de los tratamientos con sacarosa. La diferencia 
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obtenida usando ambas estrategias podría deberse a que la proteína epsl5 no sea 

la mejor opción para evaluar el papel de la endocitosis mediada por clatrina. 

Recientemente, se ha reportado que existen diferentes poblaciones de vesículas 

de clatrina las cuales parecen requerir de diferentes proteínas para su formación 

[19, 66]. El silenciamiento de la cadena pesada de clatrina mediante siRNAs 

sería una estrategia que nos permitirla confirmar de manera clara y especifica la 

aparente dependencia de esta vía endocítica por las cepas resistentes a 

neuraminidasa, Wa y UK. Cabe mencionar que esta estrategia ya ha sido 

utilizada en otros estudios para inhibir esta ruta [19, 34, 66, 67]. 

En base a los resultados anteriores podemos clasificar a las cepas 

resistentes a neuraminidasa, Wa y UK, como dependientes de pH y 

aparentemente, dependientes de la endocitosis mediada por clatrina mientras que 

la entrada de las cepas sensibles a neuraminidasa, TFR y RRV, parece ser 

independiente de pH y de la endocitosis mediada por clatrina. La entrada de las 

cuatro cepas depende de dinamina, una enzima involucrada en la liberación de la 

vesícula endocítica proveniente de diferentes vías de endocitosis (tabla 4). 

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que el requerimiento 

por el ácido siálico parece marcar una diferencia en la vía de entrada en las 

cepas de rotavirus. Aún no hemos identificado la identidad bioquímica del 

receptor sialidado pero al parecer la interacción de las cepas de rotavirus 

sensibles a neuraminidasa (RRV y TFR) con este receptor y/o el conjunto de 

interacciones con los otros receptores celulares podría desembocar en una serie 

de señales que favorecen su internalización por una vía independiente de la 
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endocitosis mediada por clatrina que aún no ha sido precisamente identificada 

pero que es dependiente de dinamina. En el caso de las cepas resistentes a 

neuraminidasa (Wa y UK) el orden y/o el conjunto de interacciones con los 

receptores celulares podrían favorecer su intemalización por la vía de 

endocitosis mediada por clatrina. Sería interesante evaluar la vía de entrada de la 

cepa de rotavirus nar3, una variante de RRV aislada en el laboratorio [56] que es 

resistente a neuraminidasa. Esta cepa utiliza, a diferencia de RRV, a la integrina 

a.2131 como un receptor de unión inicial [68]. Podria ser que la diferencia en el 

orden secuencial de las interacciones establezca una diferencia en la vía de 

entrada. Estas posibilidades están aún por estudiarse. 
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IX. RESUMEN 

Tabla 4. Resumen del efecto de las drogas y dominantes negativas usadas en 

este trabajo 

Resistentes Sensibles 
a neuraminidasa a neuraminidasa 

Tratamiento Integrina Integrina Integrina lntegrina 

en 
c,:S 
00 e 
Cl 

en 
CI) 

!5 
'O ·-.o 
~ -

en 
cu en ..., as 
íá .::: 
e:: t;:! 
·- 00 8 CI) 

oZ 

dependiente independiente dependiente 
Wa UK 

NRiCl ++ ++ 

Bafilomicina ++ + 

Sacarosa ++ ++ 

CatepsinaB - -

CatepsinaL - -

Epsl5mut - + 

DynK44A ++ ++ 

- No se afecta la infectividad 
+ Disminución en la infectividad igual o menor al 50% 
++ Disminución en la infectividad mayor al 50% 

RRV 

-

+ 

-

-

--

-

++ 

independiente 
TFR 

-

+ 

-

-

-

-

++ 

Reo virus 

++ 

++ 

++ 

-

++ 

++ 

++ 
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X. CONCLUSIONES 

• El uso del ácido siálico como receptor parece marcar una diferencia en la vía de 

entrada de las cepas de rotavirus a la célula huésped 

• Las cepas que dependen de ácido siálico (sensibles a neuranrinidasa), RRV y 

TFR, no dependen de clatrina pero sí de dinamina para su entrada a la célula 

• Aparentemente, la entrada de RRV y TFR no depende de pH. 

• Posiblemente, las cepas que no necesitan ácido siálico (resistentes a 

neuraminidasa), Wa y UK, entran a la célula hospedera vía la endocitosis 

mediada por clatrina 

• La entrada de las cepas Wa y UK a la célula huésped es dependiente de pH lo 

cual va de acuerdo con su internalización vía endocitosis mediada por clatrina, 

sin embargo se requiere confirmar estos datos 
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XI.ANEXOS 

Anexo 1. Efecto de la expresión de la mutante de eps 15 en la 
infectividad de rotavirus 

Wa 

UK 
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GFP Reovirus 

Anexo l. Efecto de la expresión de la mutante de epslS en la infectividad de rotavirus. 
Las células MA104 fueron transfectadas con los plasmidos de la proteína control (epsl5 control) o de la mutante 
dominante negativa (epsl5 mutante) y después de 48 horas las células fueron infectadas con a) Wa, b) UK, c) TFR, d) 
RRV o e) Reovirus por 8 horas. Después de este tiempo, las células fueron fijadas y procesadas para 
inmunofluorescencia. La expresión de ambas proteínas de epsl5 fue detectada por la expresión de GFP. La infección 
por Wa, RRV, TFR y UK fue monitoreada usando un anticuerpo de conejo anti-NSP2 (proteína no estructural de 
rotavirus) y para la infección con Reovirus fue detectada usando un anticuerpo de conejo anti-Reovirus, seguidos de la 
incubación con un anticuerpo anti-conejo Alexa 568. 
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Anexo 2. Efecto de la expresión de la mutante de dinamina en la 
infectividad de rotavirus 

a-HA Wa 

a-HA UK Sobrelape 

Continuación .. . 
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e) a-HA Reovirus Sobrelape 

Anexo 2. Efecto de la expresión de la mutante de dinamina en la infectividad 
de rotavirus. Las células MA104 fueron transfectadas con los plasmidos de dinamina 
silvestre (Dinamina wt) o de la mutante dominante negativa (Dinamina mutante) y después de 48 
horas las células fueron infectadas con a) Wa, b) UK, c) TFR, d) RRV o e) Reovirus por 8 horas. 
Después de este tiempo, las células fueron fijadas y procesadas para inmunofluorescencia La 
expresión de ambas proteínas de dinamina fue detectada con un anticuerpo monoclonal anti-HA 
seguido de la incubación con un anticuerpo anti-ratón Alexa 488. Las infecciones con Wa, 
RRV, TFR, UK y Reovirus fueron detectadas como se indica en el pie del anexo l. 
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