UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

INSTITUTO DE BIOTECNOLOGIA

CARACTERIZACION DE LA VIA DE ENTRADA

DE LOS ROTAVIRUS

LB E S 1 S

QUE PARA OBTENER EL GRADO ACADEMICO DE

DOCTOR EN CIENCIAS

P R E S E N T A

MICHELLE GUTIERREZ MAYRET

DIRECTOR DE TESIS

DRA. SUSANA LOPEZ CHARRETON

CUERNAVACA, MORELOS FEBRERO, 2011



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Esta tesis fue realizada en el Departamento de Genética del Desarrollo y Fisiologia Molecular,
en el laboratorio de la Dra. Susana Lépez y del Dr. Carlos Arias, del Instituto de Biotecnologia de la
UNAM bajo la direccién de la Dra. Susana Lopez Charretdn.

Comité tutoral:
Dr. Gustavo Pedraza Alva
Dr. Ramon Gonzalez Garcia Conde

Dra. Susana Lépez Charretén

Jurado de examen:

Dra. Susana Lépez Charretén
Dra. Rosa Maria del Angel

Dra. Leonor Pérez Martinez

Dr. Federico Sanchez Rodriguez

Dr. Luis Cardenas Torres

Durante la realizacién de este trabajo se contd con una beca otorgada por CONACYT.




AGRADECIMIENTOS

A mis padres por todo su apoyo y carifio incondicional

A toda mi familia, en especial a mis queridas y ocurrentes sobrinas, a mi suegra por ser tan
comprensiva y brindarnos tanto carifio y apoyo

A Juan por todo su amor, apoyo, compaferismo y por darme el mejor regalo: nuestro bebé =)
A Susana por todo lo que me ha ensefiado
A Carlos por sus criticas y consejos que enriquecieron este trabajo

A todos los miembros del laboratorio Arias-Lépez por hacer agradable cada dia. En especial a Don
Pedrito y a Pavel que tanto me apoyaron en este camino.

A mis amigos del lunch y las comidas: Rafa, Vic y Marco Antonio. Gracias por las buenas charlas y por
estar ahi cuando los he necesitado.

A mi comité tutoral, Dr. Ramdén Gonzdlez y al Dr. Gustavo Pedraza, por sus valiosas aportaciones
durante el desarrollo de este trabajo.

A los miembros del jurado por sus comentarios y criticas al trabajo

A los encargados de docencia, Gloria y Tono por toda su ayuda prestada durante mi estancia en el
Instituto

Gracias a todos




Tabla de contenido

I = 11U 10 o 1= o (PP PP POPPPPPPTPN 6
PO Y o1 1 = ot AP T OO UPPRRTSPPPRN 7
Il [a1d o Yo [U Lo/l oo RO RUPPRRPSRTP 8
B Yo Yo 3o LI =Y o Vo Fo ol o 1Y 3R UUUSPRN 9
Yool de I Y gaT=To [ To - W ToT g F=1d o 1 - IR 12
Endocitosis Mediada POr CAVEOIAS .......cooccuiiiiiiiee et e e e e et e e st e e e st e e e e e naae e e e ntreee e nraaeen 13
M aCTOPINOCITOSIS 1o iieiiiiieiei e 14
Endocitosis independiente de clatrina y de caveoling .........coocciiiiieciiii e 15
L LTl T = Lol =] (U1 Y USSR 17
Endocitosis como via de €Ntrada 08 VIFUS ......c.eiiiieiiiiiiiiee et ets et eee e ste e st e e saee s sbe e e saaeesateesbeeesnseeeneeas 22
Los virus pueden entrar a la célula utilizando diferentes rutas ........cccceeecveeeecciiei e 27
Entrada de rotavirus @ 18 CEIUIA ...oouuii ittt ebee e st e e eta e e snteesnneeesnreeenaeas 28
V. (0] oY1 A\ Lo T = L] a1=1 = | USSP PR 36
V. ODjJELIVOS PArTICUIAIES. ... eiiie ettt e et e et e e e et e e e eetb e e e e e ateeesessbeeesessaeeeensseeeseasseeeeennseneeennsens 36
VI. Y YT [ RV £ 1 T<] Yo Lo 1RSSR 37
VILI. 2T U] Lo [o LSRR 48
A.  Comparacion de la via de entrada de Varias CePAS .....ccccuuieeieciiieeeeitieeeeectiee e eectte e e e ette e e e etreeeeeataeeesenraeaeeans 48
La infectividad de las cuatro cepas depende de la presencia de colesterol ..........ccoeeeeeiieieeciiiee e, 49
Las cuatro cepas de rotavirus analizadas interactlian con hSC70..........coccuviieiiiiiie e e 51
La acidificacidn de los endosomas es necesaria para la infectividad de algunas cepas de rotavirus................ 52

La inhibicidn de la macropinocitosis o de la endocitosis mediada por caveolas no disminuyen la infectividad
08 FOTAVITUS. . eiieieeiiee ettt ettt ettt e e stt e e s bt e e bt eesateesabeeesabeesabeeeasbeesabaeesabeesabeesabaeesabaesnsbeenabeesnsaeesabeeenses 54

Tratamientos que alteran la endocitosis mediada por clatrina afectan la infectividad de algunas cepas de
(0] = 1V U TSP PPN PPPPPPPPTPOt 57




Papel de dinamina en [a entrada de rotaVirUs ........ccuveiieciiieieiiiee e ertre e e estre e e e raae e e ssasrae e s nsaaeees 60

Dinamina y clatrina son importantes durante la entrada de rotavirus........cccoceevieeeiieenie e 61
El papel del colesterol, pH y la endocitosis mediada por clatrina es en la entrada de rotavirus.........ccc......... 63
B. Papel del citoesqueleto en la entrada de rotavirus .......cccoceeeeiiieiiieniieeniee e e 65
C. Caracterizacion del trafico intracelular de las cepas de rotavirus........cccceeveeeeeeeciieecccciee e 67

D. Las proteinas que participan en trafico intravesicular, evaluadas en este trabajo, afectan la entrada de

FOtAVIFUS Y NO UN EVENTO POSTEIION ... uiiiiiiieieiiiititee e e e ettt e e e e e sttt et e e e s e s abereeeeeessesasnrtbaeeeesssssausssneaeeesssannnns 74
RV | B 1 T-Yo{ U] T Y o P PRSP 77
IX. (00T Vol (U1 oY L= PSPPI 83
) R =1 ] o 1ol €1V F- O PP PPPPP PP 84
XI. oY =T =Y o To T TP 85
XIl. AANIBXOS et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aeaaaeaeaeaaaaaeaeaeaaeaens 95
Anexo 1. Articulo: Revision de endocitosis como entrada de Virus .......cccceeeeciieeiiiiieeesciiee e eieee e esieee e 95
Anexo 2. Articulo: Revision de entrada de rotaVvirUs..........ccocciiiieiiiiiei e e e ssaree e s ssareee e 95
Anexo 3. Articulo: Caracterizacidn de la entrada de [as cUatro CEPAS ...cuvviviciieiiiciiee e 95




l. Resumen

La endocitosis es el proceso mediante el cual ingresan a la célula solutos, moléculas y virus.
Existen varios mecanismos de endocitosis y en este trabajo exploramos el papel de las vias mas
conocidas en la entrada de rotavirus. A través de utilizar drogas, evaluar el fenotipo de mutantes
dominantes negativas y el silenciamiento de proteinas mediante RNA de interferencia, encontramos
gue la entrada de algunas cepas de rotavirus esta mediada por clatrina y requiere del pH acido de Ia
via endosomal. En el caso de la cepa de simio RRV su entrada parece ser independiente de clatrina y
del pH 4cido. Explorando el trafico intracelular de las distintas cepas, mostramos que a pesar de que
usan diferentes rutas para entrar, las cepas comparten varias proteinas durante el tréfico intracelular,
lo que sugiere que convergen en algun compartimento celular. Nuestros resultados indican que las
cepas transitan por la via endosomal, llegando a los endosomas tempranos y pasando hasta los
endosomas tardios (y quizas los lisosomas). Ademas, mostramos que la entrada de todas las cepas
utilizadas en este trabajo depende del colesterol y requiere de la interaccién con la proteina de

choque térmico hsc70, uno de los receptores caracterizados para rotavirus.




Il. Abstract

Endocytosis is the process by which solutes, molecules, and viruses enter the cell. There are
several mechanisms of endocytosis and in this work we evaluate the role of the most characterized
pathways for rotavirus cell entry. By using different strategies such as drugs, dominant negative
mutants and protein silencing by RNA interference, we showed that the entry of some rotavirus
strains is mediated by clathrin and requires the acidification of the endosomal pathway. In the case of
the simian strain RRV, its entry appears to be clathrin and pH independent. When exploring the
intracellular trafficking of different rotavirus strains, we found that despite using different routes of
entry, distinct rotavirus strains share several cellular proteins that participate in the intracellular
traffic suggesting that they might finally converge in the same cellular compartment. Our results
indicate that rotavirus particles transit through the endosomal pathway, moving from early
endosomes to late endosomes and perhaps also into lysosomes. Furthermore, we showed that the
entry of all strains used in this work depend on cholesterol and require the interaction with heat

shock protein Hsc70, a known receptor for rotavirus.




lll. Introduccion

La endocitosis es el proceso mediante el cual ingresan a la célula solutos, moléculas vy
particulas de distintos tipos, a las que generalmente se les denomina cargo. Este proceso celular
consiste en la invaginacion de la membrana plasmatica, formando una vesicula cuyo contenido es
transportado del exterior al interior de la célula. La endocitosis tiene un papel fundamental en
diferentes procesos celulares como son la respuesta inmune, la comunicacion intercelular, la
transduccion de sefiales y la homeostasis, tanto celular como del organismo completo [1].

Este proceso celular esta constituido por una red de varios organelos los cuales difieren en su
composicidn proteica y propiedades bioquimicas (Figura 1). Existen diferentes rutas de endocitosis
gue son usadas por la célula para llevar a cabo distintas funciones (Figura 1) [2, 3]. Sin embargo,
dados los avances metodoldgicos recientes, asi como la complejidad de este proceso, se siguen
encontrando nuevas rutas cuya caracterizacion es aun incompleta. Actualmente, hay varios criterios
para clasificar los diferentes tipos de endocitosis, estos son: el tipo de molécula que se internaliza
(toxina, virus, receptor), el componente que cubre la vesicula (clatrina, caveolina, flotilina, etc.), la
participacién de GTPasas en el proceso, el mecanismo de escisidon de la vesicula de la membranay la
participacién del citoesqueleto de actina, entre otros [2].

La endocitosis comienza con la formacién de vesiculas endociticas las cuales se liberan de la
membrana plasmatica. Este proceso involucra varias etapas; la captura del cargo, la induccién de la
curvatura de membrana, la dilatacién de la curvatura y finalmente, la liberacién de la vesicula la cual

es dirigida a los organelos endosomales. De ahi, el cargo puede ser distribuido a otros organelos. Las




vesiculas endociticas son dirigidas a los endosomas que son responsables de la distribucidn, reciclaje,
degradacién o almacenamiento del cargo. Los organelos endosomales son los endosomas tempranos,
los endosomas tardios, los lisosomas y los endosomas de reciclaje [4].

Los endosomas tempranos se encuentran distribuidos en el citosol, mientras que los
endosomas tardios, los lisosomas y los endosomas de reciclaje se localizan principalmente alrededor
del nucleo. Asi que el cargo internalizado puede llegar a diferentes lugares en la célula. La presencia
de las GTPasas de la familia Rab contribuye a la diferenciacién entre los distintos tipos de endosomas
(ver mas adelante). Estas GTPasas son importantes en la regulacion del trafico intracelular porque

median la fusion entre las vesiculas y los endosomas y/o a otros organelos [5].

Tipos de endocitosis

La endocitosis puede ser clasificada en fagocitosis o pinocitosis de acuerdo al tamafio del cargo
gue es internalizado (Figura 1). El mecanismo de fagocitosis estd restringido a células especializadas
como son los macréfagos y las amibas. Esta via es empleada principalmente para internalizar
particulas grandes como bacterias o desechos celulares [6]. Sin embargo, particulas pequenas como
los virus también pueden hacer uso de esta via para ingresar a la célula (ver mds adelante). En la
fagocitosis, los rearreglos en el citoesqueleto de actina son inducidos para proyectar una extensién
grande de membrana plasmatica que rodea la particula a ser internalizada para finalmente, a través
de la accion de dinamina (una GTPasa que se describira posteriormente), generar un organelo de
varias micras de didmetro llamado fagosoma [7]. Existen varias proteinas involucradas en este

proceso como son las GTPasas que regulan la dindamica del citoesqueleto de actina (RhoA, Cdc42 y
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Racl), asi como las proteinas activadoras del complejo Arp2/3, encargado de promover la nucleacion
y el ensamble de filamentos de actina [8], como WASP y WAVE [6].

En la pinocitosis hay ingestién de soluto y agua y también este proceso es responsable de la
entrada de macromoléculas y patégenos a la célula. La pinocitosis puede ocurrir por varios
mecanismos (Figura 1) [2, 9]. Algunos de estos procesos, al igual que en la fagocitosis, dependen de la
accion de dinamina para escindir la vesicula endocitica de la membrana plasmatica [10-13] (Figura 1).

Dinamina es una proteina multifuncional que tiene varios dominios ademas del de GTPasa
[10]. Esta enzima presenta un dominio de unién a fosfoinositidos (con el cual se recluta a la
membrana), un dominio efector de la GTPasa, y un domino PRD con el que interactuia con proteinas
gue poseen el dominio SH3 [14]. Entre las caracteristicas de dinamina esta su capacidad de auto-
ensamblarse tanto in vitro como in vivo formando estructuras tipo collar de perlas que se acumulan
en los cuellos de las vesiculas recién generadas [15]. Se ha propuesto que dinamina actia como una
mecano-enzima que mediante la hidrélisis de GTP, genera la fuerza necesaria para estrangular el
cuello y escindir las vesiculas endociticas de la membrana [16].

A continuacion se da una breve descripcidn de las rutas endociticas mas conocidas hasta el
momento y que han sido clasificadas de acuerdo a las proteinas que recubren a las vesiculas

endociticas.
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Figura 1. Esquema general de las diferentes rutas de endocitosis. Se muestran las distintas vias de endocitosis
y la maquinaria molecular asociada a cada ruta. Tomada de Schelhaas M [17].
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Endocitosis mediada por clatrina

La 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 vesicula de manera que pueda ser internalizada. Uno de estos componentes y por el
cual esta via recibe su nombre, es la clatrina. La clatrina es un complejo proteico formado por tres
cadenas ligeras y tres cadenas pesadas que constituyen una unidad llamada “el triesqueleto”
(triskelion) de clatrina [18]. Este complejo es reclutado a la membrana plasmatica por proteinas
adaptadoras. Una de estas proteinas adaptadoras es el complejo AP-2, formado por cuatro
subunidades (a, B2, u2 y 02). El complejo AP-2 interactla con clatrina, a través de la subunidad B2, y
estimula su polimerizacidon generando una malla de clatrina que cubre la vesicula (Figura 2). Durante
el ensamble progresivo de clatrina en la membrana, ésta va adquiriendo curvatura hasta que se forma
la vesicula endocitica. La fision de la vesicula cubierta con clatrina es controlada por la GTPasa
dinamina (Figura 2). En general, las moléculas -incluidos los virus- que entran a la célula por
endocitosis mediada por clatrina son expuestas al ambiente acido de los endosomas.

Es interesante mencionar que hay evidencia que sugiere la existencia de diferentes
poblaciones de vesiculas cubiertas con clatrina [19, 20]. La formacién de vesiculas de clatrina aun en
ausencia de la subunidad p2 del complejo AP-2 indica que hay otras proteinas adaptadoras
encargadas de reclutar clatrina a la membrana celular [19]. En particular, ya se ha demostrado que la
internalizacion de marcadores de la endocitosis mediada por clatrina, como son el factor de
crecimiento epidérmico vy el receptor de la lipoproteina de baja densidad, no se afectan cuando se

inhibe la expresion de la subunidad p2 del complejo AP-2 mientras que si se afecta cuando se inhibe
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la expresion de clatrina [19]. En contraste, la endocitosis de transferrina, otro marcador de esta via,
fue muy afectada cuando se inhibié la expresion de ambas proteinas [19]. Estos resultados sugieren
gue existen adaptadores alternativos y que el complejo AP-2 no es esencial para el reclutamiento de
clatrina a la membrana. Existen diferentes maneras de inhibir esta via de endocitosis. Desde
tratamientos como choque hipertdnico con sacarosa o el uso de clorpromazina, hasta siRNAs o
mutantes dominantes negativas que afectan la funcionalidad de los componentes estructurales de la

via (Tabla 1).

Figura 2. Pasos involucrados en el ensamble de la cubierta con clatrina. Se muestran los pasos secuenciales
involucrados en la formacidn de las vesiculas cubiertas con clatrina y algunos de los componentes claves que
participan en cada etapa. Tomada de Traub LM [21].

Endocitosis mediada por caveolas

La segunda via mejor caracterizada es la mediada por las caveolas (Figura 1). En esta ruta, las
caveolinas son el principal componente estructural de las vesiculas. A diferencia de clatrina que

requiere proteinas accesorias para ser reclutada a la membrana, las caveolinas son proteinas
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integrales de membrana que estan asociadas a microdominios en la membrana plasmatica ricos en
colesterol y esfingolipidos, también llamados balsas lipidicas [22]. La formacidn de la caveola depende
de la expresion de caveolina-1, en células no musculares y de caveolina-3, en células de musculo [22].
Estas proteinas forman oligdmeros que recubren a las vesiculas las cuales son liberadas de la
membrana plasmatica, a través de la acciéon de dinamina y son transportadas a estructuras llamadas
caveosomas los cuales estdn presentes en el interior de la célula [23]. La ausencia de marcadores para
endosomas tempranos, tardios y de reciclaje, indica que los caveosomas representan un nuevo tipo
de organelos. A diferencia de los endosomas, el lumen de estos organelos tiene pH neutro. El
tratamiento de las células con genisteina, un inhibidor de cinasas de tirosina extraido de la soya,
bloquea la invaginacidn de las caveolas [24]. Se sabe que la cinasa Src fosforila a la caveolina-1 en la
tirosina 14 y esto incrementa la dindmica de las caveolas. En la Tabla 1 se muestran otras maneras

gue se han utilizado para inhibir esta via.

Macropinocitosis

A diferencia de las otras vias de endocitosis, la macropinocitosis involucra la remodelacién de
grandes extensiones de la membrana plasmatica a través de cambios en el citoesqueleto de actina lo
gue culmina con la internalizacién de fluido en grandes vacuolas llamadas macropinosomas (Figura 1)
[25, 26]. Este es un proceso transitorio, comunmente inducido por factores de crecimiento que
activan receptores de tirosin-cinasas, promoviendo cascadas de sefalizacidon que inducen cambios en
el citoesqueleto de actina y en la membrana plasmatica. Esta via comparte varias caracteristicas con

la fagocitosis, ambas rutas requieren de la remodelacién del citoesqueleto de actina para proyectar
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grandes extensiones de membrana y ademas, ambos procesos culminan con la formacién de grandes
vacuolas u organelos [25]. Sin embargo, la macropinocitosis la puede llevar a cabo cualquier tipo
celular y el volumen de fluido que se internaliza es mayor que en la fagocitosis. Algunos de los
tratamientos que han sido empleados para bloquear esta via se indican en la Tabla 1.

Entre las proteinas involucradas en el proceso de regulacién de la macropinocitosis se
encuentran las GTPasas Rac y Cdc42 las cuales activan a la cinasa PAK1 encargada de regular la
dindmica del citoesqueleto de actina [27]. Ademds, PAK1, una cinasa que fosforila serinas y treoninas,
activa a la proteina CtBP1 que es necesaria para que se cierre el macropinosoma [28]. La inhibicidn de
los intercambiadores Na'/H" por amilorida o derivados de ésta, bloquean esta via [29]. Ademas, los
agentes que alteran la polimerizacidn del citoesqueleto de actina y mutantes dominantes negativas
de Rac, Cdc42 o PAK1, también afectan este mecanismo de endocitosis [29, 30].

Es importante mencionar que estas proteinas tienen otras funciones en la célula y es necesario
combinar estrategias experimentales para asegurar que el cargo en particular que se estd estudiando

utiliza esta via de entrada (Tabla 1).

Endocitosis independiente de clatrina y de caveolina

Algunas vias de endocitosis que han sido parcialmente caracterizadas recientemente son
independientes tanto de clatrina, como de caveolina y sin embargo, pueden o no depender de
dinamina [2]. Por ejemplo, la internalizacién del receptor de la interleucina 2 (IL-2) se caracteriza por
su independencia a clatrina y caveolina, su dependencia a dinamina y a colesterol (Figura 1). Ademas,

el uso de mutantes dominantes negativas de la GTPasa RhoA, encargada de la remodelacion del
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citoesqueleto de actina, demostro que esta via esta regulada por esta enzima [31]. La endocitosis del
receptor de citocinas yc, que requiere de la polimerizacion de actina, también se lleva a cabo por esta
via [32].

Dentro de los cargos que entran por una via independiente tanto de clatrina como de
caveolina y dinamina, se encuentran las proteinas ancladas a glicosil-inositol-fosfato (GPI). En
general, las proteinas ancladas a GPI entran a la célula por esta via y son dirigidas a compartimentos
endosomales tempranos enriquecidos en proteinas ancladas a GPI, GEECs (por sus siglas en inglés de
GPI-AP enriched early endosomal compartments) [33]. Los GEECs son compartimentos endosomales
distintos, que no colocalizan con caveolina (Figura 1). La inhibicién de la endocitosis mediada por
clatrina y el uso de mutantes de dinamina, no inhiben la internalizacién de estas proteinas. La
expresion de una dominante negativa de la GTPasa Cdc42 si inhibe esta via [33].

Por otro lado, otra GTPasa, Arf6 (Figura 1), ha sido implicada en la regulacién de Ia
internalizacién de diversas moléculas celulares como son el complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC por sus siglas en inglés) clase |, la integrina B1 y la proteina prion [34-36]. Ademds de esta
GTPasa, otros componentes como son las balsas lipidicas y dinamina también han sido involucrados
en el ingreso de estas moléculas a la célula [35].

Recientemente, Glebov et al, encontraron que flotilina-1, una proteina marcadora de balsas
lipidicas, participa en una nueva via de endocitosis (Figura 1) [37]. Esta novedosa ruta fue descrita al
caracterizar la internalizacién de proteinas asociadas a glicosilfosfatidilinositol (especificamente,
CD59-GPIl). Estos investigadores encontraron que estas proteinas entran a la célula a través de una via

gue es dependiente de flotilina pero independiente de clatrina, caveolina y dinamina [37]. Por otro
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lado, Payne et al, mediante el uso de drogas, RNAi y la expresion transitoria de proteinas encontraron
gue la entrada de los proteoglicanos es independiente de clatrina y caveolina pero dependiente de
flotilina y dinamina. Ademas, estos autores encontraron que estas moléculas y sus ligandos entran
directamente a los endosomas tardios dado que estos complejos (proteoglicanos y sus ligandos
catidnicos) co-localizan con Rab9 pero no con Rab5 [38]. Esta via de endocitosis ilustra el hecho de
gue dependiendo del cargo, los componentes celulares requeridos en su internalizacion cambian.
También existe evidencia de que un mismo cargo que es internalizado en diferentes contextos

celulares, puede utilizar distintos componentes endociticos [24, 39].

Trafico intracelular

A pesar de que un cargo utilice diferentes mecanismos para entrar, la mayoria si no es que
todas las vesiculas endociticas, son dirigidas a los endosomas tempranos, la primera estacién en el
trafico intracelular [9] (Figura 1). Estudios usando fluoréfloros sensibles a pH y mediciones de
intensidad de fluorescencia han mostrado que los endosomas tempranos son medianamente acidos,
con un pH alrededor de 6. Este pH acido es generado por la ATPasa vacuolar [40]. En los endosomas
tempranos, las moléculas internalizadas que son recicladas a la membrana celular, como el receptor
de transferrina, son dirigidos a los dominios tubulares de estos organelos los cuales eventualmente se
liberan y forman endosomas de reciclaje. En contraste, las proteinas que son transportadas a los
endosomas tardios y lisosomas son dirigidos a las regiones vesiculares de los endosomas tempranos
(Figura 1). De manera general, la internalizaciéon de un cargo ocurre de la siguiente manera: la unidn

del ligando al receptor favorece la formacidn de la vesicula endocitica. Esta vesicula entrega su cargo
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a los endosomas tempranos (o endosomas de distribucion), organelos con un pH acido donde se
localizan las Rab GTPasas 4 y 5. El pH acido de estos compartimentos puede promover la disociacién
del ligando de su receptor. Usualmente, el ligando permanece en la via endosomal mientras que el
receptor es reciclado a la membrana celular, via los endosomas de reciclamiento (donde estd
localizada Rab11), o a través de Rab4 [41, 42]. Las moléculas que son destinadas a degradacion o que
requieren llegar al interior celular, cerca del nucleo, entran a los endosomas tardios (también
conocidos como cuerpos multivesiculares -MVBs-) [43]. En estos organelos, con un pH menor que los
endosomas tempranos, se localizan las GTPasas Rab7 y Rab9. Finalmente, la molécula endocitada
llega a los lisosomas donde puede ser degradada por enzimas que estan activas en un ambiente acido
[44]. En el transcurso de toda esta ruta endocitica, existen posibles vias de escape que evitan llegar a
la degradacién en los lisosomas (Figura 1).

Como se menciond previamente, las Rab GTPasas contribuyen a la identidad de los endosomas
y ademas, regulan la fusién de la vesicula endocitica a diferentes organelos [5, 45]. Las Rab GTPasas (y
en general todas las GTPasas) son proteinas que sufren modificaciones post-traduccionales
(usualmente prenilaciones o geranilaciones) para ser ancladas a la membrana y poder activarse
mediante la accion de una proteina intercambiadora de nucleétido de guanina o GEF por sus siglas en
inglés (Figura 3). Es en la forma activa (Rab-GTP) que las GTPasas pueden interactuar con otras
proteinas, llamadas efectoras y llevar a cabo su funcidn. Rab5 es una proteina importante en la
regulacién y coordinacion de la fusidon de las vesiculas endociticas a los endosomas tempranos,
mientras que Rab7 es importante para la fusidon de la vesicula a los endosomas tardios y, ademas es

clave para la biogénesis de los lisosomas [46]. En el caso de Rab9, se ha reportado que esta enzima,
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(Figura 1).

presente en los endosomas tardios, participa en el trafico de enzimas del Golgi a |la via endosomal [47]

Tabla 1. Estrategias usadas para el estudio de las distintas vias de endocitosis

Via

Inhibidor

Efecto

Observaciones

Dependiente
de

Clatrina

Clorpromazina

Inhibe el ensamble de la
malla de clatrina [48]

Puede afectar la fluidez y
permeabilidad de la membrana [49]

Medio sin Polimerizacidn anormal de | La disminucién de potasio en el
potasio/con clatrina. Remueve las medio puede tener otros efectos
sacarosa vesiculas cubiertas de la como la inhibicién del transporte
membrana [50, 51] de proteinas secretoras [52]
Mutantes Evita el reclutamiento de No inhibe aquellas vesiculas con
dominantes AP-2 ala membrana cubierta de clatrina que no
negativas de celular, inhibiendo la dependen del complejo AP-2 [19]
epsl5 formacion de la malla de

clatrina[53]

siRNAs cadena
pesada de
clatrina

Inhiben especificamente la
expresion de clatrina [48]

Dependiente
de

Caveola

Ciclodextrina

Secuestra el colesterol de
la membrana [54]

Puede provocar efectos no
especificos [55].

Dominante
negativa de
caveolina

Inhibe la asociacién de la
caveolina a las balsas
lipidicas [56]

siRNAs caveolina

Inhiben especificamente la
expresién de caveolina [54]

Macropinocitosis

Citocalasina D

Previene la polimerizacion
de actina [57, 58]

Puede inhibir la entrada de
moléculas que entran por otras
rutas de endocitosis [59]

Amilorida Inhibe intercambiadores Inespecifico [60]
Na*/H* [29]
Toxina B de C. Inhibe a las GTPasas Rac, Las Rho GTPasas pueden participar
difficile Cdc42 y Rho [61] en otras vias [31, 33]

Flotilina

siRNAs flotilina

Inhiben especificamente la
expresion de flotilina [37]
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Se conocen varias de las proteinas efectoras de las Rab GTPasas. Una de ellas es el antigeno de
los endosomas tempranos 1 o EEA1 por sus siglas en inglés. Esta proteina es considerada un marcador
de endosomas tempranos ya que es reclutada a éstos endosomas a través de su dominio FYVE que
une fosfatidil-inositol-3-fosfato (PI3P), lipido enriquecido en estos organelos [62]. EEA1 es uno de los
efectores de Rab5, que forma parte del complejo de fusién de la vesicula a los endosomas [63-65]. Es
EEA1 la que interactua directamente con las proteinas SNARE, encargadas de llevar a cabo la fusion

de las dos membranas (la vesicula endocitica y el endosoma temprano) [63, 66].

Figura 3. Ciclo de reclutamiento y activacion de las Rab GTPasas. (A) Las proteinas Rab unidas a GDP (Rab-
GDP) forman un complejo citosolico con RabGDI, inhibidor de la disociacién de GDP. (B) La entrega a la
membrana y el desplazamiento de RabGDI estd mediada por GDF o factor de desplazamiento de GDI. (C) El
desplazamiento de RabGDI expone la modificacién post-traduccional y la Rab-GDP es anclada a la membrana
donde es activada por un factor intercambiador de nucledtido o GEF. (D) La Rab-GTP recluta proteinas
efectoras a la membrana. (E) La hidrélisis de GTP es estimulada por una proteina activadora de la GTPasa o GAP
lo que regresa a la Rab a su estado inactivo y su consecuente, extraccién de la membrana plasmatica por GDI.
Tomada de Seabra MC & Wasmeier C [67].
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Existen distintos motivos consenso, presentes en diferentes moléculas, que promueven su
internalizacidon. Los mds conocidos son los que favorecen el ingreso por la endocitosis mediada por
clatrina [21]. Sin embargo, se ha encontrado que ubiquitina, una proteina de bajo peso molecular que
se anade a las lisinas de las proteinas blanco a través de varias reacciones enzimaticas [68], es otra
sefial de distribucién a la via endosomal [68-70]. Recientemente, se encontrd que la ubiquitina es
reconocida por varias proteinas que son miembros de los complejos ESCRT (por sus siglas en inglés,
Endosomal Sorting Complex Required for Transport). Estos complejos son importantes tanto para la
distribucién del cargo (principalmente ubiquitinado), como para la formacidon de los cuerpos
multivesiculares (Figura 1) [71, 72]. Existen cuatro complejos ESCRT-0, ESCRT-I, ESCRT-1l y ESCRT-III
[73]. Basicamente las funciones de cada complejo son las siguientes: el complejo ESCRT-0 reconoce y
agrupa el cargo a distribuir, ESCRT-I genera la curvatura de membrana junto con el complejo de
ESCRT-1l y finalmente, el complejo ESCRT-III escinde la vesicula intraluminal (ILV por sus siglas en
inglés) de la membrana hacia el lumen del endosoma tardio, comenzando asi la formacién de los
MVBs (Figura 4) [73]. Es importante mencionar que la localizacién del cargo en estos MVBs es
compleja ya que puede estar asociado a la membrana del organelo, al lumen de los endosomas

tardios o bien dentro o en la membrana de estas vesiculas intraluminales [43].
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Figura 4. Participacion del complejo ESCRT en la formacién de los MVBs. (A) EI complejo ESCRT-0 se auto-
ensambla y promueve el agrupamiento del cargo. (B) Los complejos ESCRT-1 y —Il tienen varios sitios de unién a
membrana que promueven la generacion de la invaginacion de la membrana. (C) El complejo ESCRT-III recluta
proteinas al cuello de la vesicula que promueven su liberacidn hacia el interior del endosoma tardio. (D) El
cargo es internalizado en la vesicula intraluminal (ILV) mientras que la ATPasa Vps4 disocia el complejo ESCRT
de la membrana. Tomada de Wollert T & Hurley JH [74].

Endocitosis como via de entrada de virus

Los virus son parasitos intracelulares obligados, formados por una cubierta proteica (capside)
gue rodea el material genético. Algunos virus tienen ademas, una envoltura lipidica (proveniente de la
célula que infectdé previamente) rodeando la capside. El ciclo replicativo de cualquier virus comienza
con la unidn de éste a sus receptores (entre ellos integrinas, gangliésidos, glicoproteinas, etc.) lo cual
provoca cambios en la particula viral que favorecen las siguiente etapas. Una vez que el virus ha
reconocido a sus receptores, el siguiente paso es la penetracién de la membrana celular. Este paso
puede darse a nivel de la membrana plasmatica o en membranas intracelulares de diferentes
organelos dependiendo de los requerimientos de cada virus [75]. Muchos virus utilizan las vias de
endocitosis para entrar a la célula (Anexo 1), mientras que pocos atraviesan directamente la
membrana celular por un mecanismo llamado penetracién directa. Cabe sefialar que la jornada de un

virus no termina cuando llega al interior de la célula, a partir de ese momento, la particula viral
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requiere desnudarse, es decir, liberar el genoma viral para que pueda ser replicado y traducido.
Finalmente, las proteinas virales se ensamblan para generar nuevas particulas virales que salen de la
célula y son capaces de infectar a otras células (Figura 7).

La entrada de un virus por endocitosis le da varias ventajas. Primero, las particulas virales son
internalizadas sélo en aquellas células que realizan un transporte membranal activo. Segundo, evitan
la barrera del citoesqueleto de actina cortical la cual se encuentra por debajo de la membrana
plasmatica. Y por ultimo, los organelos endociticos proveen de ambientes que facilitan la penetraciéon
viral. Las proteasas endosomales o el bajo pH de estos organelos, son algunos de los recursos mas

usados por los virus para facilitar procesos tales como el desnudamiento de la particula.

Figura 5. Ejemplos de virus que utilizan las distintas rutas de endocitosis para ingresar a la célula. Se
muestran las distintas vias de endocitosis y la maquinaria molecular asociada a cada ruta. Tomada de Mercer J
etal [9].

Existen varios ejemplos de virus que utilizan las diferentes rutas de endocitosis para ingresar a

la célula (Figura 5) [3, 9]. En el caso de la fagocitosis, los mimivirus, un virus envuelto que infecta
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amibas, entra por esta via [76]. La entrada de este virus fue explorada mediante el uso de virus y
proteinas celulares etiquetados con fluoréfloros, mutantes dominantes negativas y drogas. Los
autores encontraron que el ingreso de mimivirus a la célula, depende de actina y dinamina mientras
que la macropinocitosis fue descartada porque inhibidores del intercambiador Na*/H* no le afectan
[76].

La endocitosis mediada por clatrina es uno de los mecanismos mas utilizados entre los virus
(Figura 5). Esta via la utilizan virus como papilomavirus, el virus del Nilo, el virus de la estomatitis
vesicular, influenza, reovirus y dengue, entre otros [77-82].

En general, las moléculas -incluidos los virus- que entran a la célula estan expuestas al
ambiente d4cido de los endosomas y pueden responder al bajo pH sufriendo cambios
conformacionales. En el caso de los virus, estos cambios conformacionales permiten la exposicion de
péptidos de fusién los cuales a su vez interactian con la membrana del endosoma facilitando su
liberacion al citosol. Dependiendo del pH que se requiera para provocar el cambio conformacional, el
sitio de penetracion de los virus puede ser desde los endosomas tempranos (que tienen un pH 6.5 a
6.0), tardios (pH 6-0 a 5.5) hasta los lisosomas (pH 5.5 a 4). Un ejemplo de un virus que sufre una
fusién que es catalizada por un ambiente acido, es el virus de Influenza. En la superficie celular, el
virus se une a receptores que tienen acido sidlico a través de las cabezas globulares de la glicoproteina
viral hemaglutinina (HA). El virus es entonces internalizado via la endocitosis mediada por clatrina y el
bajo pH de los endosomas tardios provoca cambios conformacionales en las cabezas globulares de la
proteina HA. Esto expone el péptido de fusidn, el cual es una region altamente hidrofébica de la

proteina. Ademas, estos cambios lo acercan a la membrana del endosoma con lo cual la fusién de la
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membrana viral con la endosomal se puede llevar a cabo y el genoma viral es liberado al citoplasma.
Si estos cambios conformacionales se inducen antes de que el virus sea internalizado, mediante un
tratamiento de las particulas virales con pH dacido, por ejemplo, el virus se inactiva y pierde su
infectividad [83].

Por otro lado, en algunos casos se ha visto que el pH acido no es suficiente para inducir algin
cambio conformacional, necesario para facilitar la fusion de la particula viral con el endosoma. Se ha
reportado que algunos virus son activados a través de cortes proteoliticos 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, que al cortar alguna proteina viral,
promueve el cambio conformacional de la particula viral lo que favorece a su vez la penetracién al
citoplasma celular [84, 85].

SV40, el virus de la leucemia murina y los ecovirus son representantes de virus que entran a su
célula huésped a través de la via de las caveolas (Figura 5) [86-88]. En el caso de SV40, un virus de
DNA que tiene el potencial de causar tumores, su infectividad se ve disminuida cuando se trata a las
células con drogas como la nistatina, que inhiben esta via [86]. Asimismo, la expresiéon de una
mutante dominante negativa de dinamina (defectuosa en su actividad de GTPasa) inhibe la entrada
de este virus [24] lo que sugiere que SV40 entra a la célula por una via dependiente de caveolina y
dinamina. Continuando la caracterizacion de la via de entrada de este virus, Pelkmans et al,
demostraron que inhibidores de tirosin cinasas, como la genisteina, bloquean la internalizacién de
este virus [24]. Ademas, SV40 requiere un citoesqueleto de actina dinamico dado que inhibidores de

la polimerizacién de actina afectan su infectividad [24]. La ruta de entrada de SV40 es poco comun,
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después de ser internalizado por la via dependiente de las caveolas, el virus es transportado a
organelos celulares neutros llamados caveosomas y de ahi al reticulo endoplasmatico, en donde la
particula viral es desensamblada por enzimas de la maquinaria del plegamiento de proteinas [89, 90].
Al ser un virus de DNA, el sitio de replicacién de este virus es el nlcleo de la célula. Alun se desconoce
el mecanismo que utiliza este virus para llegar hasta este organelo.

Dentro de los virus que entran por macropinocitosis estd el virus vaccinia (Figura 5) [30].
Recientemente, Mercer et al, siguieron la entrada de vaccinia in vivo usando tanto particulas virales
como proteinas celulares marcadas fluorescentemente y mostraron que este virus se asocia a
filopodios, estructuras tipo dedo formadas por el citoesqueleto de actina que se proyectan del cuerpo
de la célula. Siguiendo el virus marcado, los autores vieron que este virus utiliza este tipo de
estructuras para acercarse al cuerpo de la célula y una vez en la membrana plasmatica, el virus es
literalmente engullido. Inhibidores del citoesqueleto de actina, tratamientos con amilorida que es un
inhibidor de los intercambiadores Na*/H* y mutantes dominantes negativas de Racl y PAK1 reducen
su entrada [30].

En el caso del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), un virus envuelto con genoma de
RNA, se ha reportado que entra por diferentes vias dependiendo del tipo de célula. Sin embargo, la
macropinocitosis ha sido sugerida como el mecanismo de entrada que utiliza para infectar a los
macrofagos humanos [91]. Esta observacion se sustenta en la presencia del virus en macropinosomas
detectado por microscopia electrénica, y la inhibicién de su entrada por drogas que evitan la
formacion de ruffles (extensiones de membrana generadas por la remodelacién del citoesqueleto de

actina), tales como amilorida [91].
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Otras vias de endocitosis menos caracterizadas también son utilizadas por los virus. Por
ejemplo, el poliomavirus murino entra a las células por una via independiente de clatrina, dinamina y
caveolina [92]. Ademas, el norovirus murino 1, un virus causante de gastroenteritis, entra por una via
independiente de clatrina, caveolina y flotilina pero dependiente de colesterol y dinamina [54].
Mediante el uso de agentes quimicos y mutantes dominantes negativas también fue excluida la
macropinocitosis como mecanismo de entrada para este virus.

Rotavirus, un virus del cual se hablard con mas detalle mds adelante, entra a las células por
una via similar a la de poliomavirus sin embargo, los rotavirus si requieren que la GTPasa dinamina
sea funcional [93].

Los virus pueden entrar a la célula utilizando diferentes rutas

Originalmente se pensaba que los virus utilizaban una sola via de entrada para infectar
diferentes tipos celulares. Sin embargo, cada vez hay mas evidencia de que un mismo virus puede
entrar por diferentes mecanismos dependiendo del tipo celular, e inclusive utilizar rutas alternativas o
paralelas en la misma célula [39, 80, 94].

Como se menciond anteriormente, el representante tipico de la endocitosis mediada por
clatrina es el virus de influenza [80]. Sin embargo, se ha encontrado que en células Hela este virus no
es afectado por drogas o mutantes dominantes negativas que inhiben tanto las vias de endocitosis
mediadas por clatrina, como la mediada por caveolina, sugiriendo que el virus de influenza puede
entrar también por una via independiente de clatrina y caveolina (Figura 5) [94]. Virus que entran por

la endocitosis mediada por caveolas como SV40 también pueden tener otras vias de entrada [89]. En
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el 2005, Damm et al, demostraron que este virus puede entrar a células que carecen de caveolina y
utilizar una via que es independiente tanto de caveolina como de clatrina, y de dinamina (Figura 5)
[39]. A pesar de utilizar diferentes mecanismos de endocitosis para ser internalizado, SV40 mantiene
su dependencia por el colesterol y el requerimiento por las cinasas de tirosina en ambas vias de
entrada [39, 89].

Entrada de rotavirus a la célula

Generalidades

En el laboratorio estamos interesados en la caracterizacién del mecanismo de entrada de
rotavirus un virus causante de diarrea en nifios menores de 5 afnos y en infantes de otras especies de
mamiferos [95]. Anualmente, las infecciones por rotavirus resultan en mds de 2 millones de
hospitalizaciones y alrededor de 500,000 muertes en niflos menores de 5 afios de edad [95]. Los
sintomas que se presentan durante la infeccién son diarrea severa, vomito y fiebre. La mortalidad
asociada a esta enfermedad es debida a la fuerte deshidratacidn que provoca la infeccion por lo que
es muy importante mantener hidratados a los nifios.

Rotavirus, miembro de la familia Reoviridae, se caracteriza por carecer de una envoltura
lipidica y por estar formado por tres capas concéntricas de proteina (estructura llamada TLP por sus
siglas en inglés: triple layered particle, Figura 6). La capside viral rodea al genoma compuesto por 11
segmentos de RNA de doble cadena el cual codifica para 6 proteinas no estructurales (denominadas
NS por proteina viral no estructural) y 6 proteinas estructurales (llamadas VP por proteina viral). Las

proteinas no estructurales se encuentran en las células infectadas pero no forman parte de la
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particula viral madura y son importantes para la replicaciéon y morfogénesis de rotavirus. Las proteinas
estructurales constituyen la particula viral y tienen diferentes funciones: la proteina VP1 es la RNA
polimerasa viral que funciona como la transcriptasa y la replicasa del genoma viral, la proteina VP2 es
necesaria para la actividad de replicasa de VP1 mientras que VP3, a través de su actividad de metil-
transferasa, se encarga de poner el CAP a los mensajeros virales [96]. En conjunto, las proteinas VP1,
VP2 y VP3 forman la capa mas interna de la particula viral (Figura 6). La capa intermedia esta
constituida por la proteina viral VP6 la cual tiene un papel clave en la estructura del virion por sus
interacciones con la proteina VP2 y con las proteinas de la capa mas externa VP4 y VP7, proteinas
involucradas tanto en la unién como en la entrada de rotavirus (Figura 6). La proteina VP4 esta
implicada no sélo en la unién y la penetracidon celular sino también en la hemaglutinacién,
neutralizacion y virulencia de este virus [96]. Se ha encontrado que el procesamiento enzimdtico de la
proteina VP4 con tripsina incrementa la infectividad de rotavirus. Sin embargo, el mecanismo por el
cual este corte proteolitico activa la infectividad del virus ain no se conoce. La otra proteina de la
capa externa, la glicoproteina viral VP7, interactia también con los receptores celulares de rotavirus
después de la unidn inicial del virus con la superficie celular [97]. Ademas, VP7 es una proteina que
une calcio y al hacerlo, estabiliza la capa externa de la cdpside viral. Quelantes de calcio liberan las
proteinas de la capa mas externa, quedando la particula de doble capa o DLP (por sus siglas en inglés,
double-layered particle), la cual es transcripcionalmente activa.

In vivo, rotavirus infecta primordialmente a los enterocitos maduros de las vellosidades del

intestino delgado. Sin embargo, la mayoria de los estudios se han realizado en la linea celular MA104
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gue proviene de epitelio de rifidon de mono, en donde diferentes cepas de rotavirus se replican

eficientemente [97].

L Vp6

VP4
\A

- Core: VP1, VP2 y VP3

/

VP7

Figura 6. Reconstruccion tridimensional de rotavirus a partir de imagenes de criomicroscopia electrénica. Se
pueden observar las tres capas concéntricas de la particula viral. La capa interna estd formada por las proteinas
virales VP1, VP2 y VP3, la capa intermedia estd compuesta por la proteina viral VP6 mientras que la capa externa
estd formada por las proteinas VP7 y VP4. Esta ultima es la que forma las espiculas del virus. Modificada de
Jayaram H et al [96].

El ciclo replicativo de los rotavirus se lleva a cabo en el citoplasma celular. Después de que el
virus entra (ver mas adelante), pierde las proteinas de la capa mdas externa generando la particula de
doble capa que, como se menciond previamente, es transcripcionalmente activa (Figura 7). Esta DLP
sintetiza los RNA mensajeros que pueden ser utilizados para traduccién o como molde para generar el
RNA de doble cadena (dsRNA). La sintesis de dsRNA, el ensamble de los cores y las DLPs ocurre en
inclusiones electrodensas llamadas viroplasmas que se forman en el citoplasma debido a la infeccién
[98]. Las particulas de doble capa o DLPs geman de los viroplasmas hacia el interior del reticulo
endoplasmatico (RE), organelo donde continda la morfogénesis y maduracién de rotavirus. Es en la
membrana de este organelo donde se encuentran insertadas las proteinas virales VP7 y NSP4

(sintetizadas por los ribosomas asociados a este organelo).La proteina viral NSP4 participa en la

captura de las DLPs que geman del viroplasma ya que posee afinidad por la proteina VP6 en su
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extremo citosdlico. En el RE se forma un intermediario que consiste en las DLPs rodeadas por una
envoltura lipidica temporal y con las proteinas VP4, VP7 y NSP4 asociadas a ella. Durante el proceso
de morfogénesis, la envoltura lipidica y NSP4 se pierden por un mecanismo aun desconocido, y las
DLPs retienen selectivamente a las proteinas VP4 y VP7 las cuales se ensamblan para formar la tercera
capa del virus (Figura 7). Finalmente, las particulas maduras con las tres capas de proteina (TLP, Figura

6) son liberadas de la célula mediante lisis (Figura 7).

Figura 7. Ciclo replicativo de los rotavirus. Se muestran las principales etapas del ciclo desde que rotavirus se
une a sus receptores celulares y entra a la célula hospedera hasta que las nuevas particulas son liberadas
mediante lisis celular.
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Interacciones tempranas de rotavirus con su célula hospedera

Para entrar a la célula, los rotavirus requieren de varios pasos (Anexo 2 y Figura 8) [99]. El
primero, es su activacion por tripsina en donde la proteina VP4 se corta especificamente en dos
polipéptidos de menor peso molecular llamados VP5 y VP8. Una vez activado, el virus se une a la
célula blanco a través del reconocimiento de receptores presentes en la superficie celular. La
presencia de dichos receptores determina, en gran medida, que tipo celular puede infectar un virus.
Se sabe que para los rotavirus, el acido sidlico, las integrinas o231, av33, axB2 y a4PB1 y la proteina
de choque térmico Hsc70 estan involucradas como sus receptores (Figura 8).

Con respecto al 4cido sidlico, la interaccion de rotavirus con este receptor se da a través del
dominio VP8 de VP4 [100]. Se sabe que no todas las cepas de rotavirus requieren interactuar con esta
molécula (Tabla 2). Tratamientos con neuraminidasa, una enzima que corta los acidos sialicos
terminales, afecta la infectividad de algunas cepas de rotavirus. A estas cepas se les Ilama sensibles a
neuraminidasa. Existen cepas que no son sensibles a este tratamiento y se les conoce como
resistentes a neuraminidasa (Tabla 2).

Por otra parte, como se mencion6 previamente, las integrinas o231, avf3, axp2 y a4fB1 estan
implicadas como receptores de rotavirus tanto para las cepas sensibles como para las resistentes a
neuraminidasa (Tabla 2). Las proteinas virales VP4 y VP7 tienen varios sitios de unién a integrinas
[101, 102]. Mediante ensayos de bloqueo usando péptidos que mimetizan los sitios de union a las
integrinas o anticuerpos contra éstas, se ha demostrado que rotavirus interactla con estas proteinas

[97, 103]. Sin embargo, al igual que con el acido sidlico, existen cepas de rotavirus que no utilizan
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estas integrinas como receptores, pero pudieran utilizar otra u otras moléculas diferentes aun no

caracterizadas (Tabla 2).

Figura 8. Primeros pasos en la infeccion de la cepa de rotavirus RRV. Los rotavirus requieren de un
procesamiento proteolitico para ser infecciosos. Una vez procesada la proteina VP4, el virus se une
especificamente a sus receptores celulares. La unién a los receptores celulares provoca cambios
conformacionales en la particula viral que facilitan la entrada del virus. Modificada de Lopez S & Arias CF [104].

Por ultimo, también se ha encontrado que la proteina de choque térmico Hsc70 juega un papel
importante como receptor para rotavirus. Esta proteina actla como un receptor post-unidn para las
cepas de rotavirus sensibles y resistentes a neuraminidasa [105].

En la entrada de rotavirus a la célula también se ha sugerido que las balsas lipidicas juegan un

papel importante, ya que la infectividad viral sufre una severa disminucién al remover el colesterol de
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la membrana (lo que resulta en la desestabilizacion de estos microdominios lipidicos) [93, 106]. La
presencia de las subunidades de integrina a2 y B3, de la proteina Hsc70, asi como de las particulas
virales infecciosas en éstas balsas lipidicas, apoyan la idea de que éstas son importantes en la entrada

de rotavirus [107].

Tabla 2. Clasificacidn de distintas cepas de rotavirus da acuerdo a sus requerimientos
de integrinas y de acido sialico

Cepa Neuraminidasa Integrina Referencias
(Origen)
RRV Sensible Dependiente [97, 108, 109]
(Simio)
TFR Sensible Independiente [97, 108]
(Porcina)
Wa Resistente Dependiente [97,109, 110]
(Humano)
UK Resistente Independiente [97, 108]
(Bovino)

Una vez que el virus ha reconocido a sus receptores en la superficie celular, el siguiente paso
es la penetracién de la membrana plasmatica. En el caso de rotavirus, aun no se ha definido el
mecanismo preciso que utiliza este virus para entrar a la célula. Algunos autores han sugerido que el
virus puede entrar por penetracidn directa de la membrana plasmatica [111], mientras que estudios
de microscopia electrénica sugieren que el virus entra por endocitosis. Recientemente, en nuestro
laboratorio hemos demostrado mediante el uso de drogas y de mutantes dominantes negativas (de

epsl15, caveolina-1y dinamina-2), que la entrada de la cepa de rotavirus RRV es independiente tanto
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de la endocitosis mediada por clatrina como la de caveolina y sin embargo, depende de dinamina, una
proteina involucrada en la escision de la vesicula de la membrana plasmatica [93].

Dado que se ha encontrado que distintas cepas de rotavirus provenientes de diferentes
huéspedes animales tienen distintos requerimientos por los receptores celulares, en este trabajo se
evaluo si estas diferencias marcaban distintas preferencias en la via de endocitosis utilizada por estos
virus (Tabla 2). Ademas, para estudiar los pasos posteriores a la entrada del virus, caracterizamos el

papel de proteinas involucradas en el trafico vesicular sobre la infectividad viral.
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IV. Objetivo general

e Caracterizar el mecanismo de entrada de los rotavirus a las células MA104 utilizando la
cepa de simio RRV y comparar la entrada de esta cepa con la de otra cepa que presenta

distintos requerimientos de los receptores celulares.

V. Objetivos particulares

e Establecer cudles proteinas celulares involucradas en las distintas vias de endocitosis,
participan en la entrada de los rotavirus

e Comparar la via de entrada y las proteinas celulares requeridas por la cepa de simio RRV con
otra (s) cepa (s) de rotavirus que tengan diferentes requerimientos por los receptores
celulares

e Caracterizar las proteinas celulares que participan en el trafico intracelular de rotavirus
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VI. Materiales y métodos

Células y Virus. La linea celular de epitelio de riidn de mono rhesus MA104 fue crecida en medio DMEM
Advance (Invitrogen, Carlsbad, CA USA) 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 conseguida con I. Holmes (Melbourne, Australia) y la cepa bovina UK fue
donada por D.R. Snodgrass (Moredun Research Institute, Edinburgh, UK). Todas las cepas de rotavirus fueron
crecidas como se describidé previamente [112]. Particulas de doble capa (DLPs) de diferentes cepas fueron
purificadas en gradientes de densidad de CsCl, como ya se ha reportado [113]. El reovirus tipo 1 fue obtenido
de C. Ramos (Instituto Nacional de Salud Publica en Cuernavaca, Morelos). El virus de simio 40 (SV40) fue

donado por L. Gutiérrez (Instituto Nacional de Salud Publica en Cuernavaca, Morelos).

Anticuerpos y reactivos. Se utilizaron tres anticuerpos policlonales contra rotavirus. Uno contra la particula
viral completa (a-TLPs), otro dirigido contra una proteina viral llamada NSP2 y otro especifico para la cepa
humana Wa (a-Wa). Los tres anticuerpos fueron producidos en conejo en nuestro laboratorio, al igual que los
anticuerpos policlonales de conejo contra reovirus y contra las proteinas vimentina y dinamina-2. Los
anticuerpos monoclonales (mAb) contra la cadena pesada de clatrina, hsc70 y hsp70 fueron adquiridos de ABR
Antibodies (Golden, CO, USA). Los anticuerpos policlonales dirigidos contra Rab5a y Rab5b, los mAbs contra el
antigeno grande de SV40 (anti-SV40TAg), anti-HA, Arf6, Cdc42, Flotilina-1 y RhoA fueron comprados a Santa
Cruz (Santa Cruz, CA). El mAb de Flotilina-1 fue adquirido de BD Biosciences (San Diego, CA, USA), el mAb Rab7a
fue comprado a Abcam (Cambridge, MA, USA) y el mAb de Rab9a fue comprado a GeneTex (Irvine, CA, USA). La
sacarosa, bafilomicina A1, metil-B-ciclodextrina, DMA [5-(N,N-Dimethyl) amiloride 121 hydrochloride],

acrilamida, nocodazol, citocalasina D, el colesterol soluble en agua y el kit para la determinacién de actividad
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de la deshidrogenasa lactica fueron adquiridos de Sigma (St. Louis, Mo.). El kit de clonacion TOPO TA con el
vector pCR 2.1-TOPO, el anticuerpo conejo anti-ratdon peroxidasa, el dextran acoplado a tetrametilrodamina
(40KDa), la transferrina conjugada a Alexa 546, la subunidad B de la toxina de cdlera conjugada a Alexa 488 y
los anticuerpos secundarios acoplados a Alexa 488 y 568 fueron comprados a Invitrogen (California, USA). El
anticuerpo policlonal cabra anti-conejo conjugado con peroxidasa fue de Perkin Elmer Life Sciences (Boston,
USA). Los kits para transcripcion in vitro MEGAscript T7 y MEGAscript SP6 fueron adquiridos de Ambion (Foster
City, CA, USA). La proteina A conjugada con peroxidasa y la resina Q-sefarosa fast flow fueron compradas a GE

Healthcare (Seul, Corea del Sur).

Cinética de entrada de rotavirus. Para medir la velocidad de entrada de rotavirus a la célula, monocapas
confluentes de células MA104 crecidas en cajas de 96 pozos fueron lavadas dos veces con MEM frio y enfriadas
en hielo. Posteriormente, se agregaron 2000 FFUs (unidades formadoras de focos) de cada cepa de rotavirus
por pozo y se permitid que los virus se pegaran a las células por 1h en hielo. Después de este tiempo, los virus
no unidos fueron lavados y posteriormente se permitio su entrada al agregar MEM e incubar las cajas a 37°C. A
los tiempos indicados, el medio de los pozos fue aspirado y las particulas virales todavia presentes en la
superficie celular fueron despegadas con dos lavados rapidos con 3mM de EGTA en PBS, seguida por una
incubacién con MEM a 37°C. Después de alcanzar el dltimo punto de medicion de la entrada (90min), las cajas
fueron colocadas en la incubadora y se dejd proceder la infeccién por 15h. Las células fueron fijadas y tefiidas
como se describe mas adelante. La cantidad de virus que entrd en cada tiempo fue normalizado con la cantidad

de virus que entrdé cuando no se realizo el lavado con EGTA y que fue tomado como el 100% de entrada.

Ensayos de Infectividad. Monocapas confluentes de células MA104 crecidas en placas de 96 pozos fueron

lavadas dos veces y pre-tratadas a 37°C con bafilomicina, citocalasina D y metil-B-ciclodextrina (por 1h), con
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acrilamida, cloruro de amonio, nocodazol y DMA (por 30min) o con sacarosa (por 10min) a las concentraciones
indicadas en cada ensayo, todos los reactivos fueron disueltos en MEM. Después del tratamiento
correspondiente, las células fueron infectadas con 2000 unidades formadoras de focos (FFUs) por pozo de
reovirus o de las cepas de rotavirus (Wa, UK, TFR y RRV), en presencia del tratamiento correspondiente durante
1h a 37°C (con la excepcion de metil-B-ciclodextrina, MBCD). Después de este periodo, el inoculo viral fue
retirado. El virus que no fue internalizado durante este tiempo, se desprendié de la superficie celular con dos
lavados rdpidos con 3mM de EGTA en PBS y la infeccidn se dejo proceder por 15h. En el caso de reovirus, éste
fue neutralizado con un anticuerpo policlonal (1:500) que fue incubado durante 15min después del periodo de
adsorcion. La infeccién se dejé proceder por 15 horas post-infeccidon (hpi). En el caso del tratamiento con
MBCD, en paralelo se realizaron ensayos de restitucion de colesterol. En estos experimentos, las células fueron
tratadas con MBCD como se menciona previamente por 1h. Posteriormente, las células fueron lavadas y se
agregaron 100ug/ml de colesterol por pozo por 1h a 37°C. Las células fueron lavadas nuevamente e infectadas
con las cepas de rotavirus como ya se ha mencionado. Finalmente, las células fueron lavadas y a las 15hpi,
fueron fijadas y procesadas en un ensayo de deteccién de focos con inmunoperoxidasa usando anticuerpos
policlonales. Brevemente, las células fueron fijadas y permeabilizadas con acetona al 80% en PBS por 15min.
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 1h a 37°C. 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 proteina A acoplada a peroxidasa
(1:3000), por 1 h a 37°C. Finalmente, las células fueron lavadas nuevamente con PBS tres veces y se adiciond el
sustrato de la peroxidasa (carbazol y peréxido de hidrogeno), hasta ver el desarrollo de color. Se lavd con agua

para detener la reaccién [114]. Las unidades formadoras de focos (FFUs) fueron contadas en un microscopio

39



Invertido (Nikon Diaphot 300 automatico, Japdn) provisto de una camara COHU color CCD y software Visiolab
1000. Ninguno de los tratamientos realizados causé muerte celular, esto se determind por inspeccion

morfoldgica y por ensayos de exclusidn de azul de tripano.

Bloqueo de la infeccidn de rotavirus con anticuerpos monoclonales contra hsc70. Monocapas confluentes de
células MA104 crecidas en cajas de 96 pozos fueron lavadas dos veces con MEM y diferentes concentraciones
de MADbs contra hsc70 (MA3-006), o contra hsp70 (MA3-009) fueron agregadas a las células por 90min a 37°C.
Después de esta incubacidn, los MAbs fueron retirados y las células fueron infectadas con las diferentes cepas
de rotavirus (2,000 ffu por pozo) por 1h a 37°C. Después de este periodo de absorcién, el inoculo viral fue
removido, las células fueron lavadas dos veces con MEM vy se dejé proceder la infeccion por 15h. Las células

fueron fijadas y procesadas para determinar la infectividad como se describié anteriormente.

Ensayos de transfeccion de plasmidos. Las células crecidas en cubreobjetos de 10mm de didmetro a un 70% de
confluencia, fueron transfectadas con los diferentes plasmidos usando lipofectamina 2000 (Invitrogen,
Carlsbad, California) de acuerdo al protocolo del proveedor. Las células fueron transfectadas 48h antes de la
infeccidn viral. Los plasmidos usados fueron los siguientes: para la proteina Eps15 se utilizaron el plasmido
control pD3A2 (Eps15 control) que expresa una version truncada de Eps15 que funciona como la proteina
silvestre y la construccion pEA95/295 (Eps15 mutante), la cual codifica una proteina mutante de Epsl15 que
carece del segundo y tercer dominio EH [53]. Estos plasmidos fueron donados por A. Benmerah (INSERM, Paris,
Francia). Ambas construcciones estan fusionadas con la proteina verde fluorescente (GFP por sus siglas en
inglés) en su N-terminal. Para caveolina se utilizaron los vectores pCINeo/IRES-GFP/caveolina-1 y pCINeo/IRES-
GFP/caveolina-1 DN, plasmidos bicistrénicos que expresan GFP y la forma silvestre de caveolina-1, o una

caveolina-1 mutante dominante negativa en la cual los residuos 1 al 81 fueron removidos, respectivamente.
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Estos vectores fueron otorgados por J.Eggermont, (Katholieke Universiteit, Lovaina, Bélgica). Los plasmidos
pCDNA3.1/Dyn2 (wt) y pCDNA3.1/K44A (K44A), los cuales expresan la dinamina 2 silvestre fusionada en su
amino terminal con un epitope de hemaglutinina (HA) y la mutante dominante negativa también fusionada a
HA, respectivamente, fueron proporcionados por S.L. Schmid (Scripps Research Institute, La Jolla, California).
Para la proteina Cdc42, las construcciones que expresan la forma silvestre (Cdc42 wt), la mutante dominante
negativa N17 (Cdc42 N17 o DN) y la mutante constitutivamente activa V12 (Cdc42 V12 o CA), todas clonadas en
el vector EGFP-C1, fueron donadas por Francisco Sanchez-Madrid (Hospital Universitario de la Princesa,
Madrid, Espafia) [115]. La expresion de Caveolina, Cdc42 y Epsl15 (tanto la forma silvestre como la mutante y en
el caso de Cdc42 también la forma constitutivamente activa) fue detectada mediante la expresion de GFP,
mientras que la expresiéon de dinamina y su dominante negativa fueron monitoreados usando un anticuerpo

monoclonal contra la etiqueta HA.

Expresion y purificacion de la RNasa lll. Bacterias BL21D3 transformadas con el plasmido (vector pGEX4TI) que
codifica para la RNasa fusionada a GST en su N-terminal (clonada por M Arias en nuestro laboratorio) se
crecieron a 37°C O/N, en presencia de ampicilina. Posteriormente, este cultivo se utilizé para inocular 250 ml
de LB. Este cultivo se incubd a 30°C por 3h. Pasado este tiempo, se indujo la expresién de la enzima con la
adicion de 1mM de IPTG y se incubd a 30°C por 2h mas, todas las incubaciones se hicieron con agitacion. A
continuacion, el cultivo fue centrifugado a 6000 rpm por 20min y la pastilla fue resuspendida en el buffer de
unién Al (20mM NazPO, 0.15M NaCl pH 7.3), se adicionaron inhibidores de proteasas y la pastilla fue
sonicada. Posteriormente, se afiadié una solucion de Tritédn X-100 al 20% y se incubd 30min a temperatura
ambiente (TA) con agitacidon ocasional. El lisado se centrifugd a 9000 rpm por 15min, y el sobrenadante se
volvid a centrifugar para limpiar los posibles restos celulares. Este sobrenadante se colectd en un tubo nuevo y

se procedid a su purificacidon por cromatografia de afinidad en el AKTA prime (Amersham Pharmacia Biotech,
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Piscataway, NJ, USA) utilizando una columna de glutation-sefarosa. La enzima fue eluida en el buffer de elucidn
(50mM Tris-HCI, 10mM Glutation pH 8). La presencia y tamafio de la proteina purificada (50KDa) fue verificada
por un gel SDS-PAGE. La enzima fue dializada en el buffer de didlisis (20mM Tris-HCI, 5mM MgCl,, 2.7mM KCl,
0.5mM EDTA, 140mM NacCl, 30% glicerol, 1mM DTT pH 7.9) por 24h a 4°C con agitacion con un cambio de
buffer a las 12h. La enzima fue alicuotada y almacenada a -20°C. La actividad de la enzima fue evaluada con un

dsRNA producido en el laboratorio, como se describe mds adelante.

Produccidn de esiRNAs. Se montd la técnica de la produccion de los esiRNas (endoribonuclease-prepared small
interference RNAs) la cual fue clave para lograr la inhibicion de la expresién de las proteinas de interés para
este trabajo. La mayor parte de la metodologia esta basada en los articulos de Kittler R [116, 117]. Brevemente,
a partir de RNA total extraido de células MA104, se amplifico la regidn de los diferentes genes seleccionados,
empleando oligos especificos disefiados por nosotros, o los ya reportados en la base de datos RIDDLE
(http://cluster-12.mpi-cbg.de/cgi-bin/riddle/search). Los oligos utilizados tienen en el extremo 5’ parte de la
secuencia promotora de la RNA polimerasa T7 que se utiliza para la produccion del RNA de doble cadena
(dsRNA). Una vez obtenido el producto de PCR, se realizé otra ronda de PCR pero ahora con oligos que tienen
la secuencia promotora completa de la RNA polimerasa T7. Posteriormente, se llevd a cabo una reaccion de
transcripcién in vitro utilizando el kit MEGAscript T7 (de acuerdo al protocolo del proveedor) para generar
dsRNA de cada uno de los genes seleccionados. Los dsRNA fueron incubados con la RNasa lll para obtener
fragmentos de ~21pares de bases (esiRNAs). Generalmente, 4ug de RNasa lll purificada como se describio
anteriormente y una incubacién por 20min a 25°C fue suficiente para generar los esiRNAs. Una vez obtenidos
los esiRNAs, fueron purificados por cromatografia de intercambio idnico con la resina Q sefarosa (de acuerdo al
protocolo del proveedor) y cuantificados por espectrofotémetro. Por otra parte, los productos de PCR

obtenidos de los diferentes genes, fueron clonados en el vector TOPO TA 2.1 (Invitrogen California USA) para
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tener un control en la secuencia. Ademas de producir los esiRNAs de los genes de arf6, cdc42, rab5a, rab5b,
rab5c y rhoa; se produjeron esiRNAs control, para lo que se utilizé el vector comercial pGEMLuc (Promega,
Madison WI USA) el cual tiene el gen de luciferasa flanqueado por las secuencias promotoras de las RNA
polimerasas T7 y SP6. El gen de luciferasa fue digerido con enzimas de restriccidén para tener un fragmento de
aproximadamente 600 pares de bases para su posterior digestidon con la RNasa lll. Cada cadena fue transcrita
por separado con los kits de MEGAscript T7 y SP6 y después se hibridaron para generar el dsRNA el cual fue
cortado por la RNasa lll, purificado y cuantificado bajo las mismas condiciones anteriormente descritas.

Posteriormente, se procedid a evaluar la eficiencia del silenciamiento de los esiRNAs mediante su transfeccion
a las células. Ademas, se verificd que los esiRNAs no fueran toxicos para las células mediante la medicién de la
liberacién de LDH al medio y un marcaje metabdlico con $*. Al comparar los resultados obtenidos con los
esiRNAs versus los siRNAs comerciales, los resultados fueron muy similares, confirmando que los esiRNAs
funcionan de manera eficiente. Por esta razodn, los resultados que se muestran en este trabajo son el conjunto

de datos obtenidos utilizando ambos interferentes.

Transfeccion reversa de interferentes. Un siRNA contra la proteina verde fluorescente o luciferasa fue usado
como un control irrelevante. La transfeccion de siRNAs a las células MA104 fue realizada de la siguiente
manera: se preparé una mezcla de 15ul de oligofectamina (Invitrogen) en 1ml MEM vy se incubd por 10min a
temperatura ambiente. Los siRNAs diluidos en 15ul MEM, se agregaron a los pozos de una caja de cultivo
celular y posteriormente se adiciond la mezcla de oligofectamina. Esta mezcla fue incubada por 20min a
temperatura ambiente y posteriormente se afiadieron 200 pl de una suspension con 0.5x10° células/ml por
pozo y se incubd a 37°C durante 72h. A este tiempo, la mezcla de transfeccion se retird y las células se lavaron
dos veces con MEM. Ninguna de las transfecciones causé muerte celular, esto determinado por inspecciéon

morfoldgica, exclusién de azul de tripano y liberacién de LDH.
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Lipofeccion de DLPs. Las células transfectadas con los siRNAs fueron lipofectadas con DLPs de las diferentes
cepas de rotavirus. Las DLPs fueron diluidas en MEM e incubadas con una mezcla de lipofectamina (Invitrogen)
en MEM por 20min a temperatura ambiente. La mezcla fue adicionada a las células por 1h a 37°C, y las células
fueron lavadas con MEM. A las 15hpi las células fueron fijadas y las células infectadas fueron detectadas por

tincidn con peroxidasa como se describié previamente.

Ensayo de la deshidrogenasa lactica. Las células crecidas en cajas de 96 pozos y transfectadas durante 72h con
los diferentes interferentes, fueron lavadas dos veces con MEM. Siete horas después el medio celular fue
colectado y la actividad de LDH fue determinada con un kit comercial, siguiendo las instrucciones del

proveedor.

Marcaje metabdlico. Las células crecidas en cajas de 48 pozos y transfectadas con los diferentes esiRNAs,
fueron lavadas e incubadas con MEM sin metionina durante 30min. Posteriormente, se incubaron durante 2h

(*>S). Después de esta

mas con medio sin metionina suplementado con 25uCi/ml de Easy Tag Express
incubacién, las células se lisaron como se indica en la seccién de Inmunoblots, las proteinas se separaron por

SDS-PAGE vy se analizaron por autoradiografia.

Internalizacion de marcadores celulares. Las células fueron lavadas dos veces con MEM vy pre-tratadas con los
diferentes reactivos como se indica en los pies de figuras. Posteriormente, se agregaron 0.5mg/ml de Dextran,
1ug/ml de toxina de célera o 50ug/ml de transferrina por 1h a 4°C, en presencia del reactivo. Al finalizar la
incubacién, las células se lavaron y se adicioné medio a 37°C para permitir la entrada del marcador celular. Para

eliminar la sefial de transferrina unida a la superficie celular, las células fueron lavadas antes de ser fijadas con
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PBS a pH 5, seguido de otro lavado con PBS pH 7. Finalmente, las células se procesaron para

inmunofluorescencia.

Inmunofluorescencia. Las células MA104 crecidas en cubreobjetos y transfectadas con plasmidos o con
siRNAs, fueron infectadas con las diferentes cepas de rotavirus a una multiplicidad de infeccion (moi) de 3.
Como control se utilizaron SV40 y reovirus tipo 1. Los diferentes virus fueron absorbidos por 1h y después de
este tiempo, el inoculo viral fue retirado y se agregd MEM sin suero. La infeccién se dejé proceder por 6h.
Posteriormente, las células fueron fijadas con paraformaldehido al 2% en PBS por 20min y después fueron
lavadas 3 veces. Las células fueron permeabilizadas con Tritén 0.5% en buffer de bloqueo (BSA 1%, 50mM
NH,Cl en PBS) por 15 min y después de 3 lavados, las células fueron incubadas por toda la noche a 4°C con
buffer de bloqueo. Después de este lapso, las células fueron lavadas una vez e incubadas con los anticuerpos
indicados en cada figura por 1h. Pasado este tiempo, las células fueron lavadas 3 veces por 5min e incubadas
con los anticuerpos secundarios indicados en cada figura por 1h. Después de esta incubacidn, las células fueron
lavadas 3 veces por 5min y finalmente, las células se montaron en portaobjetos utilizando Fluokeep (Argene,
Verniolle, France). Todas las incubaciones fueron realizadas a temperatura ambiente (salvo que se indique lo
contrario) y los lavados se realizaron con una solucion de 50mM de NH,Cl en PBS. Las preparaciones fueron
analizadas con un microscopio de fluorescencia (Zeiss Axioskop 2 mot plus) acoplado a una camara digital
(Photometrics Cool Snap HQ). Las imdagenes fueron capturadas digitalmente y preparadas en Adobe Photoshop

6.0.

Inmunoblots. Las células fueron lisadas en buffer de Laemmli y hervidas por 5min. Posteriormente las
proteinas se separaron por SDS-PAGE y fueron transferidas a una membrana de Inmobilon NC (Millipore). Las

membranas fueron bloqueadas con 5% de leche en PBS o TBS e incubadas con los anticuerpos indicados.
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Posteriormente, las membranas fueron lavadas e incubadas con un anticuerpo secundario acoplado a
peroxidasa. Al finalizar la incubacidn, las membranas fueron lavadas nuevamente y las proteinas se detectaron

usando el sistema Western Lightning (Perkin ElImer) exponiendo en la pelicula hipersensible X-Omat (Kodak).

Cuantificacion de mRNA de rab5c por RT-PCR. Las células MA104 crecidas en cajas de 48 pozos fueron
transfectadas con el siRNA para rab5c o un siRNA control, y a las 72horas-postransfeccién, las células fueron
lisadas con TRIzol (Invitrogen) y el RNA total fue purificado de acuerdo a las instrucciones del proveedor. El RNA
total fue tratado con DNasa libre de RNA (Roche) para remover la posible contaminacién de DNA. El nivel de
MRNA de rab5c fue determinado por transcripcidn reversa-PCR en un solo paso. Los oligonucledtidos utilizados
para las amplificaciones son los siguientes: para el gen de rab5c se utilizaron los oligonucleétidos CAT TCC ACC
TGC ACC TTT CT (left) y AGG GAA AAT GGG AGA GCA GT (right); para el gen de GAPDH los oligonucledtidos
usados fueron ACCTGACCTGCCGTCTAGAAA (left) y CCT GCT TCA CCA CCT TCT TGA T (right). La mezcla de
reaccion contenia lo siguiente: 250ng de RNA total (hervido por 5min y enfriado en hielo), 10ul de Sybr green
master mix (2x) (Applied Biosystems), 0.1l de transcriptasa reversa (50 U/ul) (Applied Biosystems), 0.16ul de
un inhibidor de RNasa (20 U/ul) (Applied Biosystems), y 1 pl de cada oligonucledtido (2.5 pmol/ul) en un
volumen total de 20ul. La amplificacion se llevd a cabo en un sistema detector de secuencia ABI Prism 7500
(Applied Biosystems), usando el siguiente protocolo: la transcripcién reversa se llevé a cabo a 48°C por 30min,
la inactivacion de la transcriptasa reversa se realizé a 95°C por 10min, la muestra se amplificé por 40 ciclos de
PCR de 95°C por 15s y 60°C por 1min, y la fase de disociacion se llevé a cabo a 60°C a 95°C por 2min. Los
resultados fueron normalizados a los niveles del mRNA de GAPDH (gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa)
detectados en cada muestra.

Andlisis de imagenes. Para la cuantificacion de las células infectadas, las imagenes sin manipular fueron

evaluadas. Los resultados mostrados son de al menos tres experimentos independientes.
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Anadlisis estadistico. Para determinar si las diferencias observadas en los resultados eran significativas se realizd

una prueba de t-student de dos colas con un intervalo de confianza del 95%.
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VIl. Resultados

A. Comparacién de la via de entrada de varias cepas

Dado que se ha encontrado que distintas 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 via de endocitosis utilizada por estos virus.

Para determinar si el uso de un receptor establecia una diferencia en la via de entrada,
seleccionamos cuatro cepas de rotavirus que difieren en su susceptibilidad a tratamientos con
neuraminidasa y en su dependencia a integrinas. La Tabla 2 muestra las cuatro cepas que fueron
utilizadas en este estudio. Parte de este trabajo fue publicado en el Journal of Virology [118]. El
articulo se anexa a este escrito (Anexo 3).

Inicialmente caracterizamos si todas las cepas entraban a la célula a la misma velocidad. Para
esto, las diferentes cepas virales fueron agregadas a las células a 4°C (a esta temperatura el virus se
une a las células, pero que no es capaz de entrar). Al finalizar este tiempo de incubacidn, el virus que
no se unio a las células fue lavado y el proceso de entrada fue sincronizado con la adicién de medio a
37°C. A diferentes tiempos se detuvo la entrada de las particulas virales mediante lavados con EGTA
(quelante de calcio) el cual libera la capa mds externa de los viriones provocando que las particulas se
disocien y se despeguen de la superficie celular. Después de este paso, se dejd proseguir la infeccidén
por 15h y la cantidad de virus que entré fue cuantificada mediante un ensayo de peroxidasa, como se

describe en materiales y métodos. La figura 9 muestra los resultados de estos ensayos. La velocidad
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de entrada de las cuatro cepas de rotavirus es notablemente diferente. RRV tiene una velocidad
media de entrada de 35min, mientras que sélo el 20% de la cepa UK ha entrado a los 90 minutos post-
infeccién. Las cepas TFR-41 y Wa, fueron intermedias en su velocidad de entrada, con una entrada

media aproximada de 60 y 90min, respectivamente.
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Figura 9. Cinética de entrada de rotavirus. Células MA104 crecidas en cajas de 96 pozos se infectaron con las
cepas de rotavirus y se permitié que los virus se unieran a las células por 1h a 4°C. Después de este tiempo, se
lavaron las células y se permitié la entrada de los virus al adicionar MEM a 37°C. A los tiempos indicados, las
particulas virales presentes en la superficie fueron removidas con lavados con EGTA y se permitié que la
infeccidn procediera por 15hpi a 37°C. Los datos estan expresados como porcentaje del virus que no se
removié con EGTA y que representa el 100%.

La infectividad de las cuatro cepas depende de la presencia de colesterol

Ya se habia demostrado previamente que remover el colesterol de la membrana celular,
usando agentes removedores como metil-B-ciclodextrina (MBCD) [54], resulta en una disminucion
severa en la infectividad de la cepa de simio RRV, su variante nar3, y la cepa humana Wa [106]. En

este trabajo evaluamos el papel del colesterol sobre la infectividad de Wa, UK y TFR-41. Para
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determinar si el requerimiento del colesterol (componente de las balsas lipidicas) era comun en las
cepas utilizadas en este trabajo, las células fueron tratadas con MBCD vy el efecto en la infectividad de
las cepas fue evaluado. En paralelo, se realizaron ensayos de restituciéon de colesterol. Encontramos
gue todas las cepas fueron susceptibles a la disminucién de colesterol, pero este efecto se revierte
cuando este componente se restituye (Figura 10). Estos resultados sugieren que las cepas de rotavirus
requieren de la presencia de colesterol en la membrana plasmatica y que, tal vez al igual que RRV,

utilicen las balsas lipidicas como sitios para interactuar con sus receptores celulares [107].
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Figura 10. Remover el colesterol de la membrana plasmatica disminuye la infectividad viral, al
reincorporarlo la infectividad se recupera. Las células MA104 fueron pre-tratadas con 10mM de MBCD por 1h
a 37°C, lavadas y 100ug/ml de colesterol fue agregado a algunos pozos por 1h a 37°C (Chol). Posteriormente,
las células fueron infectadas. Los datos son expresados como porcentaje de infectividad con respecto al control
(células no tratadas) que fue tomado como el 100%. *, P <0.05, **, P <0.005, ***, P <0.0005 (paired t test)

Se ha reportado que tratamientos con MBCD pueden afectar de manera inespecifica algunas
vias de endocitosis [55], para descartar esta posibilidad evaluamos la internalizacién de marcadores
de una via dependiente de caveolas y colesterol, como es la toxina de célera, y también evaluamos la

entrada de un marcador dependiente de la via de clatrina, como es la transferrina. La figura 11
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muestra que el tratamiento con MBCD afectd principalmente, la internalizacién de toxina de céleray
no la de transferrina, sugiriendo que en estas condiciones y en esta linea celular, la endocitosis

mediada por clatrina no se afecta al remover el colesterol de la membrana plasmatica.

Toxina de célera Transferrina

Control

10mM MBCD

Figura 11. El tratamiento con MBCD afecta principalmente la internalizacion de toxina de célera. Las células
MA104 fueron pre-tratadas con 10mM de MBCD por 1h a 37°C. Posteriormente, se agregd, 1ug/ml de toxina
de cdlera conjugada a Alexa 488, o 50ug/ml de transferrina conjugada a Alexa 546, en presencia de MBCD, por
1h a 4°C. Al finalizar la incubacion, las células fueron lavadas y se adicioné medio a 37°C para permitir la
entrada de ambos marcadores celulares. A los 15min, las células fueron fijadas y procesadas para
inmunofluorescencia.

Las cuatro cepas de rotavirus analizadas interactian con hsc70

En el laboratorio hemos demostrado previamente que la proteina de choque térmico Hsc70
tiene un papel importante como un receptor post-unién para RRV [105, 119]. En este trabajo
probamos si las cepas analizadas también usaban Hsc70 durante su interaccién con la superficie

celular. El papel de la proteina Hsc70 fue explorado mediante ensayos de bloqueo con anticuerpos
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monoclonales. En estos ensayos la monocapa celular fue pre-incubada con diferentes
concentraciones de los anticuerpos monoclonales, antes de infectar con las distintas cepas de
rotavirus. Los anticuerpos que se utilizaron estan dirigidos contra la proteina Hsc70, o contra la
proteina Hsp70 que fueron utilizados como control. Encontramos que la infectividad de las cepas Wa,
TFR-41 y UK, disminuyo cerca de 30-40% cuando la infeccidn se realizé en células pre-incubadas con el
anticuerpo contra Hsc70, mientras que la infectividad de los virus cuando se utilizé el anticuerpo
control contra Hsp70 no se afectd (Figuras 12A y B, respectivamente). En estas condiciones, el efecto
del anticuerpo contra Hsc70 sobre la cepa de RRV obtenido fue similar a lo reportado previamente
[105]. Estos resultados indican que todas las cepas utilizadas en este trabajo requieren de la presencia

de Hsc70 en la superficie celular, como lo hacen las cepas RRV y Wa [105].

La acidificacion de los endosomas es necesaria para la infectividad de algunas cepas de rotavirus

Dado que se ha encontrado que prevenir la acidificacion de los endosomas no afecta la
entrada de RRV [93, 111, 120], decidimos explorar el comportamiento de las otras cepas bajo estas
condiciones. Para inhibir la acidificacién de los endosomas utilizamos NH4Cl que es una base débil que
secuestra los protones de los endosomas, y bafilomicina, un inhibidor de la ATPasa vacuolar presente
en los endosomas y encargada de acidificarlos [40, 121]. Para estos ensayos, las células fueron pre-
incubadas con NH4Cl, o bafilomicina, e infectadas con las diferentes cepas de rotavirus. Como se
esperaba, la infectividad de RRV no se afectd por el tratamiento con NH4Cl [93]. Interesantemente, la
infectividad de las cepas TFR-41, Wa y UK si se redujo, asi como la de reovirus, que fue usado como

control positivo (Figura 13). Los resultados obtenidos con la bafilomicina fueron muy similares a los de
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NH4Cl. La excepcidon fue la cepa de simio RRV que con este tratamiento disminuyd su infectividad
ligeramente. Sin embargo, dado que la bafilomicina tiene otros efectos [122, 123] y que el
tratamiento con NH4Cl no afectd su infectividad, concluimos que esta cepa parece ser insensible (o
menos sensible) a los cambios en el pH endosomal. Estos resultados sugieren que puede haber
diferencias en los requerimientos por pH entre las cepas de rotavirus durante su entrada y que las
cepas TFR-41, Wa y UK dependen de la acidificacidn de los endosomas para infectar eficientemente a

las células MA104.

Figura 12. La infectividad de rotavirus es inhibida por un anticuerpo contra Hsc70. Anticuerpos contra Hsc70
(A) o Hsp70 (B) fueron agregados a las células MA104 por 90min at 37°C. Después de este tiempo, las células
fueron infectadas y se dejé proceder la infeccidon por 15hpi. Los datos estan expresados como el porcentaje de
infectividad cuando las células fueron incubadas con el control (PBS).
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Figura 13. Efecto de la alcalinizacién de los endosomas en la infectividad de las cepas de rotavirus. Las células
MA104 fueron pre-tratadas con 100mM de NH,Cl o con 0.5uM de bafilomicina a 37°C por 30 o 60min,
respectivamente. Posteriormente, las células fueron infectadas y los reactivos se mantuvieron durante este
periodo. La infeccion se dejé proceder por 15h a 37°C. Los resultados estan expresados como el porcentaje de
infectividad observada en el control (células sin tratar). *, P <0.05, **, P <0.005, ***, P <0.0005 (paired t test)

La inhibicidn de la macropinocitosis o de la endocitosis mediada por caveolas no disminuyen la

infectividad de rotavirus

En este trabajo exploramos el papel de la endocitosis mediada por caveolas y de la
macropinocitosis (dos de las vias mejor caracterizadas), en la entrada de rotavirus. La participacién de
la via dependiente de caveolas fue evaluado mediante el uso de mutantes dominantes negativas.
Usamos dos construcciones de caveolina-1, una que codifica para la forma silvestre y otra que expresa
una mutante dominante negativa que tiene una delecién de los aminoacidos 1 al 81 con lo cual esta
proteina no puede asociarse a la membrana plasmatica y por lo tanto, llevar a cabo su funcién [56]. En
estas condiciones, la infectividad de las cepas de rotavirus no se afectd mientras que la infectividad
del virus SV40, conocido por ingresar a la célula por la via de las caveolas [89], si disminuyd (Figura

14). Es interesante notar que la infectividad de la cepa TFR-41 aumenté de forma ligera pero
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estadisticamente significativa con la expresion de la mutante, esto sugiere que la caveolina silvestre
pudiera interferir de alguna manera con la entrada de esta cepa. Ya se ha reportado previamente que
las caveolas pueden regular de manera negativa la endocitosis de ciertas cargos [124], por lo que es

posible que las caveolas puedan estar teniendo este efecto en la internalizacién de la cepa TFR-41.
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Figura 14. Bloquear la endocitosis mediada por caveolas no reduce la infectividad de rotavirus. Las células
MA104 fueron transfectadas con los plasmidos que expresan la forma silvestre (wt) o la mutante dominante
negativa de caveolina-1. Posteriormente, las células fueron infectadas con los virus y procesadas para
inmunofluorescencia. La infeccidn con rotavirus fue monitoreada usando un anticuerpo de conejo anti-NSP2
(proteina no estructural de rotavirus) mientras que la infeccién con SV40 fue detectada usando un anticuerpo
de ratén anti-SV40TAg, seguidos de la incubacidon con un anticuerpo anti-conejo o anti-ratéon Alexa 568,
respectivamente. Las infectividades son expresadas como porcentajes del niumero de células infectadas y
transfectadas con la construccién de la forma wt (n2100) que representa el 100%. *, P <0.05, **, P <0.005, ***,
P <0.0005 (paired t test).

El papel de la macropinocitosis en la entrada de las cepas virales fue evaluado mediante el uso
de un inhibidor del intercambiador Na*/H" (5-(N,N-Dimethyl) amiloride hydrochloride o DMA) el cual
al afectar el pH evita la activaciéon de GTPasas como Cdc42, necesaria para inducir la remodelacidon del
citoesqueleto de actina [29, 91]. La infectividad de ninguna de las cepas de rotavirus se afectd con
este tratamiento (Figura 15A). La efectividad del inhibidor para bloquear este tipo de endocitosis en

esta linea celular fue evaluada a través de ensayos de internalizacién de dextran, un marcador de esta
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via, obteniéndose una reduccidon en su entrada en las células tratadas con DMA (Figura 15B). En
conjunto, estos resultados sugieren que ni la endocitosis mediada por caveolas, ni la macropinocitosis

estan involucradas en la via de entrada de las cepas utilizadas en este trabajo.
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Figura 15. La inhibicion de la macropinocitosis no reduce la infectividad de rotavirus a pesar de que la
entrada de dextran si se afecta. (A) Las células MA104 fueron pre-tratadas con las concentraciones indicadas
de DMA a 37°C por 30min. Posteriormente, las células fueron infectadas y el reactivo se mantuvo durante este
periodo. La infeccidn se dejé proceder por 15h a 37°C. Los resultados estan expresados como el porcentaje de
infectividad observada en el control (células sin tratar). (B) Las células MA104 fueron pre-tratadas como se
menciona en (A). Posteriormente, se agregd, en presencia de DMA, 0.5mg/ml de Dextran acoplado a
tetrametilrodamina por 1h a 4°C. Al finalizar la incubacion, las células fueron lavadas y se adicioné medio a
37°C para permitir la entrada del marcador celular. A los 45min, las células fueron fijadas y procesadas para
inmunofluorescencia.*, P <0.05, **, P <0.005, ***, P <0.0005 (paired t test).
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Tratamientos que alteran la endocitosis mediada por clatrina afectan la infectividad de algunas cepas

de rotavirus

En este trabajo evaluamos el papel de la via dependiente de clatrina en la entrada de las cepas
de rotavirus. El enfoque inicial fue el tratamiento de las células con un medio hipertdnico (que
contiene sacarosa a las concentraciones de 0.06 y 0.25M), lo que resulta en la disociacion de las
vesiculas de clatrina de la membrana plasmatica [50, 51]. En estos ensayos utilizamos como control
positivo a reovirus, un virus que se conoce utiliza esta ruta para entrar a la célula [82]. Los resultados
obtenidos muestran que mientras la infectividad de RRV no se afectd con los tratamientos con
sacarosa, lo cual era de esperarse [93], la infectividad de las otras tres cepas y la de reovirus,
disminuyd significativamente (Figura 16A). Estos resultados ilustran el hecho de que la entrada de las
cepas de rotavirus puede variar y ademas, sugieren que la endocitosis mediada por clatrina puede
estar involucrada en este proceso. La especificidad del tratamiento con sacarosa fue evaluada a través
de la internalizacion de marcadores celulares como la transferrina (dependiente de la endocitosis
mediada por clatrina) o la toxina de célera (marcador de la endocitosis mediada por caveolas). La
figura 17 muestra que en estas condiciones, la entrada del marcador de la via, la transferrina, se
inhibié mientras que la entrada de marcadores de otras vias como la toxina de célera, no se afecté.

Para confirmar la participacion de esta via en la entrada de algunas cepas de rotavirus,
silenciamos la expresién de la cadena pesada de clatrina mediante interferencia de RNA (RNAi). Este
tratamiento bloquea la formacién de las jaulas de clatrina y en consecuencia, la entrada de ligandos
marcadores de esta via como transferrina (Figura 18) [19]. Las células fueron transfectadas con un

siRNA dirigido contra la cadena pesada de clatrina y posteriormente fueron infectadas con las
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distintas cepas, fijadas y procesadas para inmunofluorescencia. El nimero de células infectadas que
fueron transfectadas con el siRNA contra clatrina fueron contadas y comparadas con el nimero de
células infectadas que fueron detectadas con un siRNA irrelevante usado como control. La
disminucion en la expresién de clatrina se determind por inmunofluorescencia y ésta fue muy
eficiente ya que pocas células (aproximadamente 10%) fueron capaces todavia de expresar esta
proteina (Figura 16B). Bajo estas condiciones, la infectividad de RRV no se afectdé con este
tratamiento, confirmando nuestros resultados previos [93]. En contraste, la infectividad de TFR-41,

UK, Wa y reovirus disminuyé (Figura 16C).
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Figura 17. El tratamiento con sacarosa afecta principalmente la internalizacion de marcadores de endocitosis
mediada por clatrina. Las células MA104 fueron pre-tratadas con 0.06M o 0.25M de sacarosa por 10min a
37°C. Posteriormente, se agregd, en presencia de sacarosa, 1pug/ml de toxina de célera conjugada a Alexa 488
0 50ug/ml de transferrina conjugada a Alexa 546 por 1h a 4°C. Al finalizar la incubacién, las células fueron
lavadas y se adiciond medio a 37°C para permitir la entrada de ambos marcadores celulares. A los 15min, las
células fueron fijadas y procesadas para inmunofluorescencia.
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Figura 16. Efecto de los tratamientos que afectan la endocitosis mediada por clatrina en la infectividad viral.
(A) Las células MA104 fueron pre-tratadas con las concentraciones indicadas de sacarosa a 37°C por 10min.
Posteriormente, las células fueron infectadas y el reactivo se mantuvo durante este periodo. Se dejé proceder
la infeccidn por 15h a 37°C. Los resultados estan expresados como el porcentaje de infectividad observada en
el control (células sin tratar). (B) Inmunofluorescencia mostrando el silenciamiento de la cadena pesada de
clatrina. Las células fueron transfectadas, procesadas y tefiidas con un anticuerpo contra la cadena pesada de
clatrina, seguido de la incubacién con un anticuerpo anti-ratén Alexa 488 (verde) y los nucleos fueron tefiidos
con DAPI (azul). (C) Las células MA104 crecidas en cubreobjetos fueron transfectadas con los siRNAs indicados
y a las 72hpt fueron infectadas. A las seis hpi, las células fueron fijadas y procesadas para inmunofluorescencia.
Las células fueron tefiidas como se menciona en (B). La infeccién con rotavirus fue monitoreada usando un
anticuerpo de conejo anti-NSP2 (proteina no estructural de rotavirus) mientras que la infeccidn con Reovirus
fue detectada usando un anticuerpo de conejo anti-Reovirus, seguidos de la incubacion con un anticuerpo anti-
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conejo Alexa 568. Las infectividades fueron expresadas como porcentajes de células infectadas en las células
transfectadas con los siRNAs (n2150). *, P <0.05, **, P <0.005, ***, P <0.0005 (paired t test).

Control Transferrina Sobrelape
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Clatrina

Figura 18. El silenciamiento de clatrina inhibe la entrada de transferrina. Las células MA104 crecidas en
cubreobjetos fueron transfectadas con los siRNAs indicados y a las 72h post-transfeccién fueron lavadas e
incubadas con 50ug/ml de transferrina conjugada a Alexa 546 por 1h a 4°C. Al finalizar la incubacidn, las células
fueron lavadas y se adicioné6 medio a 37°C para permitir la entrada del marcador celular. A los 15min, las
células fueron fijadas y procesadas para inmunofluorescencia.

Papel de dinamina en la entrada de rotavirus

La dinamina es una GTPasa responsable entre otras cosas, de la escisién de la vesicula
endocitica de la membrana plasmatica [10]. Una forma mutante dominante negativa, la mutante
K44A que contiene un solo cambio de aminodcido en el dominio de GTPasa, ha sido ampliamente
usada para inhibir la endocitosis mediada por caveolas o clatrina, y para definir el papel de estas vias
en la entrada de varios virus [24, 76, 125, 126]. La participaciéon de dinamina en la entrada de

rotavirus fue determinada mediante la transfeccién de las células con plasmidos que codifican la
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forma silvestre o la mutante K44A. El porcentaje de infectividad de las diferentes cepas de rotavirus
se establecid cuantificando el numero de células transfectadas e infectadas en cada condicion.
Encontramos que la infectividad de todas las cepas disminuyd alrededor del 70% en las células que
expresaban la mutante K44A, sugiriendo que dinamina estd involucrada en la entrada de rotavirus

(Figura 19A).

Dinamina vy clatrina son importantes durante la entrada de rotavirus

Ademas de sus conocidos papeles en endocitosis, clatrina y dinamina tienen otras funciones
en el interior de la célula como son la divisién celular y la dindmica de los endosomas tardios [127,
128]. Para confirmar que el papel de estas proteinas fuera en la entrada del virus, transfectamos
particulas de doble capa (DLPs) purificadas de RRV, TFR-41 y UK a células a las que previamente se
habian lipofectado con siRNAs dirigidos a silenciar la expresién de clatrina o dinamina. Las DLPs no
son infecciosas porque carecen de la capa mas externa del virus, sin embargo, una vez dentro de la
célula pueden replicarse y dar lugar a una infeccidn productiva. Si la ausencia de clatrina o dinamina
afectara un paso posterior a la entrada, se esperaria que la infectividad de estas particulas se viera
afectada. Los resultados obtenidos mostraron que la reduccién en la expresidn de clatrina o dinamina
no redujo la infectividad de las cepas evaluadas cuando éstas fueron transfectadas (Figura 19B),
indicando que el papel de clatrina y dinamina es en la entrada de las cepas de rotavirus. La efectividad

de la interferencia de cada proteina fue determinado mediante Western Blot (Figura 19C).
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Figura 19. La entrada de rotavirus depende de clatrina y de dinamina-2. (A) Las células MA104 fueron
transfectadas con los plasmidos que expresan la forma silvestre (wt) o la mutante dominante negativa (K44A)
de dinamina-2. Posteriormente, las células fueron infectadas con los virus y procesadas para
inmunofluorescencia. La expresidon de ambas proteinas de dinamina fue detectada con un anticuerpo
monoclonal anti-HA seguido de la incubacidn con un anticuerpo anti-ratén Alexa 488. Las infecciones con las
cepas de rotavirus fueron detectadas como se indica en el pie de la figura 16. Las infectividades son expresadas
como porcentajes del nUmero de células infectadas y transfectadas con las construcciones wt o K44A (n>100).
(B) Las células MA104 transfectadas con los siRNAs fueron lipofectadas con DLPs de las cepas indicadas por 1h
a 37°C. Después de este periodo, la mezcla de transfeccidn se retird y las células se mantuvieron con MEM. A
las 15hpi las células fueron fijadas y procesadas para el ensayo de inmunoperoxidasa. Los resultados estan
expresados como el porcentaje de FFUs observadas en el control (células transfectadas con siRNA irrelevante)
qgue representa el 100%. *, P <0.05, **, P <0.005, ***, P <0.0005 (paired t test). (C) Inmunoblot de lisados
celulares de células MA104 transfectadas con los siRNA indicados. Los anticuerpos usados estan indicados, -
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Clathrin (anti-cadena pesada de clatrina), a-Dyn2 (anti-dinamina 2) o a-Vim (anti-vimentina) el cual fue usado
como control de carga.

El papel del colesterol, pH y la endocitosis mediada por clatrina es en la entrada de rotavirus

Para confirmar que el papel de la disminucién de colesterol, el pH endosomal y la endocitosis
mediada por clatrina esta en la entrada de las cepas de rotavirus hicimos el tratamiento con los
diferentes inhibidores durante la absorcidn (tiempo en que se dejé entrar al virus) o a las 3hpi, tiempo
en el cual rotavirus ya se ha apoderado de la maquinaria celular y comienza a sintetizar sus proteinas
virales [129, 130]. Los resultados obtenidos sugieren que la participacién del colesterol, pH vy la
endocitosis mediada por clatrina en las distintas cepas esta dada en la entrada ya que su infectividad
solo se afecta cuando los inhibidores se usan durante el periodo de absorcidn y no a las 3hpi (Figura
20). Los resultados obtenidos con el tratamiento con sacarosa concuerdan con los obtenidos

previamente con el interferente de clatrina y la lipofeccién de DLPs (Figura 19B).
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Figura 20. El tratamiento con los diferentes reactivos afecta la entrada de las cepas de rotavirus y no
eventos posteriores. El tratamiento durante la absorcidn se realizd de la siguiente manera: Las células MA104
fueron pre-tratadas con 0.5uM de bafilomicina y 10mM de MBCD (por 1h); 100mM de NH4CI (por 30min), o
0.5M de sacarosa (por 10min). Después de esta incubacion, las células fueron infectadas con las diferentes
cepas de rotavirus, en presencia del reactivo (con la excepcion de MBCD). Las células fueron lavadas dos veces
con 3mM de EGTA en PBS y se dejé proceder la infeccién por 15h. Para el Tratamiento a las 3hpi, las células
fueron infectadas y lavadas con EGTA como se describié previamente y a las 3hpi, las células fueron tratadas
con los diferentes reactivos y las células fueron fijadas a las 15hpi. Los datos son expresados como el
porcentaje de infectividad con respecto al control (no tratadas) que fue tomado como el 100%. *, P <0.05, **,
P <0.005, ***, P <0.0005 (paired t test)
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B. Papel del citoesqueleto en la entrada de rotavirus

Varios de los procesos endociticos de la célula son regulados por el citoesqueleto de actina o
por los microtibulos y en consecuencia, la entrada de varios virus depende de la dindmica de estos
componentes celulares [13, 24, 131-134].

Para evaluar el papel del citoesqueleto en la entrada de rotavirus utilizamos inhibidores de la
polimerizacién de los tres tipos de citoesqueleto. Para el citoesqueleto de actina utilizamos
citocalasina D, para inhibir los microtubulos se usé nocodazol y para afectar la polimerizacién de los
filamentos intermedios empleamos acrilamida [58, 135].

La figura 21A muestra los resultados obtenidos con estos tratamientos. Encontramos que la
infectividad de las cepas Wa y UK disminuyd con los tratamientos con citocalasina D pero la
infectividad de las cepas TFR y RRV no se afectd. Los tratamientos con nocodazol y acrilamida no
tuvieron efecto sobre la infectividad de las cepas de rotavirus a pesar de que si afectaron los distintos
tipos de citoesqueleto de la célula (Figura 21B). Estos datos sugieren que la entrada de las cepas Wa
y UK pudiera depender de la polimerizacidn del citoesqueleto de actina. Sin embargo, el drastico
cambio en la morfologia de la célula y el hecho de que tratamientos con latrunculina B, otro inhibidor
de la polimerizacidn de actina [58], no tenga efecto sobre la infectividad de estas cepas sugiere que
este efecto pudiera ser indirecto. Tal vez el tratamiento con citocalasina D altera la localizacidon de
proteinas celulares importantes en la entrada de estas dos cepas. Sin embargo, cabe la posibilidad de
que la diferencia en los resultados obtenidos con los dos inhibidores (citocalasina D y latrunculina B)

para las cepas Wa y UK sea indicativo de los mecanismos diferentes de accidon de cada droga y que la
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entrada de estas cepas si dependa del citoesqueleto de actina [58].
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Figura 21. Inhibidores del citoesqueleto tienen diferentes efectos en la infectividad de las cepas de rotavirus.
(A) Las células MA104 fueron pre-tratadas con 10mM de acrilamida y 20uM de nocodazol por 30min o con
10uM de citocalasina D por 1h a 37°C. Posteriormente, las células fueron infectadas y el reactivo se mantuvo
durante el periodo de absorcién. La infeccidn se dejo proceder por 15h a 37°C y posteriormente, las células se
fijaron y se procesaron para inmunotincién. Los resultados estdn expresados como el porcentaje de
infectividad observada en el control (células sin tratar). *, P <0.05, **, P <0.005, ***, P <0.0005 (paired t test).
(B) Inmunofluorescencia que muestra el efecto de los inhibidores en las células. Las células fueron tratadas
como se menciona en (A) y posteriormente fijadas y procesadas para inmunofluorescencia. Los distintos tipos
de citoesqueleto fueron tefiidos con anticuerpos contra vimentina (acrilamida) y tubulina (nocodazol), seguidos
de la incubacion con un anticuerpo anti-conejo o anti-ratdon Alexa 488, respectivamente. Para tefir el
citoesqueleto de actina, se utilizé faloidina-acoplada a Alexa 488 (citocalasina D). En todos los tratamientos, los
nucleos fueron tefidos con DAPI y se muestran en azul.

66



Tomados en conjunto, los resultados de esta parte del trabajo sugieren que las cepas de
rotavirus entran por vias diferentes, independientemente del tipo de receptor que utilicen (ver Tabla
3, al final de la seccién de resultados). La dependencia de la entrada de las cepas al pH acido también
es variable. En el caso del citoesqueleto, es intrigante que algunas cepas no se vieran afectadas por
ninguno de los inhibidores, dado que se sabe que tanto los filamentos de actina, como los
microtubulos son importantes para el movimiento de las vesiculas endociticas y los endosomas en la
célula [131, 133]. Posiblemente, se requieran tratamientos mds largos con los inhibidores dado que el
efecto de éstos es reversible y ya se ha reportado que virus como SV40 pueden estar horas detenidos
en alglin compartimento celular antes de continuar su entrada a la célula [89]. Por otra parte, es
interesante notar que la cepa de simio RRV no fue afectada por ninguno de los tratamientos que
bloquean los distintos mecanismos de endocitosis sugiriendo que pudiera estar ingresando a la célula
por una via aun no descrita en la literatura. Dadas las diferencias en la via de endocitosis entre
diferentes cepas de rotavirus resulta interesante comparar la via de entrada entre cepas que utilizan

diferentes receptores celulares.

C. Caracterizacion del tréfico intracelular de las cepas de rotavirus

Para estudiar el trafico intracelular una vez que el virus ha entrado a la célula, se eligieron dos
cepas de rotavirus; UK, que entra por clatrina (como lo demostramos previamente [118]), y RRV, la
cual no depende de la endocitosis mediada por clatrina, ni de las caveolas y tampoco de la

macropinocitosis [93, 118]. En esta parte del trabajo estudiamos el efecto de silenciar la expresién de
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proteinas involucradas en el trafico intracelular mediante la interferencia de RNA (RNAIi) o de la
expresion transitoria de mutantes dominantes negativas de algunas de las proteinas sobre la infeccién
viral.

Antes de enfocarnos al estudio del trafico intracelular evaluamos el papel de flotilina, una
proteina actualmente implicada en una nueva via de endocitosis [37], en la infectividad de las dos
cepas. Para comparar, inhibimos la endocitosis mediada por clatrina a través de la expresién de una
mutante dominante negativa de Eps15, una proteina importante para que clatrina sea reclutada a la
membrana. Esta mutante carece de los dominios necesarios para la localizacién de Eps15 a las jaulas
de clatrina [53]. El porcentaje de infectividad se determind estableciendo si las células que
expresaban Eps15 silvestre o mutante estaban o no infectadas con las distintas cepas de rotavirus. La
figura 22A muestra que como era de esperarse, la infectividad de la cepa UK se afecté por la
expresion de la mutante de Eps15 mientras que la de RRV no, lo cual concuerda con los resultados
obtenidos con el interferente de clatrina [118]. En el caso de flotilina, usamos un interferente para
inhibir la expresion de esta proteina (Figura 22B). En estas condiciones, la infectividad de la cepa UK
no se afectd mientras que la de la cepa RRV si disminuyd (Figura 22A) sugiriendo que esta cepa de

simio pudiera entrar a la célula por una endocitosis mediada por flotilina-1.
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Figura 22. Las cepas de rotavirus utilizan vias de endocitosis diferentes. (A) Se muestran los resultados cuando
se transfectaron plasmidos que expresan la mutante dominante negativa de epsl5 (Epsl5 mutante) o la
proteina control (Eps15 control) a las células MA104. Posteriormente las células fueron infectadas con los virus
y procesadas para inmunofluorescencia. La expresién de ambas formas se monitoreo a través de la expresidon
de la proteina verde fluorescente (GFP por sus siglas en inglés). Ademas se muestran los resultados obtenidos
cuando se disminuyd la expresiéon de flotilina-1 mediante la transfeccién de siRNAs como se describid
previamente [118]. Las infecciones con las cepas de rotavirus fueron detectadas como se indica en el pie de la
figura 16. *, P <0.05, **, P <0.005, ***, P <0.0005 (unpaired t test). (B) Inmunoblot que muestra el
silenciamiento de flotilina-1.

Continuando la caracterizacidon de la entrada de las dos cepas de rotavirus, exploramos de
manera general el trafico vesicular de las particulas virales internalizadas. En particular estudiamos el
papel de la via endosomal en la entrada de rotavirus. Para esto inhibimos la expresién de varias
proteinas claves para la entrega o la fusion de la vesicula endocitica a estos organelos como son las
Rab GTPasas [136-138]. En primer lugar, silenciamos la expresion de la proteina Rab5 (la cual tiene
tres isoformas Rab5a, Rab5b y Rab5c), encargada de, entre otras cosas, entregar la vesicula endocitica
a los endosomas tempranos [64]. Los resultados sugieren que tanto RRV como la cepa UK transitan
por los endosomas tempranos dado que su infectividad se afecta cuando se reduce la expresion de las

proteinas Rab5a, Rab5b y Rab5c (Figura 23). Este resultado fue confirmado al inhibir EEA1, proteina
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efectora de Rab5 y una de las proteinas involucradas en la fusion de la vesicula endocitica a los
endosomas tempranos [62, 63, 139] (Figura 23).

Para evaluar si los endosomas tardios o los lisosomas participan en la via del tréafico viral,
inhibimos la expresidn de las GTPasas Rab7 y Rab9. Rab7 es importante para la fusién de la vesicula
gue proviene de los endosomas tempranos a los endosomas tardios y también en la biogénesis de los
lisosomas [46, 137] mientras que Rab9 participa en la entrega de enzimas hidroliticas recién
sintetizadas en el Golgi a los endosomas, ademas de regular el tamafo de los endosomas tardios [140,
141]. Los resultados obtenidos muestran que ambas cepas se afectaron cuando se reducen los niveles
de Rab7 mientras que sélo RRV se afecta en ausencia de Rab9 (Figura 23). Estos resultados apuntan a
gue ambas cepas pudieran transitar por los endosomas tardios o los lisosomas. El efecto de Rab9
sobre RRV no es tan facil de explicar dada la funcidn que se le ha atribuido a esta proteina. Sin
embargo, se ha observado que estas Rab GTPasas pueden jugar otros papeles, ademas del ya descrito
[47, 140, 142] por lo que aun no podemos establecer claramente cudl seria la funcién de Rab9 en el
trafico vesicular de RRV.

Ademas de las Rab GTPasas, recientemente otras GTPasas han sido involucradas en la
regulacion de la internalizacidon de cargos celulares, entre ellas estan Arf6, Cdc42 y RhoA (Figura 1)
[31, 33, 36]. Como se menciond previamente, mutantes dominantes negativas de Arf6 bloquean la
entrada de ligandos celulares [36]. En cuanto a Cdc42 y RhoA, ambas miembros de las Rho GTPasas
proteinas tradicionalmente conocidas como reguladoras del citoesqueleto de actina [143], ahora se

sabe que algunos miembros de la familia se localizan en los endosomas y que interactian con

70



proteinas de la maquinaria endocitica [144, 145]. La internalizacién de diferentes moléculas como

receptores celulares o virus es regulada por estas proteinas [31, 146, 147].
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Figura 23. A pesar de utilizar mecanismos de endocitosis diferentes, las cepas de rotavirus comparten varias
proteinas en su via de entrada. Efecto en la infectividad de las dos cepas probadas en este estudio cuando se
silenciaron varias proteinas involucradas principalmente en trafico intracelular. Las células MA104 crecidas en
cubreobjetos fueron transfectadas con los siRNAs indicados y a las 72h post-transfeccion fueron infectadas. A
las 6hpi, las células fueron fijadas y procesadas para inmunofluorescencia. Las infecciones con las cepas de
rotavirus fueron detectadas como se indica en el pie de la figura 16. Las infectividades fueron expresadas como
porcentajes de células infectadas en las células transfectadas con los siRNAs (n2150). *, P <0.05, **, P <0.005,
*** P <0.0005 (unpaired t test).

En este trabajo analizamos si estas proteinas podrian participar en la infeccién por rotavirus y
las inhibimos utilizando la estrategia ya descrita. La figura 23 muestra que el silenciamiento de Cdc42

afecté claramente ambas cepas mientras que el efecto por la ausencia de Arf6 es menor y sélo afectd
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a la cepa UK. Mediante la expresion de plasmidos que expresan la forma silvestre, una mutante
dominante negativa que preferencialmente une GDP en vez de GTP (Cdc42 DN), o una mutante
constitutivamente activa que tiene una actividad pobre como GTPasa (Cdc42 CA), determinamos que
las cepas UK y RRV requieren que la GTPasa Cdc42 este activa (Figura 25).

La eficiencia del silenciamiento de las proteinas estudiadas en el trafico intracelular fue
evaluada por western blot o PCR en tiempo real y varia entre 50% hasta 90% de disminucion (Figura
24). Se puede ver que los interferentes utilizados contra las isoformas de Rab5 son especificos dado
gue no afectaron la expresidon de otras isoformas (Figura 24A). En el caso de Rab5c, dado que no
contabamos con anticuerpos especificos contra esta proteina, se cuantificéd la disminucién del mRNA

mediante RT-PCR en tiempo real (Figura 24B).
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Figura 24. Verificacion del silenciamiento de las diferentes proteinas inhibidas en este trabajo. (A)
Inmunoblots de las diferentes proteinas que se inhibieron donde se aprecia el silenciamiento obtenido en cada
caso. Como control de carga se utilizd un anticuerpo contra vimentina (vim). (B) Cuantificacion del gen de
Rab5C por RT-PCR en tiempo real para determinar la eficiencia del silenciamiento. *, P <0.05, **, P <0.005, ***,
P <0.0005 (unpaired t test).
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Figura 25. Rotavirus requiere que la GTPasa Cdc42 este activa durante la infeccidn. Las células MA104 fueron
transfectadas con pldsmidos que expresan la forma silvestre (Cdc42 wt), una mutante dominante negativa
(Cdc42 DN) o una mutante constitutivamente activa (Cdc42 CA) y posteriormente infectadas con las cepas de
rotavirus. A las 6hpi, las células fueron fijadas y procesadas para inmunofluorescencia. La expresion de las
proteinas se monitoreo a través de la expresién de GFP. Las infecciones con las cepas de rotavirus fueron
detectadas como se indica en el pie de la figura 16. *, P <0.05, **, P <0.005, ***, P <0.0005 (unpaired t test)

Por otro lado, evaluamos si el silenciamiento de estas proteinas afectaba la viabilidad de la
célula a través de la liberacion de la enzima deshidrogenasa lactica (LDH por sus siglas en inglés). Los

resultados obtenidos muestran que los interferentes utilizados en este trabajo no son téxicos para la

célula (Figura 26).
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Figura 26. Los interferentes usados en este trabajo no inducen muerte celular. Las células MA104 crecidas en
cajas de 96 pozos fueron transfectadas con los interferentes indicados y a las 72h post-transfeccién fueron
lavadas e incubadas a 37°C por 7h. Al finalizar la incubacidn, el medio celular fue colectado y la actividad de
deshidrogenasa lactica (LDH) fue determinada. Los resultados estan expresados como el porcentaje de
actividad observada en el control (células transfectadas con el interferente irrelevante).

D. Las proteinas que participan en trafico intravesicular, evaluadas en este trabajo, afectan la

entrada de rotavirus y no un evento posterior

Para determinar si el papel de las proteinas descritas anteriormente es en la etapa de entrada
de las cepas de rotavirus y no en pasos posteriores, las células fueron transfectadas con cada uno de
los siRNAs vy lipofectadas con DLPs (como se describié previamente [118]) y se midié su efecto en la
infectividad viral. Si el efecto de las proteinas silenciadas es en la entrada, se esperaria que el nimero
de células infectadas fuera cercano al control, es decir, que la infectividad no se afectara. Por otro
lado, si la proteina silenciada tiene otro(s) papel(es) durante el ciclo viral, el nimero de células

infectadas disminuiria o aumentaria. En la figura 27 se muestran los resultados obtenidos al lipofectar

74



las DLPs de las cepas RRV y UK en las células transfectadas con los diferentes interferentes.
Encontramos que la infectividad de las particulas virales no fue afectada en ningln tratamiento,

sugiriendo que estas proteinas participan en la entrada de estas cepas de rotavirus (Figura 27).
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Figura 27. El efecto en la infectividad de RRV y UK cuando se silencia la expresion de diferentes genes
celulares involucrados en la regulacion de la endocitosis es en la etapa de entrada. Las células MA104
transfectadas con los diferentes interferentes fueron lipofectadas con DLPs de las dos cepas por 1h a 37°C. A
las 15hpi las células fueron fijadas y la infeccion se detecté por inmunotincién. *, P <0.05, **, P <0.005, ***, P
<0.0005 (paired t test)
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Tabla 3. Resumen del efecto de las drogas y dominantes negativas usadas en este trabajo

Tratamiento RRV TFR-41 Wa UK
MBCD +++ +++ +++ +++
E NH,CI — +H++ +H++ -+
% Bafilomicina + ++ +++ ++
£ DMA — — — —
Sacarosa — ++ +++ +++
'2 Hsc70 ++ ++ ++ ++
g
e Acrilamida — — — —
Q
% Citocalasina D — — ++ +
&
2 Nocodazol — — — —
(@]
e 4 Caveolina-1 — — _ _
S 2 Dinamina-2 +++ +++ +++ +++
£ o
§ %ﬂ Eps15 _ ¥ ¥ -
Cdc42 +++ ND ND +++
Arfe - ND ND ++
Cdc42 +++ ND ND +++
Cadena pesada de clatrina — +++ +++ +4++
EEAL +++ ND ND +++
< Flotilina-1 +++ ND ND —
E Rab5a +++ ND ND +++
2 Rab5b +++ ND ND +++
Rab5c +++ ND ND +++
Rab7a +++ ND ND 4+
Rab9a +++ ND ND —
RhoA - ND ND —

- No se afecta la infectividad

+ Disminucidn en la infectividad igual o menor al 30%
++ Disminucidn en la infectividad entre 30 y 50%

+++ Disminucién en la infectividad mayor al 50%

ND No se determiné

* Determinado en otro trabajo
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VIIl. Discusion

La entrada de rotavirus a su célula huésped es un proceso que involucra varios pasos y en el
gue diversas proteinas, tanto celulares como virales, estan involucradas. En este trabajo evaluamos el
papel de varias proteinas celulares involucradas en distintas vias de endocitosis, en la entrada de
rotavirus. Inicialmente, caracterizamos la entrada de cuatro cepas que difieren en sus requerimientos
por los receptores celulares [118]. Los resultados muestran que independientemente del receptor
que utilicen, las cepas de rotavirus pueden entrar por vias diferentes siendo la endocitosis mediada
por clatrina una de estas rutas (Tabla 3). Ademas, en este estudio determinamos que la entrada de
tres de las cuatro cepas de rotavirus evaluadas depende del pH endosomal (Tabla 3). Explorando el
papel del citoesqueleto en la entrada de rotavirus, también observamos diferencias entre las cepas
(Tabla 3). Sin embargo, las cepas evaluadas en este estudio comparten su dependencia por el
colesterol presente en la membrana plasmatica y por la proteina de choque térmico Hsc70, uno de los
receptores conocidos para rotavirus [105, 119].

El hecho de que virus que pertenecen al mismo género usen diferentes vias de endocitosis
para infectar a la célula ya ha sido descrito previamente [148-152]. Inclusive, ya se ha reportado que
cepas de virus de la misma familia pueden utilizar la misma ruta de endocitosis y sin embargo, tener
diferencias en las proteinas reclutadas o activadas durante el proceso de entrada viral (como es el
caso de dos cepas de vaccinia) [152]. Por lo tanto, la observacion de que cepas de rotavirus aisladas

de diferentes especies animales utilicen distintas vias de endocitosis no fue inesperada. En nuestro
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caso, encontramos que tres de las cuatro cepas evaluadas (la cepa bovina UK, la cepa humana Way la
cepa porcina TFR-41) utilizan la via de endocitosis mediada por clatrina para entrar a la célula [118] y
resultados recientes indican que la cuarta cepa (la cepa de simio RRV) podria estar utilizando una
nueva via de endocitosis mediada por flotilina (resultados sin publicar). Ademas, encontramos que a
pesar de que las cepas utilicen la misma via de entrada (en este caso, la endocitosis mediada por
clatrina) existen diferencias en la sensibilidad con que la infectividad de cada cepa se afecta con el uso
de los diferentes inhibidores lo que sugiere que probablemente, la afinidad o el orden de interaccién
con los receptores celulares de cada cepa es distinta, provocando diferencias en la via de sefializacién
o reclutamiento de proteinas necesarias para cada ruta de entrada. Es por esto, que se continto la
caracterizacion de la entrada de rotavirus, pero ahora el trabajo se enfocé al trafico intracelular de los
virus internalizados. Para esta parte del trabajo se utilizaron dos de las cuatro cepas, UK y RRV, las
cuales entran a la célula por vias endociticas diferentes [118].

Integrando los datos obtenidos de los silenciamientos de las proteinas involucradas en el
trafico intravesicular, con los resultados de la caracterizacién de la entrada de las cuatro cepas,
podemos delinear los siguientes eventos: la cepa bovina UK entra a la célula por endocitosis mediada
por clatrina y dinamina, su entrada es sensible al pH endosomal y adem3s, depende de las proteinas
Cdc42, Rab5, EEA1 y Rab7 (Figura 28 y Tabla 3). Para la cepa de simio RRV los datos sugieren que esta
cepa entra a la célula por una via dependiente de flotilina y dinamina pero independiente del pH
endosomal. Al parecer RRV entra a la célula por una via aun no caracterizada que depende de flotilina

[37], aunque faltarian mas experimentos que nos permitan confirmar este resultado. Las proteinas
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Cdc42, Rab5, EEA1 y Rab7 también estan involucradas en la entrada de esta cepa; sin embargo, la
GTPasa Rab9a marca una diferencia a nivel intracelular entre las dos cepas (Figura 28 y Tabla 3).

La dependencia de las cepas UK y RRV por Rab5, sugiere que estos virus transitan por los
endosomas tempranos una vez dentro de la célula (Figura 28). La dependencia por EEA1, un conocido
efector de Rab5, apoya esta idea [62, 63, 65]. En este trabajo evaluamos el papel de las tres isoformas
de Rab5 en la entrada de rotavirus y encontramos que las tres isoformas participan en este proceso
(Figura 23). Hasta el momento, se conoce que la internalizacion del receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR) utiliza las tres isoformas de Rab5 [153]. Sin embargo, en este sistema encontraron
gue se requiere el silenciamiento simultaneo de las tres isoformas para tener una clara reduccién en
la entrada de este receptor. Seria interesante probar si el efecto de Rab5 sobre la infecciéon por
rotavirus se potencia en presencia de bajos niveles de las tres isoformas. La co-localizacién a tiempos
tempranos de particulas de UK o RRV con Rab5 (ambos marcados fluorescentemente) seria también,
una fuerte evidencia del papel de esta GTPasa en el trafico intracelular de rotavirus. Ademas, la
presencia de virus en vesiculas o endosomas purificados junto con la deteccidn de Rab5 o EEA1 en
estos compartimentos, apoyaria el papel de estas proteinas en la entrada de rotavirus.

La dependencia por Rab7 sugiere que las cepas UK y RRV transitan por los endosomas tardios
o los lisosomas (Figura 28). Sin embargo, sélo RRV requiere de Rab9. Estas dos Rab GTPasas a pesar de
estar en el mismo organelo parecen estar en dominios diferentes. Ademas, tienen funciones
diferentes. Rab7 esta involucrada en la fusidn de las vesiculas a los endosomas tardios, mientras que
Rab9 participa en el transporte de receptores de manosa-6-fosfato (MPRs) vacios de los endosomas al

Aparato de Golgi, donde captura enzimas hidroliticas recién sintetizadas en este organelo y las
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distribuye a la via endosomal [154]. Al igual que con Rab5 y EEA1, la co-localizacion a tiempos
tempranos de particulas de rotavirus con Rab7 seria evidencia de la participacion de esta GTPasa en el
trafico intracelular de este virus. Es de esperarse, que rotavirus interactle primero con las proteinas
de los endosomas tempranos (Rab5 y EEA1) y posteriormente, lo haga con Rab7. Sin embargo, se sabe
qgue el proceso de formacién o maduracidn de la via endosomal en endosomas tempranos, tardios y
lisosomas puede variar dependiendo el tipo celular [81] por lo que cabe la posibilidad de que en esta
linea celular, existan endosomas que tengan tanto Rab5 como Rab7 y que, por lo tanto, rotavirus
pueda utilizar estas proteinas al mismo tiempo.

El papel de Cdc42 en la via de entrada de las cepas UK y RRV pudiera ser porque esta proteina
regula el citoesqueleto de actina, o bien por alguna otra funcidén aun no caracterizada, es posible que
Cdc42 pudiera mediar otro mecanismo de endocitosis [155]. Cabe mencionar que ya existe al menos
un reporte de moléculas cuya internalizacion es regulada por esta proteina [33]. En el caso de RRVY, su
infectividad no se vio afectada al tratar las células con diferentes drogas que alteran el citoesqueleto
de actina, sugiriendo que el papel de cdc42 en la entrada de RRV no tiene que ver con su papel
candnico de regulador del citoesqueleto de actina (Figura 21A). Para la cepa bovina UK, el efecto de
Cdc42 pudiera ser la regulacién del citoesqueleto de actina dado que esta cepa si se afecta con los
tratamientos con citocalasina D (Figura 21A). Con los resultados de la mutante dominante negativa
de Cdc42, sabemos que es necesario que esta GTPasa esté activa durante la infeccidn por rotavirus.
Se requieren mas estudios para establecer detalladamente el papel de Cdc42 en la entrada de

rotavirus. La presencia de esta proteina en vesiculas o endosomas purificados, su reclutamiento a
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estos organelos o bien su presencia en la membrana plasmatica en la infecciéon por rotavirus, daria
mas informacidn sobre su participacién en la entrada de este virus.

Resultados de Daniela Silva et al, en nuestro laboratorio, apoyan el papel de la via endosomal
durante la infeccién por rotavirus (manuscrito en preparacién) ya que encontrd que la cepa de simio
RRV requiere de varias subunidades del complejo ESCRT, un complejo presente a lo largo de esta via
(Figura 1y 4) y que es necesario, entre otras cosas, para la distribucién del cargo a los lisosomas [73,
156]. Ademas, en este trabajo se encontré que la infectividad de RRV disminuye en ausencia del
receptor de manosa-6-fosfato dependiente de catién, lo que apoya la idea de que el papel de Rab9
pudiera ser porque esta cepa requiera la presencia de alguna enzima en la via endosomal.

En resumen, los resultados obtenidos indican que, la cepa bovina UK entra a la célula por la
via endocitica cldsica: dependiente de clatrina, eps15, dinamina, es sensible al pH endosomal y
transita por la via endosomal (EEA1, Rab5 y Rab7) mientras que la cepa de simio RRV parece utilizar
una via nueva que requiere flotilina-1 y dinamina pero que al igual que UK, también pasa por la via
endosomal (Figura 28 y Tabla 3). Queda aun por determinar en qué paso de la via, los virus escapan
hacia el citoplasma donde se replican. Estudios en células vivas utilizando tanto virus como proteinas
celulares fluorescentes de los distintos procesos endociticos, seran de mucha utilidad para confirmar,

aclarar y dar mas informacién sobre la via de entrada de los rotavirus.
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Figura 28. Resumen de los resultados obtenidos en este trabajo. Muestra las diferentes proteinas y organelos
celulares que podrian estar participando en la via de entrada de las cepas de rotavirus utilizadas en este
trabajo.
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IX. Conclusiones

e Las cepas de rotavirus utilizadas en este trabajo comparten el requerimiento por
colesterol y la proteina Hsc70.

e Las cepas de rotavirus entran a la célula por vias de endocitosis diferentes y esto no
correlaciona con el uso de receptores.

e Las cepas UK, Wa y TFR utilizan la ruta mediada por clatrina para ingresar a la célula 'y
de acuerdo con su internalizacidn por esta via, su entrada depende del pH endosomal

e La cepa RRV parece entrar a su célula huésped por una via dependiente de flotilina-1y
dinamina, pero independiente de pH.

e A pesar de utilizar diferentes mecanismos de endocitosis para entrar, las cepas UKy
RRV comparten varias de las proteinas involucradas en trafico intracelular como son
Rab5, EEA1 y Rab7. La diferencia la marca la GTPasa Rab9, que sdlo es requerida por
RRV.

e Conrespecto a Cdc42, tanto UK como RRV dependen de esta enzima. Sin embargo,
debido a su amplio espectro de funciones, se requieren mds experimentos para
determinar si esta GTPasa pudiera estar mediando otra via de endocitosis o bien

participar en algun proceso intracelular.
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Perspectivas

Identificar que proteina (s) viral (es) es la responsable de la diferencia en la via de entrada de
las cepas RRV y UK utilizando la estrategia de virus rearreglantes.

Caracterizar la via de entrada de rotavirus en células vivas utilizando tanto virus como
proteinas celulares marcadas fluorescentemente.

Confirmar el papel de flotilina.

Purificar vesiculas/endosomas en células infectadas e identificar otras proteinas celulares
involucradas en la via de entrada.

Identificar si existen cambios estructurales en las particulas virales cuando se encuentran en
estos compartimentos, ésiguen las proteinas virales VP4 y VP7 asociadas a la particula viral?,
éya se liberaron o permanecen asociadas pero con cambios conformacionales?

Determinar el paso de la via endocitica en la que el virus penetra hacia el citoplasma de la

célula.
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RESUMEN

Los virus representan una version microscopica del caballo de Troya, en la que hacen uso de procesos celulares
para poder entrar a la célula e infectarla. La endocitosis es uno de estos procesos que los virus han aprovechado
para poder ser internalizados. En esta revision se presentan las distintas vias de endocitosis conocidas hasta el
momento, asi como ejemplos de distintos virus que utilizan cada ruta para ingresar a la célula.

Palabras Clave: Caveolas, clatrina, dinamina, endocitosis, entrada de virus.

ABSTRACT

Viruses represent a microscopic version of the Trojan horse by mimicking processes known to the cell to get inside
and infect it. Endocytosis is one of these processes that viruses take advantage of to be internalized. In this
review, the distinct endocytic pathways known to date are discussed. In addition, a brief overview of the entry
of different viruses known to use each of these routes is provided.

Key Words: Caveolae, clathrin, dynamin, endocytosis, virus entry.

INTRODUCCION

a endocitosis es el proceso mediante el cual ingresana complejidad de este proceso, se siguen encontrando nuevas

ala célula solutos, moléculas y particulas de distintosrutas cuya caracterizacion es aun incompleta.

tipos. Este proceso consiste en la invaginacion de la

membrana plasmatica, formando una vesicula cuyoExisten varios criterios para clasificar los diferentes tipos de

contenido es transportado del exterior al interior de la célula. Laendocitosis, éstos son: el tipo de molécula que se internaliza

endocitosis tiene un papel fundamental en diferentes procesogoxina, virus, ligando, receptor), el componente que cubre la

celulares como son la respuesta inmune, la comunicaciorvesicula (clatrina, caveolina, flotilina, etc.), la participacién de

intercelular, la transduccion de sefiales y la homeostasis, tant@TPasas en el proceso, el mecanismo de escision de la vesicula

celular como del organismo completo. de la membrana y la participacion del citoesqueleto de actina,
entre otros

Este proceso celular esta constituido por una red de varios

organelos los cuales difieren en su composicion proteica ylLa presencia de las GTPasas de la familia Rab contribuye a la

propiedades bioquimicas (Figura 1). diferenciacion entre los distintos tipos de endosomas. Estas
GTPasas sonimportantes en laregulacion del trafico intracelular

Existen diferentes rutas de endocitosis que son usadas por lorque regulan la fusién de las vesiculas a los endosomas. De

célula para llevar a cabo distintas funciones (Figura $)n manera general, la unién del ligando al receptor favorece la

embargo, dados los avances metodoldgicos recientes, asi conformacion de la vesicula endocitica. Esta vesicula entrega su
cargo alos endosomas tempranos (0 endosomas de distribucion),
organelos con un pH alrededor de 6 donde se localizan las Rab

Nota: Articulo recibido el 24 de mayo de 2010 y aceptado el 14 de junio GTPasas4y 5. Enlos casos donde lamolécula endocitada es un

de 2010. receptor unido a su ligando, el pH acido puede promover la
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Figura 1. Esquema general de las diferentes rutas de endocitosis. Se muestran las distintas vias de endocitosis y la maquinaria
molecular asociada a cada ruta.

disociacion del ligando de su receptor. Usualmente, el ligandola clatrina es un complejo proteico formado por tres cadenas
el cual permanece en la via, es degradado, mientras que &feras y tres cadenas pesadas que constituyen una unidad
receptor entra a los endosomas de reciclamiento (donde estiamada "eltriesqueleto” (triskelion) de clatfiraste complejo
localizada Rab11) para regresar a la membrana celular. Lassreclutado alamembrana plasmatica por proteinas adaptadoras.
moléculas que son destinadas a su degradacién o que requieréma de estas proteinas adaptadoras, es el complejo AP-2,
llegar alinterior celular, cerca del nlcleo, entran alos endosomarmado por cuatro subunidades{2,u2 yo2). El complejo AP-
tardios (también conocidos como cuerpos multivesiculares -2 interactia con clatrina, a través de la subur@agestimula
MVBs-). En estos organelos, con un pH menor a 6, se localiza lau polimerizacion generando una malla de clatrina que cubre la
GTPasa Rab 7. Finalmente, la molécula endocitada llega a losesicula (Figura 2)Durante el ensamble progresivo de clatrina
lisosomas donde puede ser degradada por enzimas que estén la membrana, ésta va adquiriendo curvatura hasta que se
activas en un ambiente &cido. En el transcurso de toda la rutBormalavesicula endocitica. Lafision de la vesicula cubiertacon
endocitica, existen posibles rutas de escape para evitar lalatrina es controlada por la GTPasa dinamina. Se ha propuesto
degradacion en los lisosomas (Figura 1). gue la dinamina actlia como una mecano-enzima la cual usa la
hidrélisis de GTP para generar lafuerza necesaria para estrangular
A continuacion se da una breve descripcion de las rutas masl cuello y escindir las vesiculas de la membrana (Figbira 2)
conocidas hasta el momento que han sido clasificadas de
acuerdo a las proteinas que recubren las vesiculas endociticaSxisten diferentes maneras de inhibir esta via de endocitosis.
Desde agentes quimicos como sacarosa o clorpromazina hasta
Endocitosis mediada por clatrina siRNAs o mutantes dominantes negativas de los componentes
La endocitosis mediada por clatrina es el mecanismo mejorestructurales de la via (Tabla I).
caracterizado para la entrada de moléculas a la célula. Este tipo
de endocitosis requiere una serie de componentes estructural€ndocitosis mediada por caveolas
para poder formar la vesicula de manera que pueda selasegundaviade endocitosis mejor caracterizada esla mediada
internalizada. Uno de estos componentes, y por el cual esta vipor caveolas. En esta ruta, las caveolinas son el principal
recibe su nombre, es la clatrina. componente estructural. A diferencia de clatrina que requiere
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Figura 2. Formacién de las vesiculas de clatrina. Se muestran los pasos secuenciales involucrados en la endocitosis mediada
por clatrina y algunos de los componentes claves que participan en cada etapa.

Via Inhibidor Efecto Observaciones )
Dependiente Clorpromazina Inhibe el ensamble de la malla d¢ Puede afectar la fluidez y permeabilidad dq la
de Clatrina clatring® membrand

Medio sin potasio/con Polimerizacién anormal de clatrinaLa disminucién de potasio en el medio pugde
sacarosa Remueve las vesiculas cubiertag tener otros efectos como la inhibicion del
de lamembrarfa®® transporte de proteinas secrettras
Mutantes dominanteg Evita el reclutamiento de AP-2 a [aNo inhibe aquellas vesiculas con cubierta|de
negativas de eps15 |[membranacelular,inhibiendola | clatrina que no dependen del complejo AP}2
formacién de la malla de clatritfa
siRNAs cadena pesaflmhiben especificamente la
de clatrina expresion de clatriria
Dependiente Ciclodextrina Secuestra el colesterol de la Puede provocar efectos no especifitos
de Caveola membran&
Mutante dominante [ Inhibe la asociacion de la
negativa de caveoling caveolina a las balsas lipidi€as
siRNAs caveolina Inhibe especificamente la
expresion de caveoliffa
Macropinocitosig Citocalasina D Previene la polimerizacion de Puede inhibir la entrada de moléculas que
acting?®3 entran por otras rutas de endocitdsis
Amilorida Inhibe intercambiadores Inespecific®
Na+/H+ 13
ToxinaBde Inhibe alas GTPasas Rac, Cdc4RLas Rho GTPasas pueden participar en otfas
C. difficile y Rho® viag®1?

Tabla |. Estrategias usadas para el estudio de los distintos componentes y vias de la endocitosis.
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proteinas accesorias para ser reclutada a la membrana, 1&) se caracteriza por suindependencia a clatrinay caveolina, su
caveolinas son proteinas integrales que estan asociadas dependencia a dinamina y a colesterol. Ademas, el uso de
microdominios en la membrana plasmatica ricos en colesterol ynutantes dominantes negativas de la GTPasa RhoA, encargada
esfingolipidos también llamados balsas lipididasformacién de la remodelacion del citoesqueleto de actina, demostré que
de la caveola depende de la expresion de caveolina-1 en célul&sta via esta regulada por esta en%inka endocitosis del
no musculares y de caveolina-3 en células de mfs&dtas receptor de citocinag, que requiere de la polimerizacion de
proteinas forman oligémeros que cubren las vesiculas, las cualexctina, también se lleva a cabo de esta m&nera
son liberadas de la membrana plasmatica, a través de la accién
de dinamina, a estructuras llamadas caveosomas presentes erli ejemplo de cargos que entran por una via independiente de
interior de la célula (Figural).a ausencia de marcadores para dinamina son las proteinas ancladas a glicosil-inositol-fosfato
endosomas tempranos, tardios y de reciclaje indica que estd&Pl). Engeneral, las proteinas ancladas a GPl entran ala célula
estructuras representan un nuevo tipo de organeldierencia por esta via y son dirigidas a compartimentos endosomales
de los endosomas, estos organelos tienen pH neutro. tempranos enriquecidos en proteinas ancladas a GPI, GEECs
(por sus siglas en inglés de GPI-AP enriched early endosomal
El tratamiento de las células con genisteina, un inhibidor decompartments). Los GEECs son compartimentos endosomales
tirosin cinasas extraido de la soya, bloquea lainvaginacion de lagistintos, que no colocalizan con caveolina. La inhibicion de la
caveola% Se sabe que la cinasa Src fosforila a la caveolina-1 erendocitosis mediada por clatrina, y el uso de mutantes de
la tirosina 14 y esto incrementa la dinamica de las caveolas. Edinamina, no inhiben la internalizaciéon de estas proteinas. La
la Tabla | se muestran otras maneras diferentes para inhibir esexpresion de una dominante negativa de la GTPasa cdc42 si
via. inhibe esta vid

Macropinocitosis A principios del 2006, Glebat al., encontraron que flotilina-1,
Adiferencia de las otras vias de endocitosis, la macropinocitosisina proteina marcadora de balsas lipidicas, participa en una
involucralaremodelacion de grandes extensiones de lamembranaueva via de endocitosis (Figura®lfgsta novedosa ruta fue
plasmatica a través de cambios en el citoesqueleto de actina loaracterizada por la internalizacion de proteinas asociadas a
gue culminacon lainternalizacion de fluido en grandes vacuolagylicosilfosfatidilinositol (especificamente, CD59-GPI). Estos
llamadas macropinosomas (Figurd1)Este es un proceso investigadores encontraron que estas proteinas entran a la
transitorio cominmente inducido por factores de crecimientocélula a través de una via que es dependiente de flotilina pero
gue activan receptores de tirosin cinasas promoviendo cascadasdependiente de clatrina, caveolinay dinarfifor otro lado,
de sefalizacion que inducen cambios en el citoesqueleto d@ayneet al., mediante el uso de drogas, RNAI y la expresion
actinay en la membrana plasmatica. transitoria de proteinas descubrieron que la entrada de los
proteoglicanos es independiente de clatrina y caveolina pero
Entre las proteinas involucradas en el proceso de regulacion déependiente de flotilinay dinamiaAdemas, encontraron que
la macropinocitosis se encuentran las GTPasas Racy Cdc42 lastas moléculas y sus ligandos entran directamente a los
cuales activan ala cinasa PAK1 encargada de regular la dinamioandosomas tardios dado que los complejos (proteoglicanos y
del citoesqueleto de actihiaddemas, PAK1, cinasa que fosforila  sus ligandos cationicos) colocalizan con Rab9 pero no con
serinas y treoninas, activa a la proteina CtBP1 que es necesarizab5°.
para que se cierre el macropinos#inka inhibiciéon de los
intercambiadores NAH* por amilorida o derivados de ésta, Endocitosis como via de entrada de virus
blogquean esta vifaAdemas, agentes que alteran la polimerizacion Los virus son parasitos intracelulares obligatorios formados
del citoesqueleto de actina y mutantes dominantes negativas daor una cubierta proteica (capside) que rodea el material genético.
Rac, Cdc42 o PAK1, también afectan este mecanismo deAlgunos virustienenademas, unaenvolturalipidica proveniente
endocitosi&4 Es importante mencionar que estas proteinasde la célula que infecté previamente rodeando su capside. El
tienen otras funciones en la célula y es necesario combinaciclo replicativo de cualquier virus comienza con la unién de éste
estrategias experimentales paraasegurar que el cargo en particuersus receptores (entre ellos integrinas, gangliésidos,
gue se esta estudiando utiliza esta via de entrada (Tabla I). glicoproteinas, etc.) lo cual provoca cambios enla particula viral
gue favorecen las siguiente etapas. Una vez que el virus ha
Endocitosis independiente de clatrina y caveolina reconocido a sus receptores, el siguiente paso es la penetracion
Algunas vias de endocitosis han sido parcialmente caracterizadate la membrana celular. Este paso puede darse a nivel de la
recientemente y se han observado que son independientes tanteembrana plasmatica o en membranas intracelulares de
de clatrina como de caveolina y, sin embargo, pueden o naliferentes organelos dependiendo de los requerimientos de
depender de dinamiha cada virus. Muchos virus utilizan las vias de endocitosis para
entrar a la célula, mientras que pocos atraviesan directamente
Porejemplo, lainternalizacion del receptor de lainterleucina 2 (IL-la membrana celular por un mecanismo llamado penetracion
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Figura 3. Se muestran las distintas vias de endocitosis y los virus que utilizan cada una de éstas. Ejemplos de virus que entran por
macropinocitosis son: VIH (virus de la inmunodeficiencia humana), vaccinia y algunos serotipos de adenovirus. Dentro de los virus
que entran por una via dependiente de clatrina estdn: VPH (virus del papiloma humano), VSV (virus de la estomatitis vesicular),
reovirus, influenza y algunas cepas de rotavirus. SV40 (virus de simio que produce vacuolas 40) y ecovirus son representantes de
la endocitosis mediada por caveolas, mientras que la cepa de simio RRV de rotavirus entra a la célula por una via independiente
de clatrina y caveolina pero dependiente de flotilina y dinamina. Recientemente, se encontr6 que norovirus usa una via
independiente de clatrina, caveolina y flotilina pero dependiente de colesterol y dinamina. Finalmente, se ha reportado que
influenza y SV40 también utilizan una via independiente de clatrina, caveolina y dinamina.

directa (Figura 3). Cabe sefatpre la jornada de un virus no  La entrada de un virus utilizando el proceso endocitico de la
termina cuando llega al interior de la célula, a partir de esecélula le da varias ventajas. Primero, evita la barrera del
momento, la particula viral requiere desnudarse, es decir, liberacitoesqueleto de actina cortical que se encuentrainmediatamente
el genoma viral para que pueda ser replicado o traducidodebajo de la membrana plasmatica y forma una malla dificil de
Finalmente, las proteinas virales se ensamblan para generatravesar.Y por otraparte, le daacceso alos organelos endociticos
nuevas particulas virales que salen de la célulay son capaces tless cuales proveen de micro-ambientes que favorecen la
infectar a otras células. penetracion viral. Las proteasas endosomales o el bajo pH de
estos organelos son algunos de los recursos mas usados por los
En esta revision nos enfocaremos a la entrada viral que es lairus para facilitar procesos tales como el desnudamiento de la
primera etapa del ciclo replicativo de un virus. Especificamente particula.
nos referiremos a las distintas rutas endociticas que utilizan los
virus paraingresar ala célula. Esta fase inicia desde que el virugCémo se puede estudiar la entrada de los virus?
se une a sus receptores celulares hasta que llega a su sitio #s posible ver directamente alos virus mediante el microscopio
replicacion, el cual puede ser desde el citoplasma hasta el nlicleelectrénico o a través de microscopia de fluorescenciay se puede
Este proceso involucra varios pasos (unién, penetracion yevaluar el papel de la inhibicion de alguna via de endocitosis en
desnudamiento de la particula viral) y en el que es necesaria urfaarticular sobre laentrada del virus. Es factible marcar laenvoltura,
capside metaestable que, por unlado, searesistente para sobrevilds proteinas o el genoma viral con compuestos fluorescentes lo
en ambientes extracelulares y que, por otro lado, sea facil dgue permite seguir a los virus asi marcados durante su entrada
desensamblarse unavez llegado al sitio apropiado de replicaciéan células vivas. Sin embargo, uno de los problemas que hay con
para liberar su material genético. este tipo de enfoque es que no es posible distinguir cuales de las
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particulas virales que entran a la célula son infecciosas y, por lal citoplasma. Si los cambios conformacionales se inducen

tanto, dan una infeccién productiva y cuales no son infecciosasantes de que el virus seainternalizado, mediante un tratamiento

por lo que no llevan a cabo una infeccion productiva. Este no esle las particulas virales con pH acido, por ejemplo, el virus se

un problemamenor, ya que normalmente hay un gran nimero dimactiva y pierde su infectividad

particulas virales que no son "funcionales”, este nimero puede

llegar a ser como de 1:100 6 1:10,000 donde hay una particul®or otro lado, en algunos casos el pH acido no es suficiente para

infecciosa por cada cien o hasta diez mil particulas que sonnducir algin cambio conformacional necesario para facilitar la

defectuosas. Al observar estas particulas por microscopia no dssion de la particula viral con el endosoma. Se hareportado que

posible distinguirlasy, por consiguiente, no es posible determinamlgunos virus son activados a través de cortes proteoliticos que

s6lo con este método la via de entrada productiva que utiliza uson llevados a cabo por proteasas endosomales, como las

determinado virus. catepsinas (que son proteasas cuya actividad depende de pH).
En este caso el pH endosomal es necesario para activar a la

Otramanera que permite evitar este problema es evaluar el efecfwoteasa endosomal que al cortar alguna proteina viral promueve

que tienen los inhibidores de endocitosis sobre la produccion del cambio conformacional de la particula viral, lo que favorece

proteina viral o sobre la replicacion del genoma viral. Este es eh su vez la penetracion al citoplasma cetéar

enfoque mas usado en virus cuya proporciéon de particulas

fisicasversusinfecciosas es alta, ya que permite estar mas segur&ndocitosis mediada por caveolas

de que se esta determinando la via de endocitosis que usan l&xisten varios virus que pueden entrar por la ruta dependiente

particulas infecciosas. de caveolina como son el virus de la leucemia murina, ecovirus
y SV40, entre otros (Figura?3y°.

Existen varios ejemplos de virus que utilizan las diferentes rutas

de endocitosis paraingresar ala célulay a continuacion daremadsn el caso de SV40, un virus de DNA que tiene el potencial de

una breve descripcién de los ejemplos mas conocidos. causar tumores, su infectividad se ve disminuida cuando se trata
alas células con drogas como la nistatina, que inhiben €8ta via

Endocitosis mediada por clatrina: mecanismo muy Asimismo, la expresion de una mutante dominante negativa de

socorrido por los virus dinamina (defectuosa en su actividad de GTPasa) inhibe la

La endocitosis mediada por clatrina es uno de los mecanismoentrada de este viftj$o que sugiere que SV40 entra a la célula
mas utilizados entre los virus (Figura 3). Esta via es utilizada popor una via dependiente de caveolina y dinamina. Continuando
virus de diferentes familias como son el virus de la estomatitisla caracterizacion de la via de entrada, Pelketahsdemostraron
vesicular, papilomavirusy el virus del Nilo, entre oitésVirus gue inhibidores de tirosin cinasas como la genisteina bloquean
de granimpacto médico como son el de influenza o el del dengu& internalizacion de este vifusAdemas, SV40 requiere un
también entran a la célula por este mecansth@&n general,  citoesqueleto de actina dinamico dado que inhibidores de la
las moléculas -incluidos los virus- que entran a la célula porpolimerizacién de actina afectan su infectividdda ruta de
endocitosis mediada por clatrina estan expuestas al ambiententrada de SV40 es bastante inusual, este virus después de ser
acido de los endosomasy pueden responder al bajo pH sufriendaternalizado por la via dependiente de las caveolas es llevado
cambios conformacionales. En el caso de los virus, estos organelos celulares neutros llamados caveosomas (Figura 1)
cambios conformacionales permiten la exposicion de péptidosy de ahi es transportado al reticulo endoplasmatico donde la
de fusion los cuales a su vez interactian con la membrana dglarticula viral es desensamblada por enzimas de lamaquinaria del
endosoma facilitando su liberacién al citosol. Dependiendo delplegamiento de proteirfag Al ser un virus de DNA, el sitio de

pH que se requiera para provocar el cambio conformacional, eteplicacion de este virus es el nlcleo de la célula. Aun se
sitio de penetraciéon de los virus puede ser los endosomadesconoce el mecanismo que utiliza este virus para llegar hasta
tempranos (que tienen un pH 6.5 a 6.0), tardios (pH 6.0 a 5.5) este organelo.

inclusive los lisosomas (pH 5.5a4). Un ejemplo de un virus que

sufre unafusion catalizada por un ambiente &acido es el virus ddMacropinocitosis

influenza. En la superficie celular, el virus se une a receptoresRecientemente, Mercet al., encontraron que vaccinia, un
que tienen acido sidlico a través de las cabezas globulares de\arus de DNA envuelto que es responsable de la viruela en las
glicoproteina viral hemaglutinina (HA). El virus es entonces vacasy que se replica en el citosol, entra por macropinocitosis
internalizado via la endocitosis mediada por clatrinay el bajo pH(Figura 3). En este trabajo, siguierorel@rada de vaccinia

de los endosomas tardios provoca cambios conformacionalegsando tanto particulas virales como proteinas celulares
en las cabezas globulares de la proteina HA. Esto expone aharcadas con fluoréfloros y mostraron que este virus se
péptido de fusion el cual es unaregion altamente hidrofébica desocia a filopodios, estructuras tipo dedo formadas por el
la proteina. Ademas, estos cambios lo acercan alamembrana deitoesqueleto de actina que se proyectan del cuerpo de la
endosoma con lo cual la fusién de la membrana viral con lacélula. Siguiendo el paso de vaccinia, los autores vieron que
endosomal se puede llevar a cabo y el genoma viral es liberadeste virus utiliza este tipo de estructuras para acercarse al
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cuerpo de la célulay una vez emambrana plasmatica, el clatrina como la de caveolina y, sin embargo, depende de
virus es literalmente engullido. Inhibidores del citoesqueleto dedinamina, una proteinainvolucrada enlaliberacion de la vesicula
actina, tratamientos con amilorida que es un inhibidor de losde la membrana plasmati¢eEstudios recientes sugieren que
intercambiadores N&H* y mutantes dominantes negativas de estacepade rotavirus pudiera estar utilizando unavia dependiente
Racly PAK1 reducen lainfecciin de flotilinay dinamina para enti@utiérrez, Metal ., resultados

sin publicar).
Otros virus como adenovirus, virus de DNA no envueltos que
infectan principalmente las vias respiratorias, también utilizan 1aA inicios de este afo, se report6 que el norovirus murino 1, un
macropinocitosis para entrar a la célula. La unién de estos virugirus causante de gastroenteritis, entra por unaviaindependiente
a su receptor activa Racl, ademas, microscopias electrénicate clatrina, caveolinay flotilina pedependiente de colesterol
muestran que el virus se asocia a vacuolas grandesy sin cubiertadinamina (Figura 3j. Mediante el uso de agentes quimicos
Inhibidores del citoesqueleto de actinay de los intercambiadorey mutantes dominantes negativas también fue excluida la
Na'/H* bloquean lainfeccién; el virus también activa CtBP1 para macropinocitosis como mecanismo de entrada para este
cerrar los macropinosomas con adenovirus erfeliersel caso  virus.
delvirus de lainmunodeficienciahumana (VIH), unvirus envuelto
con genoma de RNA, se ha reportado que entra por diferentekos virus pueden entrar a la célula utilizando
vias dependiendo del tipo de célula. Sin embargo, ladiferentes rutas
macropinocitosis ha sido sugerida como su mecanismo dénicialmente se pensé que cada familiade virus utilizaba unasola
entrada en los macréfagos humahoEsta observacion se via de entrada para infectar diferentes tipos celulares. Sin
sustenta en la presencia del virus detectada por microscopiambargo, cada vez hay mas evidencia de que un mismo tipo de
electréonica en macropinosomasy la inhibicién de su entrada povirus puede entrar por diferentes mecanismos dependiendo del
drogas que evitan laformacion de ruffles (extensiones de membrar@po celulaf®4
generadas por laremodelacion del citoesqueleto de actina), tales

como amilorid&:. Como se mencion6 anteriormente, el representante tipico de la
endocitosis mediada por clatrina es el virus de inflL’ér2a
Endocitosis independiente de clatrina y caveolina embargo, se ha encontrado que en células HelLa este virus no es

Enelcasode virusinternalizados por un mecanismo independientafectado por drogas o mutantes dominantes negativas que
de clatrinay caveolina pero dependiente de dinamina se encuentmahiben tanto las vias de endocitosis mediadas por clatrina, como
rotavirus, un virus causante de diarrea severa en nifilos menoréas mediadas por caveolina, sugiriendo qué influenza puede
de 2 afios. Este virus no envuelto esta formado por tres capantrar también por unaviaindependiente de clatrinay dinamina
concéntricas de proteina. La capa mas externatiene un papel myfigura 3} Virus que entran por endocitosis mediada por
importante en lainfectividad viral, ya que estainvolucrada tantocaveolas como SV40 también pueden tener otras vias de €ntrada
en la unién como en la entrada de rotavirus. Enel 2005, Damret al., demostraron que este virus puede entrar
en células sin caveolinay utilizar una via que es independiente
Para entrar a la célula, los rotavirus requieren de varios®pasos tanto de caveolina como de clatrina y de dinamina (Figtfta 3)
El primero, es su activacién por tripsina. Una vez activado, elA pesar de utilizar diferentes mecanismos de endocitosis para ser
virus se une a la célula blanco a través del reconocimiento dinternalizado, SV40 mantiene su dependencia por el colesteroly
receptores presentes en la superficie celular. La presencia del requerimiento por las cinasas de tirosina en ambas vias de
dichos receptores determina en gran medida qué tipo celulaentrad&-“,
puede infectar un virus. Se sabe que para los rotavirus, el acido
sidlico, lasintegrinag2p1, av33, axp2yadflylaproteinade  Por otro lado, se ha encontrado que cepas de rotavirus que
choque térmico Hsc70 estan involucradas como sus recéptores presentan diferentes requerimientos por los receptores de
Enlaentradaderotavirus ala célula se hasugeridola participaciomembrana podrian entrar por distintas vias endociticas
de los microdominios lipidicos (también conocidos como balsas(Gutiérrez, Metal., resultados sin publicar). En este trabajo, se
lipidicas), ya que hay una severa disminucion en la infectividadevalué el papel de las vias de endocitosis mejor caracterizadas
al remover el colesterol de la membrana (lo que resulta en Idla dependiente de clatrina, de caveolinay la macropinocitosis)
desestabilizacion de las balsas lipidi®&é)La presenciadelas en la entrada de varias cepas mediante el uso de agentes
subunidades de integrin y33, de la proteina Hsc70, asicomo quimicos, siRNAs y mutantes dominantes negativas. Ademas,
de las particulas virales infecciosas en balsas lipidicas, apoyase determiné la dependencia del proceso de entrada por el pH
laidea de que éstas son importantes en la entrada de r@tavirusendosomal. Los resultados obtenidos muestran que sinimportar
Con respecto al mecanismo de entrada, se ha demostradas interacciones con los receptores, las cepas pueden entrar
mediante el uso de drogas y de dominantes negativas (de eps1aor vias distintas entre ellas la endocitosis mediada por clatrina
caveolina-1ydinamina-2), que laentrada de la cepa de rotavirug/o la dependiente de flotilina (Gutiérrez, éflal., resultados
RRV es independiente tanto de la endocitosis mediada posin publicar).
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CONCLUSIONES
Debido a su tamario (que puede ser 100,000 veces mas pequefid
gue unacélula), los virus dependen de toda la maquinaria celular
para su replicacion y, por lo tanto, han desarrollado estrategias
para aprovechar al maximo los recursos de su huésped. Es p
esto que la caracterizacion del ciclo replicativo de los virus
representa una fuente de conocimiento sin precedentes.

N

r

15.

Através de la caracterizacion de las rutas de entrada de los virus,
éstos han contribuido enormemente a la comprensiéon del6.
funcionamiento de la célula. Varias de las vias de endocitosis
aqui descritas se descubrieron gracias al estudio de los
mecanismos de entrada utilizados por los virus. Detalles de &7
formacion de las vesiculas cubiertas por clatrina han sido
descubiertos usando virus como reovirus, influenza y

dengué?442 18.

En si mismos estos agentes infecciosos son fascinantes pero a
lavez, su alta adaptabilidad y especificidad por el tipo celular quelo.
infectan, los hacen una herramienta molecular muy Uutil.
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REVIEW

Rotaviruses are the leading etiologic agents of
severe diarrheal disease in infants and young
children, being responsible for an estimated inci-
dence of 600,000 annual deaths globally, and
placing a significant economic burden on the
global healthcare system [1]. Two live-attenuated
vaccines have recently been licensed, however,
previous experience with the first licensed
rotavirus vaccine, which after being released in
1998 was withdrawn from the market a year
later owing to a possible correlation between vac-
cine application and the occurrence of intussus-
ception [2,3], has reinforced the need to develop
alternative approaches to control rotavirus infec-
tion. Fundamental to these developments is a
deep understanding of the molecular basis by
which rotaviruses enter their host cells.
Rotaviruses, members of the family Reoviridae,
are nonenveloped viruses, 100 nm in diameter,
with a genome composed of 11 segments of
dsRNA. The genome is enclosed in a capsid
formed by three concentric layers of protein. The
innermost layer, formed by viral protein (VP)2,
contains the viral genome and small amounts of
the viral RNA polymerase VP1 and the guanylyl-
transferase VP3; these viral elements constitute
the core of the virus. The addition of VP6 on top
of the core produces double-layered particles
(DLPs). The outermost layer, present in infec-
tious triple-layered particles (TLPs), is composed
of two proteins, VP4 and VP7. The smooth
external surface of the virus is formed by glyco-
protein VP7, while the spike-like structures con-
sist of VP4 [41. VP4 and VP7 are responsible for
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The initial steps of viral infection involve the specific attachment of the viral particle to
receptor(s) on the cell surface, followed by internalization of the virus into the cell and the
subsequent uncoating of the virion to release the transcriptionally active particle. These
events are essential for the successful initiation of a virus replication cycle and play an
important role in tissue tropism and pathogenesis of viruses. Rotaviruses, the leading cause
of severe childhood diarrhea, principally infect the mature enterocytes of the villi of the
small intestine. Several cell-surface molecules have been implicated in the early
interactions of rotavirus with its host cell, including sialic acid, various integrins, heat shock
protein 70 and gangliosides. However, the mechanism by which rotaviruses enter cells is
controversial, and both direct membrane penetration and endocytosis have been
proposed. Recently developed molecular and biochemical tools have allowed the
characterization of new endocytic pathways in mammalian cells. The description of these
new pathways led us to review and discuss the available data on rotavirus cell entry.

the initial interactions of the viral particle with the
host-cell receptors and these proteins are also
involved in the steps that lead to virus entry [s].
After binding to the cell surface, the virus must
penetrate the plasma membrane to effectively
infect the cell. This penetration is increased by,
and most probably depends on, trypsin treatment
of the virus, which results in the specific cleavage
of VP4 into polypeptides VP8 and VPS5 [4,6].
There has been great progress in the iden-
tification and characterization of rotavirus receptors
in recent years (Table 1). Readers are encouraged to
read some of the extensive reviews on the
subject [5,71, since only a basic description of these
receptors will be presented here. It has been pro-
posed that rotavirus cell entry is a multistep proc-
ess, which involves the two virus surface proteins
and several cellular molecules, including sialic
acids (SAs), integrins a2Bl, o4pl, avf3 and
axp2, the heat shock cognate protein (hsc)70, and
some gangliosides (reviewed in [5,7,8]). Differing
sensitivity of rotavirus strains to treatment of cells
with neuraminidase (NA; enzyme that removes
the external SA from glycoproteins and ganglio-
sides), led to the initial classification of rotaviruses
into NA-sensitive and NA-resistant strains [9,10].
More recently, the characterization of viral strains
whose infectivity is not inhibited by anti-integrin
antibodies suggested the existence of rotavirus
strains that are integrin independent [117. The
participation of various cell-surface molecules
during rotavirus cell entry suggests that in this
process the surface capsid proteins interact
sequentially with several of these molecules 5],
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Table 1. Cell-surface molecules involved in rotavirus cell entry.

Surface molecule
Sialic acid

Murine enterocyte
glycoproteins
Gangliosides

Integrins a2p1, a4pl, axp2

and avp3

Heat shock cognate
protein 70

Rotavirus strain* Assay Cell line Ref.

Several animal strains Infectivity after neuraminidase treatment MA104 [8,9]
of cells

RRV VOPBA - [91]

OSU, KUN, MO, NCDV,  Binding and infectivity assays MA104 [8,92-94]

UK and SA11 Binding in TLC plates CHO-Lec2

Several strains Infectivity assays; blocking with mAbs, MA104 [11,69,95-97]

ligands and peptides

RRV, Wa and nar
purified protein

Infectivity assays; blocking with mAbs and

MA104 [69,75,98]

*RRV and SA11 (simian origin); nar (neuraminidase-resistant mutant of RRV strain); OSU (porcine origin); KUN, MO and Wa (human origin);
NCDV and UK (bovine origin).
mAb: Monoclonal antibody; TLC: Thin layer chromatography; VOPBA: Viral overlay protein blot assay.
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and it is thought that these interactions cause con-
formational changes in the virus particles that
may be crucial during cell membrane penetration
[7.12]. The sequence of interaction events between
the virus and the cell surface has been extensively
characterized for the Simian rotavirus strain RRV
(which is sensitive to NA) and the monkey kidney
cell line MA104. Based on these studies, a model
for the early interactions of rotavirus RRV with
the host cell was suggested (reviewed in [5]). It has
been proposed that the initial contact of the virus
with the cell surface occurs through a SA-contain-
ing cell receptor, which uses the VP8 domain of
VP4, This initial interaction of the virus with SA
probably induces a subtle conformational change
of VP4, which allows the virus to subsequently
interact with integrin 21 through VP5. After
this second interaction, three more interactions
take place, although their order of occurrence has
not been established. These interactions occur
between: VP5 and hsc70; VP7 and integrin avp3;
and VP7 and integrin oxp2. Independent of their
order of occurrence, the various virus—receptor
interactions most probably induce marked con-
formational changes in the viral proteins, which
ultimately lead to the penetration and uncoating
of the virus through a raft-mediated process.

Virus entry

While detailed information about the entry of
several enveloped viruses is now available [13-15],
the mechanism by which nonenveloped viruses
enter cells is not well understood. Viral fusion
proteins at the surface of enveloped viruses medi-
ate apposition and fusion of the viral and cellular
membranes, allowing the viral nucleocapsid to
enter the cell. Whether this fusion event occurs at
the cell surface or in an endosomal vesicle is

Future Virol. (2008) 3(2)

mostly determined by the optimum pH of the
viral fusion protein [16-18]. The cell entry mecha-
nism of nonenveloped viruses poses the problem
that a large hydrophilic virus particle must
traverse a lipid membrane without having the
resource that enveloped viruses have, of fusing
two lipid membranes. Two general mechanisms
used by these viruses to reach the cell’s cytoplasm
have been described: direct penetration at the cell
surface, during which the viral particles are
directly translocated from the external milieu into
the cytoplasm, or internalization into cellular
compartments (e.g., endosomes).

The endocytic pathways used by different
viruses include clathrin-mediated endocytosis,
uptake via caveolae, macropinocytosis, and novel
nonclathrin, noncaveolae pathways that have
been recently described (Figure 1) [19,201. The
involvement of a particular virus entry pathway
was initially based on the use of inhibitory drugs,
which often have more than one target in the cell
and thus provide limited information. Currently,
more specific methods are available, such as the
use of dominant—negative mutants, or inhibition
of the expression of a specific protein by RNA
interference. These techniques have become
important tools to characterize the routes used
by viruses to enter cells [19,20]. In light of the dis-
tinct endocytic pathways that have been recently
described, it is important to critically reassess the
previously published work on rotavirus entry.

Proteolytic enhancement of

rotavirus infectivity

In vivo, rotaviruses have a specific cell tropism,
infecting primarily the mature enterocytes of the
villi of the small intestine, which represents an
environment with large amounts of proteolytic
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Figure 1. Main endocytic pathways that viruses use to enter

into the cell.
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enzymes; therefore, it was not surprising to find
that treatment of these viruses with trypsin
results in the specific activation of their infectiv-
ity [21-24]. This activation is mediated by the
cleavage of VP4 protein at three conserved
arginine residues located at amino acid (aa)
positions 231, 241 and 247, to yield polypep-
tides VP8 (aa 1-231) and VP5 (aa 248-776)
[4.6.221. The enhancement of infectivity of the
Simian rotavirus strain SA11 4S correlates with
cleavage at Arg 247, rather than at Arg 231 or
241 16]. Cleavage must be in that precise aa since
cleavage with other proteolytic enzymes, such as
chymotrypsin, which cleaves at neighboring
Asp 242 and Tyr 246, did not promote the
enhancement of viral infectivity (6. Further
processing of VP5 at aa 259, 583 and possibly
467, was observed after additional trypsin treat-
ment [25], although their relevance on the
enhancement of infectivity is not clear. Trypsin
cleavage of VP4 does not affect binding of the
virus to the cell surface, but it is required for
entry of the virus into the cell’s cytoplasm, and
probably for the uncoating of the virus particle.
The mechanism through which the trypsin
cleavage of VP4 enhances rotavirus infectivity is
not known, although it has been suggested that
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it primes the virus for entry by triggering a con-
formational change in the protein that rigidifies
the VP4 spikes (see later) [25]. An alternative
explanation is that peptides generated by the
trypsin cleavage of VP4 activate the membrane-
destabilizing properties of the viral outer capsid
proteins [26-29].

Rotavirus cell entry

Rotavirus entry into polarized cells

Despite the fact that in vivo rotaviruses infect
mature enterocytes, studies on the infection of
these type of cells have been limited by the lack
of established cell lines of small intestinal origin.
The few reports of enterocyte infection have
been carried out in cultures of jejunal mucosal
explants of ponies, primary murine small intesti-
nal epithelial cells and bovine fetal intestinal epi-
thelial cells, all of which were shown to be
susceptible to infection by homologous and
heterologous rotavirus strains [30-32]. Cell entry
by rotavirus has also been studied in polarized
cell lines grown on permeable membrane filters,
where it was found that NA-resistant rotavirus
strains infected the apical and basolateral sides of
the cells with similar efficiency, while the
infection of NA-sensitive strains was restricted
to the apical side, and this selective infection
correlated with the expression of SA on the
apical membranes of the cells [33].

As already mentioned, integrins play an
important role as receptors for rotavirus infec-
tion [5]. However, in polarized epithelia integrins
are localized at the basolateral side of cells [34,35),
where they would not be accessible for interac-
tion with the virus. It was recently reported that
the VP8 domain of VP4 specifically and tran-
siently opens up tight junctions (TJs) in polar-
ized MDCK cell monolayers [3s], augmenting
the paracellular passage of nonionic tracers, and
allowing the diffusion of the basolateral proteins
Na*/K*-ATPase, avp3 integrin and p1 integrin
subunit, to the apical side of the cells. These
changes correlated with an altered subcellular
distribution of the TJ proteins ZO-1, claudin-3
and occludin, suggesting that the interaction of
the virus with polarized epithelia could also alter
the TlJs, allowing the basolateral integrins to dif-
fuse to the apical domain of the cells, where they
could interact with the viral particles.

Rotavirus entry into nonpolarized cells

Given the lack of a better model, most of the
studies on the entry and replication cycle of rota-
virus have been carried out either in the epithelial
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monkey Kkidney cell line MA104 or in the
human colon carcinoma cell line Caco-2, in
which rotaviruses grow to high titers.

Early electron microscopy studies of rotavirus-
infected cells described the presence of rotavirus
particles in coated pits and in a variety of vesicles
[37,38]. Using this technique, it was proposed that
trypsin treated, infectious rotavirus particles
enter cells by direct plasma membrane penetra-
tion, while the untreated, noninfectious viral
particles are removed from the cell surface by
endocytosis, a process that did not lead to a pro-
ductive infection [397. However, since electron
microscopy studies are carried out with high
multiplicities of infection, and virus preparations
usually contain an excess of noninfectious parti-
cles, it is not possible to determine by this
method alone whether individual events are part
of a pathway leading to a productive infection.

The rate of cell entry by trypsin treated and
nontreated simian rotavirus RRV was studied
using an infection assay [40]; trypsin-activated
virus was found to be internalized with a half-time
of 3-5 min, while it took ten-times longer for the
nonactivated virus to disappear from the cell sur-
face. These results reinforce the idea that infec-
tious rotavirus particles enter MA104 cells by
direct membrane penetration, while noninfec-
tious particles are internalized via a pathway that
leads to a nonproductive infection. The direct
penetration hypothesis was also supported by the
fact that treatments known to affect the classical
endocytic pathway did not seem to affect the
infectivity of several different rotavirus strains
(summarized in Table 2) [37,40-44]. Direct cell mem-
brane penetration has also been proposed as a
mechanism of entry of rotaviruses supported by
the findings that purified trypsin-activated RRV

Table 2. Treatments that affect different steps in the cellular entry of rotaviruses.

Pathway affected Inhibitors Viral strain* Cell line Effect on infectivity Ref.
Clathrin-mediated Chlorpromazine RRV MA104 None [47]
endocytosis Sucrose
Eps15 DN*
Caveolae-mediated Nystatin, Filipin RRV MA104 None [47,99]
endocytosis MB-cyclodextrin RRV, Wa, nar MA104 90% reduction
Caveolin-1 DN RRV MA104 None
Caveolin-3 DN RRV
Vesicle scission Dynamin DN RRV MA104 85% reduction [47]
Cytoskeleton Cytochalasin D RRV MA104 None [47]
polymerization L929 Sixfold increase [41]
Colchicine RRV MA104 None
L929
Energy inhibitors Sodium azide RRV MA104 None [40,41]
L929 None
Dinitrophenol RRV MA104 None
Inhibitors of endosomal  NH,ClI OSU, RRV, SA11, MA104 None [37,40,41,43,47,84]
acidification KUN 1929 None$ [42,44,47)
Bafilomycin Al RRV, OSU, OSU, MA104 60% reduction$ [83]
SA11 MA104 None [37,40,41,43]
Cloroquine OSU, RRV, KUN, MA104 None [41,84]
SA11 L929 None [42,43,47]
Methylamine RRV, KUN MA104 None [43,84]
Dansylcadaverine RRV, KUN MA104 None [84]
Monensin SAl1l MA104
Nigericin SAl11 MA104
Increase in [Ca?*); lonophore A23187 OSU MA104 InhibitionT [37]
lonomycin RRV MA104 None$ [42]
Thapsigargin RRV MA104 None$§ [83]
Ca-EGTA OsuU, SA11 MA104 40-50% reduction®
*RRV and SA11 (simian origin); nar (neuraminidase-resistant mutant of RRV strain); WA and KUN (human origin); OSU (porcine origin).
*Dominant-negative mutant.
8As measured by a-sarcin co-entry.
finhibition of decapsidation.
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virions mediated 51Chromium, 4CCholine and
3H|ngsitol release from prelabeled MA104 cells
[40]. In addition, infectious rotavirus particles of
bovine strain RF were found to permeabilize
carboxyfluorescein preloaded vesicles [45], and
purified VP5 protein was found to be responsible
for this release [271. However, in these experi-
ments a vast excess of purified rotavirus particles
were used in relation to lipid or membrane pro-
teins, and therefore it is difficult to asses the bio-
logical significance of these observations given
that, in vivo, the number of infectious units of
rotavirus capable of establishing a productive
infection is low [46]. Early membrane permeabili-
zation was also observed during cell entry of RRV,
OSU and RF strains, which allowed the co-entry
of toxin a-sarcin, with maximum permeability
observed with as little as ten infectious particles
per cell [42,44].

More recently, the entry of rotaviruses in
MA104 cells was re-evaluated using new molecu-
lar and biochemical tools (Table2). Rotaviruses
were shown to enter cells in the presence of com-
pounds that inhibit clathrin-mediated endo-
cytosis, as well as cells overexpressing a dominant-
negative form of Eps15, a protein crucial for the
assembly of clathrin coats. It was also found that
treatment of cells with the cholesterol-binding
agents nystatin and filipin, as well as the expres-
sion of dominant-negative caveolin-1 and -3
mutants, had no effect on rotavirus infection,
suggesting that the virus was able to enter cells in
which the caveolae uptake was blocked. Interest-
ingly, cells expressing a dominant—negative
mutant of the large GTPase dynamin, which is
known to function in several membrane scission
events, and cells treated with methyl-B-cyclo-
dextrin, a drug that sequesters cholesterol from
membranes, were poorly infected by rotavirus,
indicating that cholesterol and dynamin play a
role in the entry of these viruses [471. Cholesterol
is a key molecule involved in the integrity of
membrane lipid microdomains known as ‘lipid
rafts’ [4s). These structures have been shown to
exist in cell membranes as a result of the differen-
tial affinity associations of lipids [49,50]. They are
resistant to solubilization with mild detergents,
and thus can be isolated as detergent-resistant
membrane fractions by density centrifugation
151]. It was found that both the receptors for rota-
virus and the infectious viral particle associate
with detergent-resistant membrane early in infec-
tion [527, suggesting that lipid rafts play an
important role during rotavirus cell entry, pre-
sumably by providing a platform that facilitates
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the efficient interaction of the cellular receptors
with the viral particles. Interestingly, lipid rafts
have also been found to be important during the
morphogenetic process of rotaviruses [53-56].
Taken together, these results suggest that the entry
of rotavirus RRV might use a recently described
cell internalization pathway, referred to as caveo-
lae/raft-dependent endocytosis, which is defined
by its clathrin independence, dependence on
dynamin and sensitivity to cholesterol depletion
[57,58]. However, it can not be discarded that rota-
viruses could enter the cell at the plasma mem-
brane level, using an undefined, direct entry
mechanism in which the depletion of cholesterol
could either alter the fluidity of the membrane or
disrupt the organization of the lipid rafts that
might be holding together the rotavirus receptors,
thus impairing virus entry (Figure 2).

Conformational changes

The initial binding of a virus to the cell is fol-
lowed by a series of events that include changes
to the structure of the virion. It has been shown
that enveloped viruses frequently undergo con-
formational changes in their fusion glycoproteins
following protease cleavage, and a secondary
event that can include binding to a receptor
and/or a pH change. These conformational
changes are important in mediating the fusion of
viral and cell membranes. Nonenveloped viruses,
such as poliovirus, reovirus, or adenovirus have
also been shown to undergo conformational
changes upon interaction with their cell recep-
tors [59-63]. In rotaviruses, it has been demon-
strated that virus particles activated with trypsin
become more hydrophobic [45]. It is possible that
trypsin cleavage reorganizes the VP4 spikes into
a conformation that will allow subsequent
virus—receptor interactions; this hypothesis is
based on recent studies demonstrating that,
while the VP4 spikes of nontrypsinized particles
of the Simian rotavirus strain SA11 4F could not
be visualized by cryoelectron microscopy, these
spikes became visible upon treatment of the viri-
ons with trypsin, indicating that the cleavage of
VP4 yields icosahedrally ordered spikes, which
are structurally different in trypsin cleaved and
uncleaved virions [25].

As previously mentioned, during entry rota-
viruses interact with several cell-surface mole-
cules, including SA, gangliosides, integrins
a2Bl, axp2 and avp3, and hsc70 (5,77. Some of
these receptors are used for virus attachment,
while others appear to be involved in
postattachment steps, and it has been proposed
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Figure 2. Possible modes of rotavirus entry.
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The interaction of rotavirus with its receptors induces conformational changes that allow the entry of the virus into the cell.

The precise mechanism used by rotaviruses to enter the cell is not completely understood; however, recent findings point at two

entry pathways. The first involves the direct penetration of rotavirus into the cell, resulting in the release of the DLP into the

cytoplasm (A). The other possible route involves dynamin-dependent endocytosis, where the TLP particle is internalized in an endocytic
vesicle (B). Once in this cellular compartment, distinct mechanisms may be involved to trigger the membrane penetration process.

(C) A calcium-dependent mechanism, in which the virus uses an endocytic pathway that is sensitive to CaZ* concentration [76].

In this model, the virus enters the cell by endocytosis and the vacuolar proton ATPase pump could provide the force for Ca2* extrusion
of the vesicle, lowering its concentration and favoring the solubilization of the viral outer capsid proteins, which in turn could
permeabilize the endosomal membrane [75,76]. Once in the endocytic vesicle, the VP8 protein dissociates from the particle, exposing

a hydrophobic domain on VP5, which could insert itself into the endocytic membrane, creating pores that could allow the viral particles
to exit this vesicle (D).

DLP: Double-layered particle; hsc: Heat shock cognate protein; TLP: Triple-layered particle; VP: Viral protein.
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that these sequential interactions might cause
conformational changes in the viral particle that
could eventually lead to the virus penetrating the
membrane and uncoating, similar to what occurs
in adenovirus [61], or several members of the
Picornaviridae family [s4-66]. The evidence that
supports the conformational changes of rotavirus
proteins during virus entry are derived from
several different observations. A single aa substi-
tution in the SA-binding domain of VP8 causes
a conformational change in the protein [67,68]
that allows RRV and OSU mutant strains to
directly interact with integrin a2p1, surpassing
the initial interaction with SA [69].

The determination of the crystal structure of a
large fragment of VP5 revealed further possible
conformational changes during rotavirus cell
entry [12,70]. It was found that this part of the
protein folds back on itself, changing its struc-
ture from a dimer to a trimer, resulting in the
translocation of a potential membrane-interact-
ing peptide from one end of the spike to the
other. Based on these observations it was pro-
posed that the structural changes in VP5 might
lead to the release of VP8 from the viral particle,
unmasking a hydrophobic VP5 domain, which
could insert into the membrane, a process that
resembles the conformational changes observed
in the membrane fusion proteins of some envel-
oped viruses [71,72]. The interaction(s), or condi-
tion(s), that could trigger this conformational
change in VP5 are not yet clear. Furthermore,
one of the molecules involved in the postbinding
steps of rotavirus cell entry is hsc70 [73]; this
chaperone protein has been associated with the
transport of proteins across cell membranes,
binding to nascent polypeptides, with the disso-
ciation of clathrin from clathrin coats [74). The
interaction of hsc70 with rotavirus RRV in solu-
tion resulted in subtle conformational changes
on the viral outer capsid proteins, which resulted
in a partial loss of infectivity, leaving open the
possibility that interaction of the virus with the
membrane-associated hsc70 might induce con-
formational changes in the viral proteins that
favor virus entry [7s], in a manner similar to other
Viruses [76-79].

Virus uncoating

During, or shortly after, cell entry, the infecting
TLP uncoats, losing the two outer layer proteins
to yield a DLP that is transcriptionally active.
The transcriptase activity is observed in in vitro
assays when the surface proteins VP4 and VP7
are removed from mature TLPs by treatment
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with Ca2*-chelating agents [so]. In vivo it is not
clear whether the virus uncoats during the pene-
tration step or once it has reached the cyto-
plasmic milieu. It has been suggested that the
penetration of the virions into the cell’s
cytoplasm, which has a Ca?* concentration
several orders of magnitude lower than the
extracellular media, might be the factor that
triggers the uncoating of the virus and the acti-
vation of the viral transcriptase. The observation
that increases in cytoplasmic Ca2* concentration
induced by ionophores inhibit the uncoating of
the porcine strain OSU supports this hypothesis
1371, however, similar treatments did not inhibit
the infectivity of simian strain RRV (Table 2) [42].
One possible explanation for these discrepancies
is that different rotavirus strains require differ-
ent Ca%* concentrations to maintain the stabil-
ity of the outer surface proteins on the viral
particle [81,82].

The inhibition of infectivity of rotavirus
OSU after treatment with bafilomycin Al (an
inhibitor of the endosomal H*-ATPase),
together with the ability of soluble outer capsid
protein to permeabilize cell membranes (see
above), led to the hypothesis that rotaviruses use
an endocytic pathway that is sensitive to Ca%*
concentration [s3]. In this model, it was pro-
posed that the trypsin-activated virus enters the
cell by clathrin-mediated endocytosis and, once
in the endosome, the vacuolar proton ATPase
pump could provide the force for Ca2* extrusion
of the endosome, lowering its concentration and
favoring the solubilization of the viral outer cap-
sid proteins, which in turn could permeabilize
the endosomal membrane, releasing the DLP
into the cytoplasm [26,83). Even though this
model seems plausible, some conflicting results
need to be taken into account; as mentioned
earlier, treatments which affect clathrin-medi-
ated endocytosis have not been found to affect
rotavirus cell entry [37,40,42,44,47,84] and, although
bafilomycin Al is considered to be a specific
inhibitor of the vacuolar proton ATPase, it has
recently been reported that it can also affect
other cell functions, such as endocytic transport,
trapping virtually all viruses in early endosomes
[85,86]. Thus, the precise mechanism that triggers
rotavirus uncoating remains to be clarified.

Conclusion

Rotavirus entry seems to require sequential
interactions of the virus surface proteins with
distinct cell-surface molecules, in an organized
membrane microenvironment (rafts).
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The mechanism of virus entry into the natural
target cells (enterocytes) is still not known and,
to date, the available information comes from
studies on different cell lines. The proposed
mechanisms for the entry of rotavirus into cells
have changed with time, going from classical
endocytosis, to direct membrane penetration,
and finally to a poorly characterized type of
endocytosis. It is important to point out that the
rotavirus strains that have been used in these
studies are generally isolates adapted to grow in
cell culture, and their mode of entry may differ
from wild-type viruses when infecting entero-
cytes. The differences in receptor usage reported
for different rotavirus strains suggest that there
could also be differences in the mechanisms of
cell entry used by different isolates.

In summary, the cell entry of the best studied
rotavirus strain, RRV, suggests that after the ini-
tial interaction with SA, the virus interacts with
several other cell-surface receptors located in
lipid rafts, which promotes some conformational
changes in the surface proteins of the virus that
leads to penetration of the viral protein into the
cytoplasm. The entry of RRV might use a
recently described cell internalization pathway

referred to as caveolae/raft-dependent endo-
cytosis, which is defined by its clathrin inde-
pendence, dependence on dynamin and
sensitivity to cholesterol depletion [4s]. It is not
known how or when the outer capsid is lost, nor
how the virus is released from the endosome, but
conformational changes of the virus surface pro-
teins and the low concentration of intracellular
Ca?* could be involved in this process.

Future perspective

During the last decade a number of rotavirus
receptors have been identified, and the mecha-
nism of cell entry for some rotavirus strains has
been partially characterized. An approach that
should improve our knowledge about this proc-
ess, which is just starting to be considered, is the
study of the signaling cascades triggered during
rotavirus cell entry. A powerful technique that
will be used for this purpose is the silencing of
the expression of selected genes by RNA inter-
ference. This technology will also be used in the
near future to identify the cellular proteins that
are involved in rotavirus entry, as well as those
involved in later steps of virus replication,
through genome-wide screenings using SiRNA

Executive summary

Rotavirus cell entry

Rotaviruses, the most important cause of severe diarrhea in children, infect the mature enterocytes of the small intestine.

Owing to the lack of enterocyte cell lines, most studies of rotavirus cell entry have been carried out in epithelial cell lines (MA104
and Caco-2 cells) where the virus replicates efficiently, although they are not natural targets of the virus.

Even though huge progress in the characterization of rotavirus receptors has been made, the mechanism by which these viruses
enter their host cell has not been completely elucidated, and most of the studies have ended up with negative results, providing
evidence about how these viruses do not enter the cell.

The entry of these viruses does not occur through clathrin- or caveolae-mediated endocytosis, and they depend neither on the
acidification of endosomes, nor on cytoskeleton proteins.

Rotaviruses require cleavage by trypsin to be infectious, and depend on the presence of cholesterol on the cell membrane and
the activity of the large GTPase dynamin.

Conclusion

Considering the cell entry of the best studied rotavirus strain, RRV, it seems that after the initial interaction of the virus particle
with sialic acids, it interacts with several other receptors organized in lipid rafts in the cell membrane. During these interactions
some conformational changes in the viral particle take place, which are then followed by a recently described cell internalization
pathway, referred to as caveolae/raft-dependent endocytosis, defined by its clathrin independence, dependence on dynamin, and
sensitivity to cholesterol depletion.

It is not yet known how the outer capsid is lost and how the virus is released from the endosome, but conformational changes
and low intracellular Ca2* levels could be involved.

Future perspective

The study of virus entry into mature enterocytes, the primary natural target cells, must be carried out.

The recently available imaging and functional genomic tools will be of great help to define more clearly the cell entry of
rotaviruses; the use of time-lapse imaging and single-particle tracking of fluorescently-labeled rotavirus particles in living cells, and
the genome-wide screening of siRNA and microRNA libraries to silence most of the genes involved in rotavirus infection will
provide insight into the mechanism of entry of these viruses.
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or microRNA libraries designed to silence most
cellular genes. RNA interference was recently
used to identify the cellular kinases that are
important in clathrin- and caveolae-dependent
endocytosis [87].

Since most of the current knowledge on rota-
virus cell entry has been obtained using model
cell lines, it is important that future studies
make a special effort to characterize rotavirus
entry into mature enterocytes, the natural targets
of the virus. In addition, new methods that are
developing at great speed, such as time-lapse
imaging and single-particle tracking in living
cells (reviewed in [ss]), which were recently used
to analyze the cell entry of poliovirus and dengue
virus [s9,90], would be important to incorporate
in future studies to follow the entry of infectious
virus particles into cells. The use of these tech-
niques will allow us to observe the cell entry of
fluorescently-labeled single virus particles in real
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time and their interactions with cellular proteins
during this process. The knowledge generated
by these new approaches should provide infor-
mation that is relevant for the design of novel
therapeutic measures against infection with
these viruses.
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Rotaviruses, the single most important agents of acute severe gastroenteritis in children, are nonenveloped
viruses formed by a three-layered capsid that encloses a genome formed by 11 segments of double-stranded
RNA. The mechanism of entry of these viruses into the host cell is not well understood. The best-studied strain,
RRYV, which is sensitive to neuraminidase (NA) treatment of the cells, uses integrins a2f31 and avf33 and the
heat shock protein hsc70 as receptors and enters MA104 cells through a non-clathrin-, non-caveolin-mediated
pathway that depends on a functional dynamin and on the presence of cholesterol on the cell surface. In this
work, using a combination of pharmacological, biochemical, and genetic approaches, we compared the entry
characteristics of four rotavirus strains known to have different receptor requirements. We chose four rotavirus
strains that represent all phenotypic combinations of NA resistance or sensitivity and integrin dependence or
independence. We found that even though all the strains share their requirements for hsc70, dynamin, and
cholesterol, three of them differ from the simian strain RRYV in the endocytic pathway used. The human strain
Wa, porcine strain TFR-41, and bovine strain UK seem to enter the cell through clathrin-mediated endocytosis,
since treatments that inhibit this pathway block their infectivity; consistent with this entry route, these strains
were sensitive to changes in the endosomal pH. The inhibition of other endocytic mechanisms, such as
macropinocytosis or caveola-mediated uptake, had no effect on the internalization of the rotavirus strains

tested here.

Endocytosis is a cellular process that involves the formation
of a vesicle whose cargo is transported from the extracellular
milieu to the interior of the cell. Several endocytic pathways
have been described, and all of them have been shown to be
used by viruses during cell entry. These pathways include clath-
rin-mediated endocytosis, uptake via caveolae, macropinocy-
tosis, phagocytosis, and a novel non-clathrin-, non-caveola-
mediated pathway that is currently not well characterized (32).
While detailed information about the entry of several enve-
loped viruses is now available (4, 35, 49, 53, 56), the mechanism
by which nonenveloped viruses enter cells is not well under-
stood. Two general mechanisms have been proposed to be
used by these viruses to reach the cell’s cytoplasm: direct pen-
etration at the cell surface, during which the viral particles are
directly translocated from the external milieu into the cyto-
plasm, or internalization through endocytic processes (55).

Rotaviruses, members of the family Reoviridae, are the lead-
ing etiologic agent of viral gastroenteritis in infants and young
children worldwide, being responsible for an estimated 500,000
deaths each year (41). These nonenveloped viruses are formed
by three concentric layers of protein that surround the viral
genome, formed by 11 segments of double-stranded RNA. The
outermost layer of the virion is formed by two proteins, VP4
and VP7, which are involved in the early interactions of the
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virus with its host cell (7, 27). VP4 is involved in receptor
binding and cell penetration. The role of VP7 is less clear,
although it has been shown that it interacts with the cell surface
molecules at a postattachment step (17). After binding to the
cell surface, the virus penetrates the plasma membrane to
productively infect the cell. This penetration depends on the
trypsin treatment of the virus, which results in the specific
cleavage of VP4 to polypeptides VP8 and VP5. This cleavage
promotes VP4 rearrangements in the viral particles that rigid-
ify the spikes (7, 11).

Despite the fact that, in vivo, rotaviruses primarily infect the
mature enterocytes of the small intestine, studies of the infec-
tion of this type of cells have been limited due to the lack of
established intestinal cell lines of small intestine origin. Given
the absence of a better model, most of the studies on the entry
and replication cycle of rotavirus have been conducted either
in the epithelial monkey kidney cell line MA104 or in the
human colon carcinoma cell line Caco-2, which are highly
permissible to these viruses.

Using as a model MA104 cells and the simian rotavirus
RRYV, we have proposed that rotavirus cell entry is a complex
multistep process that involves the two virus surface proteins
and several cell receptors, including sialic acids, gangliosides,
integrins a2B1, a4B1, avB3, and axP2, and the heat shock
cognate protein hsc70 (22). We have also shown that depletion
of cholesterol from the cellular membrane severely impairs the
infectivity of rotavirus (19, 50) and have suggested that sphin-
golipid- and cholesterol-enriched membrane lipid microdo-
mains might be involved in rotavirus cell entry, since the virus
and its receptors associate with these domains at early times
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TABLE 1. Cellular receptor requirements of
different rotavirus strains

. .. Neuraminidase Integrin
Strain Origin sensitivity dependent References
RRV Simian Yes Yes 5,6,17
TFR-41 Porcine Yes No 6,17
UK Bovine No No 6,17
Wa Human No Yes 5,17,34

during infection (23). However, there are some rotavirus
strains that may not use all these molecules; some rotavirus
strains are resistant to the neuraminidase (NA) treatment of
the cell, and thus, they have been classified as NA resistant (6,
34). Additionally, the infectivity of some viral strains is not
blocked by anti-integrin antibodies, suggesting the existence of
rotavirus strains that are integrin independent (Table 1) (17).

The precise mechanism utilized by rotavirus to enter the cell
is, however, not yet defined. Recently, we reported that the
entry of the simian rotavirus strain RRV is independent of
clathrin- and caveola-mediated endocytosis; however, it is de-
pendent on dynamin (a protein involved in the scission of the
endocytic vesicles from the cellular membrane) and requires
the presence of cholesterol in the cell membrane (50). In this
work, using a combination of pharmacological, biochemical,
and genetic approaches, we compared the entry characteristics
of four rotavirus strains known to have different receptor re-
quirements. We found that all the strains tested share the
requirement for hsc70, cholesterol, and dynamin. Unexpect-
edly, we found that there were differences in the type of en-
docytic route utilized by three of the strains compared to that
of simian strain RRV. Bovine strain UK, porcine strain TFR-
41, and human strain Wa more likely enter the cell through a
clathrin-dependent mechanism, since treatments that inhibit
this process block the infectivity of these rotavirus strains; in
contrast, the entry of RRYV, as previously shown (50), is inde-
pendent of this pathway. The inhibition of other endocytic
mechanisms, such as macropinocytosis or caveola-mediated
uptake, had no effect on the entry of the rotavirus strains tested
here.

MATERIALS AND METHODS

Cells and viruses. The rhesus monkey epithelial cell line MA104 was grown in
Advanced DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) (Invitrogen, Carlsbad,
CA) supplemented with 3% fetal bovine serum (FBS) and was used for all
experiments carried out in this work. Rhesus rotavirus strain RRV and the
human strain Wa were obtained from H. B. Greenberg (Stanford University,
Stanford, CA), bovine rotavirus UK was donated by D. R. Snodgrass (Moredun
Research Institute, Edinburgh, United Kingdom), and porcine strain TFR-41
was obtained from I. Holmes (University of Melbourne, Victoria, Australia). All
rotavirus strains were grown in MA104 cells as described previously (40). Dou-
ble-layered rotavirus particles (DLPs) from different strains were purified by
CsCl density gradient as reported previously (14). Reovirus type 1 was kindly
provided by C. Ramos (CISEI, National Institute of Public Health, Cuernavaca,
Mexico). Simian virus 40 (SV40) was obtained from L. Gutiérrez (National
Institute of Public Health, Cuernavaca, Mexico).

Antibodies and reagents. Monoclonal antibodies (MAbs) to clathrin heavy
chain, hsc70, and hsp70 were purchased from ABR Antibodies (Golden, CO).
MADbs against the large antigen of SV40 (anti-SV40 TAg) and antihemagglutinin
(anti-HA) were purchased from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA).
Tetramethylrhodamine-conjugated dextran (TMR-dextran) and Alexa 488- and
568-conjugated secondary antibodies were purchased from Molecular Probes
(Eugene, OR). Horseradish peroxidase-conjugated goat anti-rabbit polyclonal
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antibody was from Perkin Elmer Life Sciences (Boston, MA). Rabbit polyclonal
antibodies to purified rotavirus particles (anti-TLPs), to rotavirus nonstructural
protein (anti-NSP2), to reovirus, and to vimentin were produced in our labora-
tory. Methyl-B-cyclodextrin (MBCD), sucrose, bafilomicyn Al, DMA [5-(N,N-
dimethyl)amiloride hydrochloride], and water-soluble cholesterol (BioReagent
product no. C4951) were purchased from Sigma (St. Louis, MO); ammonium
chloride was purchased from J.T. Baker (Phillipsburg, NJ).

Infectivity assay. Confluent MA104 cells in 96-well plates (for rotavirus infec-
tion) or 24-well plates (for SV40 infection) were washed twice with Eagle’s
minimum essential medium (MEM), and then approximately 2,000 focus-form-
ing units (FFU) of rotavirus or reovirus or 6,000 FFU of SV40 were adsorbed to
cells for 60 min at 37°C. After the adsorption period, the virus inoculum was
removed, MEM was added, and the infection was left to proceed for 15 h for
reovirus and rotavirus strains or 18 h for SV40 at 37°C. Infected cells were
detected by an immunoperoxidase FFU assay using a rabbit hyperimmune serum
directed to triple-layered particles (TLPs) (for RRV, UK, and TFR-41), a hy-
perimmune serum to rotavirus Wa, or a rabbit antireovirus antibody, as de-
scribed previously (8). Briefly, cell monolayers were fixed with 80% acetone in
phosphate-buffered saline (PBS), and intracellular viral antigen was detected by
antirotavirus or antireovirus polyclonal antibodies followed by a peroxidase-
conjugated goat anti-rabbit polyclonal antibody as described earlier (8). The
FFUs were counted in a Visiolab 1000 station (Biocom, Les Ulises, France) as
reported previously (19). SV40-infected cells were detected by a fluorescence
focus assay using an anti-SV40 TAg MAb as described previously (52).

Kinetics of rotavirus cell entry. To measure the rate of rotavirus cell entry,
confluent monolayers of MA104 cells grown in 96-well plates were washed twice
with cold MEM and left to chill on ice. Then, approximately 2,000 FFUs of each
rotavirus strain were added per well, and the viruses were allowed to bind on ice
for 1 h. After this time, unbound viruses were washed, warmed MEM was added,
and the plates were placed over a 37°C water bath. At the time points indicated
(see Fig. 1), the medium in the wells was aspirated, and viral particles still present
on the cell surface were detached by two quick washes with 3 mM EGTA in PBS,
followed by incubation in warm MEM. After reaching the last time point of the
entry measurements (90 min), the 96-well plates were placed into a CO, incu-
bator, and the infection was left to proceed for an additional 15 h. The cells were
then fixed and stained as described above. The amount of virus that entered at
each time point was compared to the amount of virus that entered when no
EGTA wash was performed, which was taken as 100% entry.

Treatment of MA104 cells with inhibitors. Confluent monolayers of MA104
cells grown in 96-well plates were washed twice with MEM and were pretreated
or not with different concentrations (indicated in each figure) of MBCD and
bafilomycin A1 (for 1 h), NH,Cl and DMA (for 30 min), or sucrose (for 10 min);
all reagents were dissolved in MEM. After this incubation, cells were infected
with the different rotavirus strains or with reovirus (2,000 FFU per well) for 1 h,
with the different reagents (except MBCD) maintained during this period. Cells
were washed twice with 3 mM EGTA in PBS to remove viral particles still
present on the cell surface. Reovirus-infected cells were further incubated with
an antireovirus polyclonal antibody for 15 min to neutralize the virus that re-
mained on the cell surface. Then, the infection was left to proceed for an
additional 15 h. For cholesterol replenishment assays, cells were washed twice
with MEM and treated for 1 h with MBCD 10 mM. After this treatment, the cells
were washed twice with MEM, and water-soluble cholesterol (100 pg/ml) was
added for 1 h. The cells were washed again and were infected with rotavirus
strains for 1 h. Finally, the cells were washed and the infection was left to proceed
for 15 h; all incubations were performed at 37°C. After incubation, cells were
fixed, stained, and analyzed as described above. None of these treatments caused
cell death as determined by morphological examination and trypan blue exclu-
sion assays (results not shown).

Dextran uptake. Confluent monolayers of MA104 cells grown on coverslips in
48-well plates were washed twice with MEM and treated with DMA for 30 min.
Then, the cells were cooled for 10 min at 4°C. After this period, the cells were
incubated with TMR-dextran (100 pM) in the presence of DMA for 30 min at
4°C. Prewarmed MEM was added, and the cells were shifted to 37°C for 45 min.
Finally, dextran uptake was stopped by washing with cold MEM and the cells
were fixed and prepared for immunofluorescence as described below.

Blocking of rotavirus infectivity with monoclonal antibodies to hsc70. Con-
fluent monolayers of MA104 cells grown in 96-well plates were washed twice with
MEM, and different concentrations of MAbs to hsc70 (MA3-006) or to hsp70
(MA3-009) were added to cells for 90 min at 37°C (18). After this incubation
period, MAbs were removed and cells were infected with the different rotavirus
strains (2,000 FFU per well) for 1 h at 37°C. After the adsorption period, the
virus inoculum was removed, cells were washed twice with MEM, and the
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infection was left to proceed for 15 h at 37°C. Infected cells were fixed and
immunostained as mentioned above.

Plasmids and transfections. Plasmids pCDNA3.1/Dyn2 (for wild-type [wt]
dynamin), which expresses N-terminally HA-epitope-tagged dynamin, and
pCDNA3.1/K44A (for mutant dynamin), expressing an N-terminally HA-
epitope-tagged K44A mutant, were kindly provided by S. L. Schmid (Scripps
Research Institute, La Jolla, CA). pCINeo/IRES-GFP/caveolin-1 and pCINeo/
IRES-GFP/caveolin-1 DN, which are bicistronic expression vectors expressing
green fluorescent protein (GFP) and wild-type caveolin-1 or a mutant caveolin-1
from which residues 1 to 81 were deleted, respectively, were kindly donated by J.
Eggermont, Katholieke Universiteit, Leuven, Belgium. Plasmids were trans-
fected into 80% confluent cell monolayers grown on coverslips using Lipo-
fectamine 2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA) according to the manufacturer’s
instructions. After 48 h, cells were infected with the different virus strains as
described above. The expression of wt dynamin and the K44A mutant was
monitored by using a MADb against the HA tag, whereas the expression of wt
caveolin and its mutant was monitored through GFP expression.

Transfection of siRNAs. Clathrin heavy chain small interfering RNA (siRNA)
was obtained from Dharmacon Research (Lafayette, CO); the sequence of this
siRNA was previously reported (2, 38). The siRNA used to knock down the
expression of dynamin-2 was kindly provided by P. Cossart (Pasteur Institute,
Paris, France) (57). As an irrelevant control, an siRNA to green fluorescent
protein was used. Transfection of siRNAs into MA104 cells was performed using
a reverse transfection method. Briefly, 15 pl Oligofectamine (Invitrogen, Carls-
bad, CA) was diluted in 1 ml MEM and incubated for 10 min at room temper-
ature. This mixture was then added to a well of a 48-well plate containing the
siRNA, also diluted in MEM. After an incubation of 20 min at room tempera-
ture, 200 pl of a single-cell suspension of 0.5 X 10° MA104 cells/ml was added
to each well, and the cells were incubated at 37°C. Seventy-two hours later, the
transfection mixture was removed and the cells were washed twice with MEM
and infected with rotavirus.

Lipofection of DLPs. siRNA-transfected cells were transfected with DLPs
from different rotavirus strains using Lipofectamine (lipofection). Briefly, DLPs
were diluted in MEM and incubated with a mixture of Lipofectamine (Invitrogen
Carlsbad, CA) in MEM for 20 min at room temperature. One hundred micro-
liters of this mixture was added to the cells for 1 h at 37°C, and then cells were
washed with MEM. At 15 h postlipofection, cells were fixed, and infected cells
were detected by a peroxidase focus-forming assay as described above.

Immunofluorescence (IF) assay. MA104 cells grown on glass coverslips to
approximately 80% confluence were transfected with plasmids for transient ex-
pression assays or with siRNAs as described above, and at 48 h posttransfection
(for plasmids) or 72 h posttransfection (for siRNAs), cells were infected with
rotavirus or reovirus for 2 h at 37°C. Six hours postinfection (h.p.i.), the cells
were fixed with 2% paraformaldehyde in PBS for 20 min. After this time, the cells
were washed three times with PBS containing 50 mM NH,Cl, permeabilized by
incubation with 0.5% Triton X-100 in blocking buffer (50 mM NH,CI, 1% bovine
serum albumin [BSA] in PBS) for 15 min, washed three times with PBS con-
taining 50 mM NH,CI, and blocked by incubation with 1% BSA, 50 mM NH,Cl
in PBS at 4°C overnight. The coverslips were incubated with primary antibodies
for 1 h, followed by incubation with the corresponding Alexa-labeled secondary
antibodies for 1 h. All incubations were performed at room temperature. Cov-
erslips were mounted on glass slides using Fluokeep (Argene, Varilhes, France),
and slides were analyzed with a fluorescence microscope (Zeiss Axioskop 2 mot
plus) coupled to a digital camera (Photometrics Cool Snap HQ). The images
were then digitally captured and prepared in Adobe Photoshop 6.0.

Immunoblot analysis. Cells were lysed in Laemmli sample buffer, denatured
by boiling for 5 min, subjected to SDS-PAGE, and transferred to Immobilon
NC (Millipore) membranes. Membranes were blocked with PBS containing
5% nonfat dry milk and incubated with the antibodies indicated in Fig. 7 as
previously described (36). Bound antibodies were developed by incubation
with a peroxidase-labeled secondary antibody and the Western Lightning
system (PerkinElmer).

Image analysis and statistical analysis. For quantification, nonmanipulated
raw images were assessed and counted for infected/transfected cells. In all in-
stances, data were acquired from at least three independent experiments. All
statistical evaluations were carried out with the two-tailed paired ¢ test using
Prism 5.0.

RESULTS

Kinetics of entry of different rotavirus strains. To determine
if receptor usage had some influence in the mechanism of
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FIG. 1. Kinetics of rotavirus entry. MA104 cells grown in 96-well
plates were infected with 2,000 FFUs of the indicated virus strains per
well. Viral particles present at the cell surface were removed with 3
mM EGTA at the indicated time points, and the infection was allowed
to proceed for 15 h at 37°C. Finally, cells were fixed and immuno-
stained as described in Materials and Methods. Data are expressed as
the percentage of the virus infectivity obtained in wells where viral
particles of each strain were not removed with EGTA, which was taken
as 100% infectivity. The arithmetic means and standard deviations of
the results of three independent experiments performed in duplicate
are shown.

rotavirus entry, we selected four rotavirus strains that have
been shown to differ in their susceptibility to NA treatment of
target cells and in their integrin dependence. Table 1 shows the
four strains chosen for this study. As mentioned above, the
interactions of rotavirus with the cell surface, as well as some
aspects of the mechanism of entry, have already been charac-
terized for the simian rotavirus RRV, which is NA sensitive
and integrin dependent (5, 6, 17, 28, 33). Initially, we deter-
mined whether all four strains entered the cell at the same rate.
For this, the different viruses were added to MA104 cell mono-
layers and allowed to bind for 1 h at 4°C; under these condi-
tions, the viral particles bind to the cell surface but do not
enter. Unbound viruses were washed off, and a synchronized
entry process was started by adding warm medium to the cells.
The entry of the viral particles was stopped at different times
by removing the virus that had not entered cells with an EGTA
wash, which releases the outer layer of the virions and causes
the particles to detach from the cell surface. After this step,
cells were incubated for 15 h and virus-infected cells were
quantitated with an immunoperoxidase focus-forming assay.
Figure 1 shows the results of these assay. The rate of entry of
all four rotavirus strains differed greatly; RRV entered the
cells with a half-time of about 35 min, whereas only 20% of
strain UK had entered after 90 min of incubation. Strains
TFR-41 and Wa had intermediate rates of entry, with half-
times of approximately 60 and 90 min, respectively.

The infectivity of all four rotavirus strains depends on the
presence of cholesterol. It has been shown that depletion of
cholesterol from the cell membrane, using chelating agents
such as methyl-B-cyclodextrin (MBCD), results in a severe
decrease in the infectivity of the simian strain RRV, its variant
nar3, and the human strain Wa (19). To determine if rotavirus
strains TFR-41 and UK also depend on cholesterol for cell
entry, the cells were treated with MBCD and the effect on the
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FIG. 2. Cholesterol depletion reduces the infectivity of all four
rotavirus strains. MA104 cells grown in 96-well plates were pretreated
with 10 mM MBCD for 1 h at 37°C and washed with MEM, and then,
water-soluble cholesterol (100 wg/ml) was added or not added to cells
for 1 h at 37°C. Finally, all wells were infected with 2,000 FFUs of the
indicated rotavirus strains. Fifteen h.p.i., infected cells were detected
by an immunoperoxidase focus detection assay using a rabbit serum to
rotavirus as indicated in Materials and Methods. Data are expressed as
the percentage of the number of FFUs observed in control untreated
cells, which was taken as 100% infectivity. The arithmetic means =
standard deviations of the results of four independent experiments
performed in duplicate are shown.

infectivity of the viral strains was measured. The results in Fig.
2 show that all four rotavirus strains were susceptible to cho-
lesterol depletion, suggesting that they all depend on the pres-
ence of cholesterol to infect the cells. To discard possible
secondary effects associated with MBCD treatment, choles-
terol was restored to cells after treatment with this drug and
the infectivity was measured (Fig. 2). We found that choles-
terol replenishment restored the infectivity of all rotavirus
strains, suggesting that the presence of cholesterol is required
for virus entry.

All rotavirus strains interact with hsc70. We have previously
found that the heat shock protein hsc70 plays an important
role as a postattachment receptor for RRV (18, 60). Here, we
tested whether the other strains analyzed also used hsc70 dur-
ing their interaction with the cell surface. In these assays, the
cell monolayer was incubated with different concentrations of
monoclonal antibodies directed to hsc70 or to hsp70 as a con-
trol. After this incubation, cells were infected with the different
rotavirus strains and their infectivity was determined at
15 h.p.i. We found that the infectivity of Wa, TFR-41, and UK
decreased by about 30 to 40% (depending on the viral strain)
when the infection was performed in cells preincubated with
the anti-hsc70 antibody, while the infectivity in cells that were
preincubated with the control antibody to hsp70 was not af-
fected (Fig. 3A and B). These results indicate that all four
strains tested require the presence of hsc70 on the cell surface.

Preventing endosomal acidification affects the infectivity of
some rotavirus strains. We and others (1, 25, 50) have found
that preventing the acidification of endosomes does not affect
the cell entry of RRV. Here, we tested the effects of NH,Cl
and bafilomycin A1l on the infectivity of Wa, TFR-41, and UK.
Cells were preincubated with these reagents and were then
infected with the different rotavirus strains. The effect of pre-
venting the acidification of endosomes on the infectivity was
determined by the detection of infected cells as described in
Materials and Methods at 15 h.p.i. (Fig. 4). As expected, the
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FIG. 3. Rotavirus infectivity is blocked by an antibody to hsc70.
MADs to hsc70 (A) or to hsp70 (B) were added to monolayers of
MA104 cells for 90 min at 37°C. After this incubation period, cells
were infected with the indicated rotavirus strains (2,000 FFUs per well)
for 1 h at 37°C. After the adsorption period, the virus inoculum was
removed and the infection was left to proceed for 15 h at 37°C.
Infected cells were fixed and immunostained as indicated in Materials
and Methods. Data are expressed as the percentage of the virus infec-
tivity when cells were preincubated with PBS as control. The arithmetic
means * standard deviations of the results from at least two indepen-
dent experiments are shown.

infectivity of RRV was not reduced by any of the concentra-
tions of NH,Cl tested. In contrast, the infectivity of the other
rotavirus strains was affected, as was the infectivity of reovirus
that was used as a positive control. Similar results were ob-
tained with bafilomycin A1, which prevents acidification of the
endosomes by inhibiting the vacuolar ATPase (12). The infec-
tivity of RRV with this treatment was slightly but statisti-
cally significantly affected (Fig. 4). Taken together, these
data suggest that strains TFR-41, Wa, and UK depend on
the acidification of the endosome to efficiently infect MA104
cells, while RRV seems to be less sensitive to changes in the
endosomal pH.

The low endosomal pH might be required to trigger confor-
mational changes in some of the viral proteins needed for the
virus to escape the endosomal compartment. Alternatively, an
acidic pH might be required for optimal function of the endo-
somal cysteine proteases cathepsin L and cathepsin B, whose
activity has been shown to be required for reovirus infectivity
(14). To determine if cathepsin L was needed for rotavirus
entry, we tested the effect of an inhibitor of this protease on the
infectivity of the different rotavirus strains. Reovirus was used
as a positive control for these experiments. We found that
while the inhibition of cathepsin L severely blocked the infec-
tivity of reovirus at the concentration tested, it did not signif-
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FIG. 4. Effects on rotavirus infectivity of treatments that prevent
the acidification of endosomes. MA104 cells grown in 96-well plates
were pretreated with 100 mM NH,CI or with 0.5 pM bafilomycin Al
at 37°C for 30 min or 1 h, respectively. Cells were then infected with
2,000 FFUs of the indicated rotavirus strains, maintaining the reagents
during the adsorption period of 1 h at 37°C. The virus inoculum was
removed, and the infection was left to proceed for 15 h at 37°C.
Infected cells were fixed and immunostained as indicated in Materials
and Methods. Data are expressed as the percentage of the virus infec-
tivity observed in control untreated cells, taken as 100%. The arith-
metic means * standard deviations of the results of at least five
independent experiments performed in duplicate are shown. *, P <
0.05; %, P < 0.005; #x%, P < 0.0005 (paired ¢ test).

icantly affect the infectivity of any rotavirus strain (data not
shown).

Macropinocytosis and caveola-mediated endocytosis are not
involved in rotavirus entry. To test whether some rotavirus
strains enter cells through macropinocytosis or caveola-medi-
ated endocytosis, we inhibited these two pathways and deter-
mined the effect on rotavirus infection. To inhibit the caveolin-
dependent route, we transfected the cells with a construct
expressing a dominant-negative mutant form of caveolin-1
(with amino acids 1 to 81 deleted) or with a plasmid encoding
the wild-type form of this protein (54). The results in Fig. SA
show that cells expressing the dominant-negative mutant
caveolin-1 were infected by all four rotavirus strains but were
not infected by SV40, which has been previously shown to
enter through caveola-mediated endocytosis and which was
used as a positive control in these assays.

To block macropinocytosis, we treated the cells with 5-(V,N-
dimethyl)amiloride hydrochloride (DMA), an inhibitor of the
Na™/H" pump, which has been shown to inhibit this pathway
(31). None of the rotavirus strains tested were affected by this
treatment (Fig. 5B), whereas the uptake of fluorescently la-
beled dextran, which is known to enter through macropinocy-
tosis, was inhibited (data not shown). Together, these results
suggest that neither macropinocytosis nor caveola-mediated
endocytosis is involved in rotavirus entry.

Treatments that inhibit clathrin-mediated endocytosis alter
the infectivity of some rotavirus strains. To establish if clath-
rin-dependent endocytosis is involved in the entry of the strains
studied, we determined the effect of treating MA104 cells with
a hypertonic medium (containing sucrose at different concen-
trations), which results in the dissociation of clathrin vesicles
from the plasma membrane (20, 21). The results in Fig. 6A
show that, while the infectivity of RRV was barely affected at
250 mM, the highest sucrose concentration tested, the infec-
tivity of the other three strains and reovirus decreased signif-
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FIG. 5. Blocking caveola-mediated endocytosis or macropinocyto-
sis does not reduce rotavirus infectivity. (A) MA104 cells were trans-
fected with plasmids expressing wild-type or the dominant-negative
mutant of caveolin-1. Transfected cells were infected with the different
viruses and processed for IF assay. Both wild-type and mutant proteins
were detected through GFP expression. Infected cells were fixed and
immunostained as indicated in Materials and Methods. The numbers
of infected cells in the GFP-positive transfected cells were scored (n =
100), and infectivities are expressed as percentages of the infected cell
number in the cells transfected with wild-type or dominant-negative
constructs. The arithmetic means * standard deviations of the results
of at least three independent experiments are shown. (B) MA104 cells
grown in 96-well plates were pretreated with the indicated concentra-
tions of DMA at 37°C for 30 min. Cells were then infected with 2,000
FFUs of the indicated rotavirus strain, maintaining DMA during the
adsorption period of 1 h at 37°C. The virus inoculum was removed, and
the infection was left to proceed for 15 h at 37°C. Infected cells were
fixed and immunostained as indicated in Materials and Methods. Data
are expressed as the percentages of the virus infectivity observed in
control untreated cells, representing 100%. The arithmetic means =
standard deviations of the results of at least three independent exper-
iments performed in duplicate are shown. *, P < 0.05; #*, P < 0.005;
*x%, P < 0.0005 (paired ¢ test).

icantly. These results point out the fact that different rotavirus
strains may enter the cells through different pathways.

To confirm the role of the clathrin-mediated endocytosis
pathway in the entry of some rotavirus strains, we silenced the
expression of the clathrin heavy chain by RNA interference
(RNAI), treatment that blocks the formation of clathrin cages,
and in consequence, the uptake of clathrin-mediated endocy-
tosis ligands, such as transferrin (38). Cells were transfected
with an siRNA directed to the clathrin heavy chain, and at 72 h
posttransfection, the cells were infected with different rotavirus
strains. At 6 h.p.i., cells were fixed and stained with antibodies
to clathrin and to rotavirus, and the number of infected cells
that were transfected with the siRNA against clathrin were
counted and compared with the number of infected cells that
were detected when an irrelevant siRNA was used as a control.
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FIG. 6. Effects on rotavirus infectivity of treatments that affect
clathrin-mediated endocytosis. (A) MA104 cells grown in 96-well
plates were pretreated with the indicated concentrations of sucrose
for 10 min at 37°C. Cells were then infected with 2,000 FFUs of the
indicated rotavirus strains, maintaining the hypertonic medium dur-
ing the adsorption period of 1 h at 37°C. The virus inoculum was
removed, and the infection was left to proceed for 15 h at 37°C.
Infected cells were fixed and immunostained as indicated in Mate-
rials and Methods. Data are expressed as the percentage of the virus
infectivity observed in control untreated cells, which represents
100%. The arithmetic means * standard deviations of the results of
five independent experiments performed in duplicate are shown.
(B) Immunofluorescence assay showing the silencing of clathrin
heavy chain. MA104 cells grown in coverslips were transfected with
the indicated siRNAs (Irre, irrelevant GFP siRNA); at 72 h post-
transfection, the cells were fixed and processed for IF using an
antibody to the clathrin heavy chain (green), and the nuclei
were stained with 4',6'-diamidino-2-phenylindole (DAPI; blue).
(C) MA104 cells grown in coverslips were transfected with the
indicated siRNAs and, at 72 h posttransfection, were infected with
the different strains of rotavirus or reovirus. At 6 h.p.i., cells were
fixed and processed for IF as indicated in Materials and Methods.
Rotavirus-infected cells were monitored using an anti-NSP2 rabbit
antibody, and reovirus-infected cells were detected by an antireo-
virus rabbit antibody, followed by incubation with antirabbit Alexa
568. The numbers of infected cells were scored, and the infectivities
are expressed as percentages of the numbers of infected cells found
in the cells transfected with the siRNAs (n = 150). The arithmetic
means * standard deviations of the results of at least three inde-
pendent experiments are shown. *, P < 0.05; %, P < 0.005; *%%,
P < 0.0005 (paired ¢ test).
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The results in Fig. 6B show that there was a very efficient
knockdown of the expression of clathrin, since few cells (ap-
proximately 10% of the control-transfected cells) were still
able to express this protein. Under these conditions, the uptake
of fluorescently labeled transferrin was blocked (data not
shown). When the effect on infectivity of silencing this protein
was measured, we found that the infectivity of RRV was not
significantly affected by this treatment, confirming our previous
results (50). In contrast, the infectivity of TFR-41, UK, Wa,
and reovirus was decreased when the clathrin heavy chain was
knocked down. The human strain Wa appeared to be the most
sensitive, since there was about an 80% reduction of its infec-
tivity under these conditions (Fig. 6C).

Role of dynamin in rotavirus entry. Dynamin is a large
GTPase that is responsible, among other things, for scission of
vesicles from the plasma membrane (10). A dominant-negative
mutant form of dynamin II, mutant K44A that contains a single
amino acid change in the GTPase domain, has been used
extensively to inhibit both caveolar and clathrin endocytosis
and to define the role of these pathways in the cell entry of
several viruses (16, 24, 44, 58). In order to define the role of
dynamin in the entry of rotaviruses, MA104 cells were tran-
siently transfected with plasmids that encode either Dyn-wt or
the mutant Dyn-K44A, as described in Materials and Methods.
The transfected cells were then infected with the different
strains of rotavirus or with reovirus, and the number of trans-
fected cells (as detected by an anti-HA antibody [see Materials
and Methods]) that were infected was scored (Fig. 7A). We
found that the infectivity of all the strains tested was decreased
by about 70%, suggesting that dynamin is involved in the entry
of all rotavirus strains tested.

Dynamin and clathrin are important during the entry step
of rotaviruses. Since it was conceivable that the knockdown of
either clathrin or dynamin affected the infectivity of rotaviruses
at a postentry step (39, 48), we analyzed whether the inhibitory
role of these two proteins was during the entry process. For
this, the expression of dynamin and clathrin was silenced by
RNAI and cells were transfected with purified DLPs from
RRYV, TFR-41, and UK viruses. DLPs lack the outer layer
proteins and, thus, are not able to bind and enter MA104 cells.
Transfection of DLPs into cells overcomes the entry step of the
virions. If the absence of clathrin or dynamin were affecting a
process after viral entry, we would expect the infectivity of the
transfected DLPs to be decreased. We found that silencing the
expression of clathrin or dynamin did not affect the infectivity
of any of the viral strains tested (Fig. 7B), suggesting that the
effect of their absence is indeed at the virus entry level. The
knockdown effectiveness of each of these proteins was assessed
by Western blot analysis (Fig. 7C). The protein level of the
clathrin heavy chain was reduced almost 100%, whereas there
was approximately 11% dynamin II still expressed in siRNA-
transfected cells. We were not able to purify enough viral
particles from the human strain Wa to perform these assays,
but they would be expected to behave like the other rotavirus
strains.

DISCUSSION

The early interactions of rotavirus with its host cell have
been extensively characterized for simian strain RRV (19, 50,
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FIG. 7. Rotavirus entry depends on clathrin and dynamin II.
(A) MA104 cells were transfected with plasmids expressing the wild
type or the K44A form of dynamin II. Transfected cells were infected
with the different viruses and processed for IF. Both wild-type and
K44A proteins were detected with an anti-HA tag MAD. Infected cells
were fixed and immunostained as indicated in Materials and Methods.
The numbers of infected cells in the HA-positive transfected cells were
scored (n = 100), and the infectivities are expressed as the percentages
of the infected cell number in the cells transfected with wild-type or
dominant-negative constructs. The arithmetic means *+ standard devi-
ations of the results of at least three independent experiments are
shown. REO, reovirus. (B) siRNA-transfected cells were transfected
with DLPs of the indicated rotavirus strains for 1 h at 37°C. After this
period, the transfection mixture was removed and cells were kept in
MEM. At 15 h.p.i,, cells were fixed and immunostained as indicated in
Materials and Methods. The data are expressed as the percentage of
the number of FFUs observed in the control (irrelevant siRNA-trans-
fected cells), which represents 100%. The arithmetic means * stan-
dard deviations of the results of at least three independent experiments
performed in duplicate are shown. *, P < 0.05; #*, P < 0.005; *%*, P <
0.0005 (paired ¢ test). (C) Immunoblot analysis of cell lysates from cells
transfected with the indicated siRNA (Irre, irrelevant GFP siRNA).
The antibodies used are indicated as follows: a-Clathrin, anti-clathrin
heavy chain; a-Dyn2, antidynamin; «-Vim, antivimentin (used as a
loading control).

60); however, differences among rotavirus strains in their use
of cellular receptors (5, 6, 17, 34) leave open the question of
whether they all enter the cell through the same pathway. We
chose four rotavirus strains that differ in their requirements of
interaction with sialic acids and integrins. RRV was used as a
strain representative of the NA-sensitive, integrin-dependent
phenotype and for comparison with the other strains selected
(Table 1).

We initially evaluated the entry rates of the four selected
strains and found that each strain entered the cell at a different
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rate (Fig. 1). Despite these differences, all four strains de-
pended on the presence of cholesterol on the cell surface.
Interestingly, the only interaction that all strains had in com-
mon with the previously characterized rotavirus receptors was
with the heat shock cognate protein hsc70, since antibodies to
this protein blocked the infectivity of all four strains at very
similar levels.

When the effect on viral infectivity of preventing the acidi-
fication of endosomes was determined, we found that the entry
of strains TFR-41, Wa, and UK was pH dependent, while RRV
did not seem to require a low endosomal pH, although a slight
but significant effect of bafilomicyn A was observed for this
strain. The inhibition of cathepsin L did not affect the infec-
tivity of any of the four rotavirus strains tested (results not
shown), suggesting that the dependence of TFR-41, Wa, and
UK on endosomal acidification is not due to a requirement of
the activation of this protease. Since viruses internalized
through clathrin-mediated endocytosis usually require an
acidic environment (42), we evaluated the role of this endo-
cytic pathway in the entry of the different strains. To our
surprise, and in contrast to our previous findings with RRV, we
found that treatment of cells with a hypertonic medium, which
precludes the formation of clathrin cages, and silencing the
expression of the clathrin heavy chain, which is an essential
component of the clathrin triskelion (15, 59), decreased the
infectivity of all the strains except RRV, suggesting that the
entry of these viruses is through a clathrin-mediated endocy-
tosis. Accordingly, we also found that all viruses tested de-
pended on the presence of a functional dynamin.

The use of reovirus type 1 as a positive control for many of
the assays performed in this work demonstrated that this virus
enters MA104 cells through clathrin-mediated endocytosis, as
has been described in L cells (30). This observation is inter-
esting in light of recent findings that have established that the
entry route of some viruses depends not only on the virus but
also on the cell line tested. For example, SV40, a virus whose
entry has been extensively studied, behaved differently in CV1
cells, where the virus enters through caveolae, and in Huh-7
cells, where the virus does not use this entry pathway (9, 43).
As has been shown previously (50) and in this study, SV40
enters MA104 cells through a caveolin-dependent pathway.

The results presented in this work show that different rota-
virus strains differ not only in their receptor usage but also in
their entry pathway. Table 2 summarizes the results found in

TABLE 2. Summary of the results obtained in this work

Effect on infectivity of strain:

Treatment

RRV TFR-41 UK Wa
Hsc70 akal * ok o .
Bafilomycin Al * o ok ok
Sucrose — s sk sk
Clathrin J— EEES *ok ok kk
Caveolae — — _ _
Macropynocitosis — — — _
Dynamin EEE *xk E S

—, no effect; *, <30% reduction; **, 30 to 50% reduction; **, >50% reduc-
tion.
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this study. Interestingly, a correlation between the cell recep-
tors used and their entry pathway was not found. RRV, the
virus that seems to enter cells faster, is the only virus that does
not enter the cell via clathrin- or caveola-mediated endocytosis
(50; this work) or macropinocytosis (this work). The other
three virus strains tested depend on clathrin-mediated endo-
cytosis (caveolin-dependent or macropinocytosis uptake were
ruled out).

The findings in this work could help to clarify the different,
sometimes even contradictory results which have been re-
ported in the literature when characterizing different rotavirus
strains (22). For instance, different results have been reported
for the role of low pH on entry and for the role of the Ca**
concentration necessary for viral uncoating. It was reported
that the infectivities of porcine strain OSU and simian strain
SA11 were affected when the cells were treated with bafilomy-
cin Al, an inhibitor of the endosomal H*-ATPase (12),
whereas under the same conditions, the infectivity of RRV was
not affected (3, 8). Similar results were obtained when com-
pounds that raise the intracellular calcium concentration were
used with different rotavirus strains (8, 29). These apparently
contradictory results might be explained by intrinsic differences
in the rotavirus strains used in each work, and most probably
not by the different experimental conditions employed. It is
also important to point out that the rotavirus strains that have
been used in these studies have been adapted to grow in cell
culture for a long time, and their entry modes may differ from
those of wild-type strains when infecting enterocytes.

It has already been observed that viruses belonging to the
same genus use different endocytosis pathways to infect the
host cell. Human rhinovirus 14 (HRV14) and HRV2 use dif-
ferent receptors for host cell attachment and, similar to rota-
virus strains, the uptake of these rhinoviruses by the cells is
different; HRV2 enters through the clathrin-mediated path-
way, whereas HRV14 entry is independent of clathrin, caveo-
lin, and flotillin (26, 51). This phenomenon is also illustrated
among the Polyomaviridae family; human polyomaviruses JCV
and BKV enter the cell through clathrin-dependent and
caveola-mediated endocytosis, respectively (13, 37, 45-47), al-
though they finally converge in the endoplasmic reticulum
(47). The observation that rotaviruses isolated from different
animal origins use distinct entry mechanisms is thus not unex-
pected. It is tempting to speculate that rotavirus affinity, the
order of interactions, or the signaling molecules activated
through virus binding to its receptors may induce a particular
endocytic mechanism. It remains to be determined whether or
not the vesicular trafficking used by all these viruses converges
at some point such that they share their final destination in the
cell’s cytoplasm to start transcription at the same cellular site.
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RESUMEN

Los virus representan una version microscopica del caballo de Troya, en la que hacen uso de procesos celulares
para poder entrar a la célula e infectarla. La endocitosis es uno de estos procesos que los virus han aprovechado
para poder ser internalizados. En esta revision se presentan las distintas vias de endocitosis conocidas hasta el
momento, asi como ejemplos de distintos virus que utilizan cada ruta para ingresar a la célula.

Palabras Clave: Caveolas, clatrina, dinamina, endocitosis, entrada de virus.

ABSTRACT

Viruses represent a microscopic version of the Trojan horse by mimicking processes known to the cell to get inside
and infect it. Endocytosis is one of these processes that viruses take advantage of to be internalized. In this
review, the distinct endocytic pathways known to date are discussed. In addition, a brief overview of the entry
of different viruses known to use each of these routes is provided.

Key Words: Caveolae, clathrin, dynamin, endocytosis, virus entry.

INTRODUCCION

a endocitosis es el proceso mediante el cual ingresana complejidad de este proceso, se siguen encontrando nuevas

ala célula solutos, moléculas y particulas de distintosrutas cuya caracterizacion es aun incompleta.

tipos. Este proceso consiste en la invaginacion de la

membrana plasmatica, formando una vesicula cuyoExisten varios criterios para clasificar los diferentes tipos de

contenido es transportado del exterior al interior de la célula. Laendocitosis, éstos son: el tipo de molécula que se internaliza

endocitosis tiene un papel fundamental en diferentes procesogoxina, virus, ligando, receptor), el componente que cubre la

celulares como son la respuesta inmune, la comunicaciorvesicula (clatrina, caveolina, flotilina, etc.), la participacién de

intercelular, la transduccion de sefiales y la homeostasis, tant@TPasas en el proceso, el mecanismo de escision de la vesicula

celular como del organismo completo. de la membrana y la participacion del citoesqueleto de actina,
entre otros

Este proceso celular esta constituido por una red de varios

organelos los cuales difieren en su composicion proteica ylLa presencia de las GTPasas de la familia Rab contribuye a la

propiedades bioquimicas (Figura 1). diferenciacion entre los distintos tipos de endosomas. Estas
GTPasas sonimportantes en laregulacion del trafico intracelular

Existen diferentes rutas de endocitosis que son usadas por lorque regulan la fusién de las vesiculas a los endosomas. De

célula para llevar a cabo distintas funciones (Figura $)n manera general, la unién del ligando al receptor favorece la

embargo, dados los avances metodoldgicos recientes, asi conformacion de la vesicula endocitica. Esta vesicula entrega su
cargo alos endosomas tempranos (0 endosomas de distribucion),
organelos con un pH alrededor de 6 donde se localizan las Rab

Nota: Articulo recibido el 24 de mayo de 2010 y aceptado el 14 de junio GTPasas4y 5. Enlos casos donde lamolécula endocitada es un

de 2010. receptor unido a su ligando, el pH acido puede promover la
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Figura 1. Esquema general de las diferentes rutas de endocitosis. Se muestran las distintas vias de endocitosis y la maquinaria
molecular asociada a cada ruta.

disociacion del ligando de su receptor. Usualmente, el ligandola clatrina es un complejo proteico formado por tres cadenas
el cual permanece en la via, es degradado, mientras que &feras y tres cadenas pesadas que constituyen una unidad
receptor entra a los endosomas de reciclamiento (donde estiamada "eltriesqueleto” (triskelion) de clatfiraste complejo
localizada Rab11) para regresar a la membrana celular. Lassreclutado alamembrana plasmatica por proteinas adaptadoras.
moléculas que son destinadas a su degradacién o que requieréma de estas proteinas adaptadoras, es el complejo AP-2,
llegar alinterior celular, cerca del nlcleo, entran alos endosomarmado por cuatro subunidades{2,u2 yo2). El complejo AP-
tardios (también conocidos como cuerpos multivesiculares -2 interactia con clatrina, a través de la subur@agestimula
MVBs-). En estos organelos, con un pH menor a 6, se localiza lau polimerizacion generando una malla de clatrina que cubre la
GTPasa Rab 7. Finalmente, la molécula endocitada llega a losesicula (Figura 2)Durante el ensamble progresivo de clatrina
lisosomas donde puede ser degradada por enzimas que estén la membrana, ésta va adquiriendo curvatura hasta que se
activas en un ambiente &cido. En el transcurso de toda la rutBormalavesicula endocitica. Lafision de la vesicula cubiertacon
endocitica, existen posibles rutas de escape para evitar lalatrina es controlada por la GTPasa dinamina. Se ha propuesto
degradacion en los lisosomas (Figura 1). gue la dinamina actlia como una mecano-enzima la cual usa la
hidrélisis de GTP para generar lafuerza necesaria para estrangular
A continuacion se da una breve descripcion de las rutas masl cuello y escindir las vesiculas de la membrana (Figbira 2)
conocidas hasta el momento que han sido clasificadas de
acuerdo a las proteinas que recubren las vesiculas endociticaSxisten diferentes maneras de inhibir esta via de endocitosis.
Desde agentes quimicos como sacarosa o clorpromazina hasta
Endocitosis mediada por clatrina siRNAs o mutantes dominantes negativas de los componentes
La endocitosis mediada por clatrina es el mecanismo mejorestructurales de la via (Tabla I).
caracterizado para la entrada de moléculas a la célula. Este tipo
de endocitosis requiere una serie de componentes estructural€ndocitosis mediada por caveolas
para poder formar la vesicula de manera que pueda selasegundaviade endocitosis mejor caracterizada esla mediada
internalizada. Uno de estos componentes, y por el cual esta vipor caveolas. En esta ruta, las caveolinas son el principal
recibe su nombre, es la clatrina. componente estructural. A diferencia de clatrina que requiere
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Figura 2. Formacién de las vesiculas de clatrina. Se muestran los pasos secuenciales involucrados en la endocitosis mediada
por clatrina y algunos de los componentes claves que participan en cada etapa.

Via Inhibidor Efecto Observaciones )
Dependiente Clorpromazina Inhibe el ensamble de la malla d¢ Puede afectar la fluidez y permeabilidad dq la
de Clatrina clatring® membrand

Medio sin potasio/con Polimerizacién anormal de clatrinaLa disminucién de potasio en el medio pugde
sacarosa Remueve las vesiculas cubiertag tener otros efectos como la inhibicion del
de lamembrarfa®® transporte de proteinas secrettras
Mutantes dominanteg Evita el reclutamiento de AP-2 a [aNo inhibe aquellas vesiculas con cubierta|de
negativas de eps15 |[membranacelular,inhibiendola | clatrina que no dependen del complejo AP}2
formacién de la malla de clatritfa
siRNAs cadena pesaflmhiben especificamente la
de clatrina expresion de clatriria
Dependiente Ciclodextrina Secuestra el colesterol de la Puede provocar efectos no especifitos
de Caveola membran&
Mutante dominante [ Inhibe la asociacion de la
negativa de caveoling caveolina a las balsas lipidi€as
siRNAs caveolina Inhibe especificamente la
expresion de caveoliffa
Macropinocitosig Citocalasina D Previene la polimerizacion de Puede inhibir la entrada de moléculas que
acting?®3 entran por otras rutas de endocitdsis
Amilorida Inhibe intercambiadores Inespecific®
Na+/H+ 13
ToxinaBde Inhibe alas GTPasas Rac, Cdc4RLas Rho GTPasas pueden participar en otfas
C. difficile y Rho® viag®1?

Tabla |. Estrategias usadas para el estudio de los distintos componentes y vias de la endocitosis.
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proteinas accesorias para ser reclutada a la membrana, 1&) se caracteriza por suindependencia a clatrinay caveolina, su
caveolinas son proteinas integrales que estan asociadas dependencia a dinamina y a colesterol. Ademas, el uso de
microdominios en la membrana plasmatica ricos en colesterol ynutantes dominantes negativas de la GTPasa RhoA, encargada
esfingolipidos también llamados balsas lipididasformacién de la remodelacion del citoesqueleto de actina, demostré que
de la caveola depende de la expresion de caveolina-1 en célul&sta via esta regulada por esta en%inka endocitosis del
no musculares y de caveolina-3 en células de mfs&dtas receptor de citocinag, que requiere de la polimerizacion de
proteinas forman oligémeros que cubren las vesiculas, las cualexctina, también se lleva a cabo de esta m&nera
son liberadas de la membrana plasmatica, a través de la accién
de dinamina, a estructuras llamadas caveosomas presentes erli ejemplo de cargos que entran por una via independiente de
interior de la célula (Figural).a ausencia de marcadores para dinamina son las proteinas ancladas a glicosil-inositol-fosfato
endosomas tempranos, tardios y de reciclaje indica que estd&Pl). Engeneral, las proteinas ancladas a GPl entran ala célula
estructuras representan un nuevo tipo de organeldierencia por esta via y son dirigidas a compartimentos endosomales
de los endosomas, estos organelos tienen pH neutro. tempranos enriquecidos en proteinas ancladas a GPI, GEECs
(por sus siglas en inglés de GPI-AP enriched early endosomal
El tratamiento de las células con genisteina, un inhibidor decompartments). Los GEECs son compartimentos endosomales
tirosin cinasas extraido de la soya, bloquea lainvaginacion de lagistintos, que no colocalizan con caveolina. La inhibicion de la
caveola% Se sabe que la cinasa Src fosforila a la caveolina-1 erendocitosis mediada por clatrina, y el uso de mutantes de
la tirosina 14 y esto incrementa la dinamica de las caveolas. Edinamina, no inhiben la internalizaciéon de estas proteinas. La
la Tabla | se muestran otras maneras diferentes para inhibir esexpresion de una dominante negativa de la GTPasa cdc42 si
via. inhibe esta vid

Macropinocitosis A principios del 2006, Glebat al., encontraron que flotilina-1,
Adiferencia de las otras vias de endocitosis, la macropinocitosisina proteina marcadora de balsas lipidicas, participa en una
involucralaremodelacion de grandes extensiones de lamembranaueva via de endocitosis (Figura®lfgsta novedosa ruta fue
plasmatica a través de cambios en el citoesqueleto de actina loaracterizada por la internalizacion de proteinas asociadas a
gue culminacon lainternalizacion de fluido en grandes vacuolagylicosilfosfatidilinositol (especificamente, CD59-GPI). Estos
llamadas macropinosomas (Figurd1)Este es un proceso investigadores encontraron que estas proteinas entran a la
transitorio cominmente inducido por factores de crecimientocélula a través de una via que es dependiente de flotilina pero
gue activan receptores de tirosin cinasas promoviendo cascadasdependiente de clatrina, caveolinay dinarfifor otro lado,
de sefalizacion que inducen cambios en el citoesqueleto d@ayneet al., mediante el uso de drogas, RNAI y la expresion
actinay en la membrana plasmatica. transitoria de proteinas descubrieron que la entrada de los
proteoglicanos es independiente de clatrina y caveolina pero
Entre las proteinas involucradas en el proceso de regulacion déependiente de flotilinay dinamiaAdemas, encontraron que
la macropinocitosis se encuentran las GTPasas Racy Cdc42 lastas moléculas y sus ligandos entran directamente a los
cuales activan ala cinasa PAK1 encargada de regular la dinamioandosomas tardios dado que los complejos (proteoglicanos y
del citoesqueleto de actihiaddemas, PAK1, cinasa que fosforila  sus ligandos cationicos) colocalizan con Rab9 pero no con
serinas y treoninas, activa a la proteina CtBP1 que es necesarizab5°.
para que se cierre el macropinos#inka inhibiciéon de los
intercambiadores NAH* por amilorida o derivados de ésta, Endocitosis como via de entrada de virus
blogquean esta vifaAdemas, agentes que alteran la polimerizacion Los virus son parasitos intracelulares obligatorios formados
del citoesqueleto de actina y mutantes dominantes negativas daor una cubierta proteica (capside) que rodea el material genético.
Rac, Cdc42 o PAK1, también afectan este mecanismo deAlgunos virustienenademas, unaenvolturalipidica proveniente
endocitosi&4 Es importante mencionar que estas proteinasde la célula que infecté previamente rodeando su capside. El
tienen otras funciones en la célula y es necesario combinaciclo replicativo de cualquier virus comienza con la unién de éste
estrategias experimentales paraasegurar que el cargo en particuersus receptores (entre ellos integrinas, gangliésidos,
gue se esta estudiando utiliza esta via de entrada (Tabla I). glicoproteinas, etc.) lo cual provoca cambios enla particula viral
gue favorecen las siguiente etapas. Una vez que el virus ha
Endocitosis independiente de clatrina y caveolina reconocido a sus receptores, el siguiente paso es la penetracion
Algunas vias de endocitosis han sido parcialmente caracterizadate la membrana celular. Este paso puede darse a nivel de la
recientemente y se han observado que son independientes tanteembrana plasmatica o en membranas intracelulares de
de clatrina como de caveolina y, sin embargo, pueden o naliferentes organelos dependiendo de los requerimientos de
depender de dinamiha cada virus. Muchos virus utilizan las vias de endocitosis para
entrar a la célula, mientras que pocos atraviesan directamente
Porejemplo, lainternalizacion del receptor de lainterleucina 2 (IL-la membrana celular por un mecanismo llamado penetracion
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Figura 3. Se muestran las distintas vias de endocitosis y los virus que utilizan cada una de éstas. Ejemplos de virus que entran por
macropinocitosis son: VIH (virus de la inmunodeficiencia humana), vaccinia y algunos serotipos de adenovirus. Dentro de los virus
que entran por una via dependiente de clatrina estdn: VPH (virus del papiloma humano), VSV (virus de la estomatitis vesicular),
reovirus, influenza y algunas cepas de rotavirus. SV40 (virus de simio que produce vacuolas 40) y ecovirus son representantes de
la endocitosis mediada por caveolas, mientras que la cepa de simio RRV de rotavirus entra a la célula por una via independiente
de clatrina y caveolina pero dependiente de flotilina y dinamina. Recientemente, se encontr6 que norovirus usa una via
independiente de clatrina, caveolina y flotilina pero dependiente de colesterol y dinamina. Finalmente, se ha reportado que
influenza y SV40 también utilizan una via independiente de clatrina, caveolina y dinamina.

directa (Figura 3). Cabe sefatpre la jornada de un virus no  La entrada de un virus utilizando el proceso endocitico de la
termina cuando llega al interior de la célula, a partir de esecélula le da varias ventajas. Primero, evita la barrera del
momento, la particula viral requiere desnudarse, es decir, liberacitoesqueleto de actina cortical que se encuentrainmediatamente
el genoma viral para que pueda ser replicado o traducidodebajo de la membrana plasmatica y forma una malla dificil de
Finalmente, las proteinas virales se ensamblan para generatravesar.Y por otraparte, le daacceso alos organelos endociticos
nuevas particulas virales que salen de la célulay son capaces tless cuales proveen de micro-ambientes que favorecen la
infectar a otras células. penetracion viral. Las proteasas endosomales o el bajo pH de
estos organelos son algunos de los recursos mas usados por los
En esta revision nos enfocaremos a la entrada viral que es lairus para facilitar procesos tales como el desnudamiento de la
primera etapa del ciclo replicativo de un virus. Especificamente particula.
nos referiremos a las distintas rutas endociticas que utilizan los
virus paraingresar ala célula. Esta fase inicia desde que el virugCémo se puede estudiar la entrada de los virus?
se une a sus receptores celulares hasta que llega a su sitio #s posible ver directamente alos virus mediante el microscopio
replicacion, el cual puede ser desde el citoplasma hasta el nlicleelectrénico o a través de microscopia de fluorescenciay se puede
Este proceso involucra varios pasos (unién, penetracion yevaluar el papel de la inhibicion de alguna via de endocitosis en
desnudamiento de la particula viral) y en el que es necesaria urfaarticular sobre laentrada del virus. Es factible marcar laenvoltura,
capside metaestable que, por unlado, searesistente para sobrevilds proteinas o el genoma viral con compuestos fluorescentes lo
en ambientes extracelulares y que, por otro lado, sea facil dgue permite seguir a los virus asi marcados durante su entrada
desensamblarse unavez llegado al sitio apropiado de replicaciéan células vivas. Sin embargo, uno de los problemas que hay con
para liberar su material genético. este tipo de enfoque es que no es posible distinguir cuales de las
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particulas virales que entran a la célula son infecciosas y, por lal citoplasma. Si los cambios conformacionales se inducen

tanto, dan una infeccién productiva y cuales no son infecciosasantes de que el virus seainternalizado, mediante un tratamiento

por lo que no llevan a cabo una infeccion productiva. Este no esle las particulas virales con pH acido, por ejemplo, el virus se

un problemamenor, ya que normalmente hay un gran nimero dimactiva y pierde su infectividad

particulas virales que no son "funcionales”, este nimero puede

llegar a ser como de 1:100 6 1:10,000 donde hay una particul®or otro lado, en algunos casos el pH acido no es suficiente para

infecciosa por cada cien o hasta diez mil particulas que sonnducir algin cambio conformacional necesario para facilitar la

defectuosas. Al observar estas particulas por microscopia no dssion de la particula viral con el endosoma. Se hareportado que

posible distinguirlasy, por consiguiente, no es posible determinamlgunos virus son activados a través de cortes proteoliticos que

s6lo con este método la via de entrada productiva que utiliza uson llevados a cabo por proteasas endosomales, como las

determinado virus. catepsinas (que son proteasas cuya actividad depende de pH).
En este caso el pH endosomal es necesario para activar a la

Otramanera que permite evitar este problema es evaluar el efecfwoteasa endosomal que al cortar alguna proteina viral promueve

que tienen los inhibidores de endocitosis sobre la produccion del cambio conformacional de la particula viral, lo que favorece

proteina viral o sobre la replicacion del genoma viral. Este es eh su vez la penetracion al citoplasma cetéar

enfoque mas usado en virus cuya proporciéon de particulas

fisicasversusinfecciosas es alta, ya que permite estar mas segur&ndocitosis mediada por caveolas

de que se esta determinando la via de endocitosis que usan l&xisten varios virus que pueden entrar por la ruta dependiente

particulas infecciosas. de caveolina como son el virus de la leucemia murina, ecovirus
y SV40, entre otros (Figura?3y°.

Existen varios ejemplos de virus que utilizan las diferentes rutas

de endocitosis paraingresar ala célulay a continuacion daremadsn el caso de SV40, un virus de DNA que tiene el potencial de

una breve descripcién de los ejemplos mas conocidos. causar tumores, su infectividad se ve disminuida cuando se trata
alas células con drogas como la nistatina, que inhiben €8ta via

Endocitosis mediada por clatrina: mecanismo muy Asimismo, la expresion de una mutante dominante negativa de

socorrido por los virus dinamina (defectuosa en su actividad de GTPasa) inhibe la

La endocitosis mediada por clatrina es uno de los mecanismoentrada de este viftj$o que sugiere que SV40 entra a la célula
mas utilizados entre los virus (Figura 3). Esta via es utilizada popor una via dependiente de caveolina y dinamina. Continuando
virus de diferentes familias como son el virus de la estomatitisla caracterizacion de la via de entrada, Pelketahsdemostraron
vesicular, papilomavirusy el virus del Nilo, entre oitésVirus gue inhibidores de tirosin cinasas como la genisteina bloquean
de granimpacto médico como son el de influenza o el del dengu& internalizacion de este vifusAdemas, SV40 requiere un
también entran a la célula por este mecansth@&n general,  citoesqueleto de actina dinamico dado que inhibidores de la
las moléculas -incluidos los virus- que entran a la célula porpolimerizacién de actina afectan su infectividdda ruta de
endocitosis mediada por clatrina estan expuestas al ambiententrada de SV40 es bastante inusual, este virus después de ser
acido de los endosomasy pueden responder al bajo pH sufriendaternalizado por la via dependiente de las caveolas es llevado
cambios conformacionales. En el caso de los virus, estos organelos celulares neutros llamados caveosomas (Figura 1)
cambios conformacionales permiten la exposicion de péptidosy de ahi es transportado al reticulo endoplasmatico donde la
de fusion los cuales a su vez interactian con la membrana dglarticula viral es desensamblada por enzimas de lamaquinaria del
endosoma facilitando su liberacién al citosol. Dependiendo delplegamiento de proteirfag Al ser un virus de DNA, el sitio de

pH que se requiera para provocar el cambio conformacional, eteplicacion de este virus es el nlcleo de la célula. Aun se
sitio de penetraciéon de los virus puede ser los endosomadesconoce el mecanismo que utiliza este virus para llegar hasta
tempranos (que tienen un pH 6.5 a 6.0), tardios (pH 6.0 a 5.5) este organelo.

inclusive los lisosomas (pH 5.5a4). Un ejemplo de un virus que

sufre unafusion catalizada por un ambiente &acido es el virus ddMacropinocitosis

influenza. En la superficie celular, el virus se une a receptoresRecientemente, Mercet al., encontraron que vaccinia, un
que tienen acido sidlico a través de las cabezas globulares de\arus de DNA envuelto que es responsable de la viruela en las
glicoproteina viral hemaglutinina (HA). El virus es entonces vacasy que se replica en el citosol, entra por macropinocitosis
internalizado via la endocitosis mediada por clatrinay el bajo pH(Figura 3). En este trabajo, siguierorel@rada de vaccinia

de los endosomas tardios provoca cambios conformacionalegsando tanto particulas virales como proteinas celulares
en las cabezas globulares de la proteina HA. Esto expone aharcadas con fluoréfloros y mostraron que este virus se
péptido de fusion el cual es unaregion altamente hidrofébica desocia a filopodios, estructuras tipo dedo formadas por el
la proteina. Ademas, estos cambios lo acercan alamembrana deitoesqueleto de actina que se proyectan del cuerpo de la
endosoma con lo cual la fusién de la membrana viral con lacélula. Siguiendo el paso de vaccinia, los autores vieron que
endosomal se puede llevar a cabo y el genoma viral es liberadeste virus utiliza este tipo de estructuras para acercarse al
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cuerpo de la célulay una vez emambrana plasmatica, el clatrina como la de caveolina y, sin embargo, depende de
virus es literalmente engullido. Inhibidores del citoesqueleto dedinamina, una proteinainvolucrada enlaliberacion de la vesicula
actina, tratamientos con amilorida que es un inhibidor de losde la membrana plasmati¢eEstudios recientes sugieren que
intercambiadores N&H* y mutantes dominantes negativas de estacepade rotavirus pudiera estar utilizando unavia dependiente
Racly PAK1 reducen lainfecciin de flotilinay dinamina para enti@utiérrez, Metal ., resultados

sin publicar).
Otros virus como adenovirus, virus de DNA no envueltos que
infectan principalmente las vias respiratorias, también utilizan 1aA inicios de este afo, se report6 que el norovirus murino 1, un
macropinocitosis para entrar a la célula. La unién de estos virugirus causante de gastroenteritis, entra por unaviaindependiente
a su receptor activa Racl, ademas, microscopias electrénicate clatrina, caveolinay flotilina pedependiente de colesterol
muestran que el virus se asocia a vacuolas grandesy sin cubiertadinamina (Figura 3j. Mediante el uso de agentes quimicos
Inhibidores del citoesqueleto de actinay de los intercambiadorey mutantes dominantes negativas también fue excluida la
Na'/H* bloquean lainfeccién; el virus también activa CtBP1 para macropinocitosis como mecanismo de entrada para este
cerrar los macropinosomas con adenovirus erfeliersel caso  virus.
delvirus de lainmunodeficienciahumana (VIH), unvirus envuelto
con genoma de RNA, se ha reportado que entra por diferentekos virus pueden entrar a la célula utilizando
vias dependiendo del tipo de célula. Sin embargo, ladiferentes rutas
macropinocitosis ha sido sugerida como su mecanismo dénicialmente se pensé que cada familiade virus utilizaba unasola
entrada en los macréfagos humahoEsta observacion se via de entrada para infectar diferentes tipos celulares. Sin
sustenta en la presencia del virus detectada por microscopiambargo, cada vez hay mas evidencia de que un mismo tipo de
electréonica en macropinosomasy la inhibicién de su entrada povirus puede entrar por diferentes mecanismos dependiendo del
drogas que evitan laformacion de ruffles (extensiones de membrar@po celulaf®4
generadas por laremodelacion del citoesqueleto de actina), tales

como amilorid&:. Como se mencion6 anteriormente, el representante tipico de la
endocitosis mediada por clatrina es el virus de inflL’ér2a
Endocitosis independiente de clatrina y caveolina embargo, se ha encontrado que en células HelLa este virus no es

Enelcasode virusinternalizados por un mecanismo independientafectado por drogas o mutantes dominantes negativas que
de clatrinay caveolina pero dependiente de dinamina se encuentmahiben tanto las vias de endocitosis mediadas por clatrina, como
rotavirus, un virus causante de diarrea severa en nifilos menoréas mediadas por caveolina, sugiriendo qué influenza puede
de 2 afios. Este virus no envuelto esta formado por tres capantrar también por unaviaindependiente de clatrinay dinamina
concéntricas de proteina. La capa mas externatiene un papel myfigura 3} Virus que entran por endocitosis mediada por
importante en lainfectividad viral, ya que estainvolucrada tantocaveolas como SV40 también pueden tener otras vias de €ntrada
en la unién como en la entrada de rotavirus. Enel 2005, Damret al., demostraron que este virus puede entrar
en células sin caveolinay utilizar una via que es independiente
Para entrar a la célula, los rotavirus requieren de varios®pasos tanto de caveolina como de clatrina y de dinamina (Figtfta 3)
El primero, es su activacién por tripsina. Una vez activado, elA pesar de utilizar diferentes mecanismos de endocitosis para ser
virus se une a la célula blanco a través del reconocimiento dinternalizado, SV40 mantiene su dependencia por el colesteroly
receptores presentes en la superficie celular. La presencia del requerimiento por las cinasas de tirosina en ambas vias de
dichos receptores determina en gran medida qué tipo celulaentrad&-“,
puede infectar un virus. Se sabe que para los rotavirus, el acido
sidlico, lasintegrinag2p1, av33, axp2yadflylaproteinade  Por otro lado, se ha encontrado que cepas de rotavirus que
choque térmico Hsc70 estan involucradas como sus recéptores presentan diferentes requerimientos por los receptores de
Enlaentradaderotavirus ala célula se hasugeridola participaciomembrana podrian entrar por distintas vias endociticas
de los microdominios lipidicos (también conocidos como balsas(Gutiérrez, Metal., resultados sin publicar). En este trabajo, se
lipidicas), ya que hay una severa disminucion en la infectividadevalué el papel de las vias de endocitosis mejor caracterizadas
al remover el colesterol de la membrana (lo que resulta en Idla dependiente de clatrina, de caveolinay la macropinocitosis)
desestabilizacion de las balsas lipidi®&é)La presenciadelas en la entrada de varias cepas mediante el uso de agentes
subunidades de integrin y33, de la proteina Hsc70, asicomo quimicos, siRNAs y mutantes dominantes negativas. Ademas,
de las particulas virales infecciosas en balsas lipidicas, apoyase determiné la dependencia del proceso de entrada por el pH
laidea de que éstas son importantes en la entrada de r@tavirusendosomal. Los resultados obtenidos muestran que sinimportar
Con respecto al mecanismo de entrada, se ha demostradas interacciones con los receptores, las cepas pueden entrar
mediante el uso de drogas y de dominantes negativas (de eps1aor vias distintas entre ellas la endocitosis mediada por clatrina
caveolina-1ydinamina-2), que laentrada de la cepa de rotavirug/o la dependiente de flotilina (Gutiérrez, éflal., resultados
RRV es independiente tanto de la endocitosis mediada posin publicar).
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CONCLUSIONES
Debido a su tamario (que puede ser 100,000 veces mas pequefid
gue unacélula), los virus dependen de toda la maquinaria celular
para su replicacion y, por lo tanto, han desarrollado estrategias
para aprovechar al maximo los recursos de su huésped. Es p
esto que la caracterizacion del ciclo replicativo de los virus
representa una fuente de conocimiento sin precedentes.

N

r

15.

Através de la caracterizacion de las rutas de entrada de los virus,
éstos han contribuido enormemente a la comprensiéon del6.
funcionamiento de la célula. Varias de las vias de endocitosis
aqui descritas se descubrieron gracias al estudio de los
mecanismos de entrada utilizados por los virus. Detalles de &7
formacion de las vesiculas cubiertas por clatrina han sido
descubiertos usando virus como reovirus, influenza y

dengué?442 18.

En si mismos estos agentes infecciosos son fascinantes pero a
lavez, su alta adaptabilidad y especificidad por el tipo celular quelo.
infectan, los hacen una herramienta molecular muy Uutil.
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Rotaviruses are the leading etiologic agents of
severe diarrheal disease in infants and young
children, being responsible for an estimated inci-
dence of 600,000 annual deaths globally, and
placing a significant economic burden on the
global healthcare system [1]. Two live-attenuated
vaccines have recently been licensed, however,
previous experience with the first licensed
rotavirus vaccine, which after being released in
1998 was withdrawn from the market a year
later owing to a possible correlation between vac-
cine application and the occurrence of intussus-
ception [2,3], has reinforced the need to develop
alternative approaches to control rotavirus infec-
tion. Fundamental to these developments is a
deep understanding of the molecular basis by
which rotaviruses enter their host cells.
Rotaviruses, members of the family Reoviridae,
are nonenveloped viruses, 100 nm in diameter,
with a genome composed of 11 segments of
dsRNA. The genome is enclosed in a capsid
formed by three concentric layers of protein. The
innermost layer, formed by viral protein (VP)2,
contains the viral genome and small amounts of
the viral RNA polymerase VP1 and the guanylyl-
transferase VP3; these viral elements constitute
the core of the virus. The addition of VP6 on top
of the core produces double-layered particles
(DLPs). The outermost layer, present in infec-
tious triple-layered particles (TLPs), is composed
of two proteins, VP4 and VP7. The smooth
external surface of the virus is formed by glyco-
protein VP7, while the spike-like structures con-
sist of VP4 [41. VP4 and VP7 are responsible for

10.2217/17460794.3.2.135 © 2008 Future Medicine Ltd ISSN 1746-0794

The initial steps of viral infection involve the specific attachment of the viral particle to
receptor(s) on the cell surface, followed by internalization of the virus into the cell and the
subsequent uncoating of the virion to release the transcriptionally active particle. These
events are essential for the successful initiation of a virus replication cycle and play an
important role in tissue tropism and pathogenesis of viruses. Rotaviruses, the leading cause
of severe childhood diarrhea, principally infect the mature enterocytes of the villi of the
small intestine. Several cell-surface molecules have been implicated in the early
interactions of rotavirus with its host cell, including sialic acid, various integrins, heat shock
protein 70 and gangliosides. However, the mechanism by which rotaviruses enter cells is
controversial, and both direct membrane penetration and endocytosis have been
proposed. Recently developed molecular and biochemical tools have allowed the
characterization of new endocytic pathways in mammalian cells. The description of these
new pathways led us to review and discuss the available data on rotavirus cell entry.

the initial interactions of the viral particle with the
host-cell receptors and these proteins are also
involved in the steps that lead to virus entry [s].
After binding to the cell surface, the virus must
penetrate the plasma membrane to effectively
infect the cell. This penetration is increased by,
and most probably depends on, trypsin treatment
of the virus, which results in the specific cleavage
of VP4 into polypeptides VP8 and VPS5 [4,6].
There has been great progress in the iden-
tification and characterization of rotavirus receptors
in recent years (Table 1). Readers are encouraged to
read some of the extensive reviews on the
subject [5,71, since only a basic description of these
receptors will be presented here. It has been pro-
posed that rotavirus cell entry is a multistep proc-
ess, which involves the two virus surface proteins
and several cellular molecules, including sialic
acids (SAs), integrins a2Bl, o4pl, avf3 and
axp2, the heat shock cognate protein (hsc)70, and
some gangliosides (reviewed in [5,7,8]). Differing
sensitivity of rotavirus strains to treatment of cells
with neuraminidase (NA; enzyme that removes
the external SA from glycoproteins and ganglio-
sides), led to the initial classification of rotaviruses
into NA-sensitive and NA-resistant strains [9,10].
More recently, the characterization of viral strains
whose infectivity is not inhibited by anti-integrin
antibodies suggested the existence of rotavirus
strains that are integrin independent [117. The
participation of various cell-surface molecules
during rotavirus cell entry suggests that in this
process the surface capsid proteins interact
sequentially with several of these molecules 5],

Future Virol. (2008) 3(2), 135-146 135
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Table 1. Cell-surface molecules involved in rotavirus cell entry.

Surface molecule
Sialic acid

Murine enterocyte
glycoproteins
Gangliosides

Integrins a2p1, a4pl, axp2

and avp3

Heat shock cognate
protein 70

Rotavirus strain* Assay Cell line Ref.

Several animal strains Infectivity after neuraminidase treatment MA104 [8,9]
of cells

RRV VOPBA - [91]

OSU, KUN, MO, NCDV,  Binding and infectivity assays MA104 [8,92-94]

UK and SA11 Binding in TLC plates CHO-Lec2

Several strains Infectivity assays; blocking with mAbs, MA104 [11,69,95-97]

ligands and peptides

RRV, Wa and nar
purified protein

Infectivity assays; blocking with mAbs and

MA104 [69,75,98]

*RRV and SA11 (simian origin); nar (neuraminidase-resistant mutant of RRV strain); OSU (porcine origin); KUN, MO and Wa (human origin);
NCDV and UK (bovine origin).
mAb: Monoclonal antibody; TLC: Thin layer chromatography; VOPBA: Viral overlay protein blot assay.
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and it is thought that these interactions cause con-
formational changes in the virus particles that
may be crucial during cell membrane penetration
[7.12]. The sequence of interaction events between
the virus and the cell surface has been extensively
characterized for the Simian rotavirus strain RRV
(which is sensitive to NA) and the monkey kidney
cell line MA104. Based on these studies, a model
for the early interactions of rotavirus RRV with
the host cell was suggested (reviewed in [5]). It has
been proposed that the initial contact of the virus
with the cell surface occurs through a SA-contain-
ing cell receptor, which uses the VP8 domain of
VP4, This initial interaction of the virus with SA
probably induces a subtle conformational change
of VP4, which allows the virus to subsequently
interact with integrin 21 through VP5. After
this second interaction, three more interactions
take place, although their order of occurrence has
not been established. These interactions occur
between: VP5 and hsc70; VP7 and integrin avp3;
and VP7 and integrin oxp2. Independent of their
order of occurrence, the various virus—receptor
interactions most probably induce marked con-
formational changes in the viral proteins, which
ultimately lead to the penetration and uncoating
of the virus through a raft-mediated process.

Virus entry

While detailed information about the entry of
several enveloped viruses is now available [13-15],
the mechanism by which nonenveloped viruses
enter cells is not well understood. Viral fusion
proteins at the surface of enveloped viruses medi-
ate apposition and fusion of the viral and cellular
membranes, allowing the viral nucleocapsid to
enter the cell. Whether this fusion event occurs at
the cell surface or in an endosomal vesicle is

Future Virol. (2008) 3(2)

mostly determined by the optimum pH of the
viral fusion protein [16-18]. The cell entry mecha-
nism of nonenveloped viruses poses the problem
that a large hydrophilic virus particle must
traverse a lipid membrane without having the
resource that enveloped viruses have, of fusing
two lipid membranes. Two general mechanisms
used by these viruses to reach the cell’s cytoplasm
have been described: direct penetration at the cell
surface, during which the viral particles are
directly translocated from the external milieu into
the cytoplasm, or internalization into cellular
compartments (e.g., endosomes).

The endocytic pathways used by different
viruses include clathrin-mediated endocytosis,
uptake via caveolae, macropinocytosis, and novel
nonclathrin, noncaveolae pathways that have
been recently described (Figure 1) [19,201. The
involvement of a particular virus entry pathway
was initially based on the use of inhibitory drugs,
which often have more than one target in the cell
and thus provide limited information. Currently,
more specific methods are available, such as the
use of dominant—negative mutants, or inhibition
of the expression of a specific protein by RNA
interference. These techniques have become
important tools to characterize the routes used
by viruses to enter cells [19,20]. In light of the dis-
tinct endocytic pathways that have been recently
described, it is important to critically reassess the
previously published work on rotavirus entry.

Proteolytic enhancement of

rotavirus infectivity

In vivo, rotaviruses have a specific cell tropism,
infecting primarily the mature enterocytes of the
villi of the small intestine, which represents an
environment with large amounts of proteolytic
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Figure 1. Main endocytic pathways that viruses use to enter

into the cell.
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The viruses internalized from each pathway could be targeted to caveosomes or
endosomes, or to different cellular compartments [19].
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enzymes; therefore, it was not surprising to find
that treatment of these viruses with trypsin
results in the specific activation of their infectiv-
ity [21-24]. This activation is mediated by the
cleavage of VP4 protein at three conserved
arginine residues located at amino acid (aa)
positions 231, 241 and 247, to yield polypep-
tides VP8 (aa 1-231) and VP5 (aa 248-776)
[4.6.221. The enhancement of infectivity of the
Simian rotavirus strain SA11 4S correlates with
cleavage at Arg 247, rather than at Arg 231 or
241 16]. Cleavage must be in that precise aa since
cleavage with other proteolytic enzymes, such as
chymotrypsin, which cleaves at neighboring
Asp 242 and Tyr 246, did not promote the
enhancement of viral infectivity (6. Further
processing of VP5 at aa 259, 583 and possibly
467, was observed after additional trypsin treat-
ment [25], although their relevance on the
enhancement of infectivity is not clear. Trypsin
cleavage of VP4 does not affect binding of the
virus to the cell surface, but it is required for
entry of the virus into the cell’s cytoplasm, and
probably for the uncoating of the virus particle.
The mechanism through which the trypsin
cleavage of VP4 enhances rotavirus infectivity is
not known, although it has been suggested that

www.futuremedicine.com
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it primes the virus for entry by triggering a con-
formational change in the protein that rigidifies
the VP4 spikes (see later) [25]. An alternative
explanation is that peptides generated by the
trypsin cleavage of VP4 activate the membrane-
destabilizing properties of the viral outer capsid
proteins [26-29].

Rotavirus cell entry

Rotavirus entry into polarized cells

Despite the fact that in vivo rotaviruses infect
mature enterocytes, studies on the infection of
these type of cells have been limited by the lack
of established cell lines of small intestinal origin.
The few reports of enterocyte infection have
been carried out in cultures of jejunal mucosal
explants of ponies, primary murine small intesti-
nal epithelial cells and bovine fetal intestinal epi-
thelial cells, all of which were shown to be
susceptible to infection by homologous and
heterologous rotavirus strains [30-32]. Cell entry
by rotavirus has also been studied in polarized
cell lines grown on permeable membrane filters,
where it was found that NA-resistant rotavirus
strains infected the apical and basolateral sides of
the cells with similar efficiency, while the
infection of NA-sensitive strains was restricted
to the apical side, and this selective infection
correlated with the expression of SA on the
apical membranes of the cells [33].

As already mentioned, integrins play an
important role as receptors for rotavirus infec-
tion [5]. However, in polarized epithelia integrins
are localized at the basolateral side of cells [34,35),
where they would not be accessible for interac-
tion with the virus. It was recently reported that
the VP8 domain of VP4 specifically and tran-
siently opens up tight junctions (TJs) in polar-
ized MDCK cell monolayers [3s], augmenting
the paracellular passage of nonionic tracers, and
allowing the diffusion of the basolateral proteins
Na*/K*-ATPase, avp3 integrin and p1 integrin
subunit, to the apical side of the cells. These
changes correlated with an altered subcellular
distribution of the TJ proteins ZO-1, claudin-3
and occludin, suggesting that the interaction of
the virus with polarized epithelia could also alter
the TlJs, allowing the basolateral integrins to dif-
fuse to the apical domain of the cells, where they
could interact with the viral particles.

Rotavirus entry into nonpolarized cells

Given the lack of a better model, most of the
studies on the entry and replication cycle of rota-
virus have been carried out either in the epithelial
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monkey Kkidney cell line MA104 or in the
human colon carcinoma cell line Caco-2, in
which rotaviruses grow to high titers.

Early electron microscopy studies of rotavirus-
infected cells described the presence of rotavirus
particles in coated pits and in a variety of vesicles
[37,38]. Using this technique, it was proposed that
trypsin treated, infectious rotavirus particles
enter cells by direct plasma membrane penetra-
tion, while the untreated, noninfectious viral
particles are removed from the cell surface by
endocytosis, a process that did not lead to a pro-
ductive infection [397. However, since electron
microscopy studies are carried out with high
multiplicities of infection, and virus preparations
usually contain an excess of noninfectious parti-
cles, it is not possible to determine by this
method alone whether individual events are part
of a pathway leading to a productive infection.

The rate of cell entry by trypsin treated and
nontreated simian rotavirus RRV was studied
using an infection assay [40]; trypsin-activated
virus was found to be internalized with a half-time
of 3-5 min, while it took ten-times longer for the
nonactivated virus to disappear from the cell sur-
face. These results reinforce the idea that infec-
tious rotavirus particles enter MA104 cells by
direct membrane penetration, while noninfec-
tious particles are internalized via a pathway that
leads to a nonproductive infection. The direct
penetration hypothesis was also supported by the
fact that treatments known to affect the classical
endocytic pathway did not seem to affect the
infectivity of several different rotavirus strains
(summarized in Table 2) [37,40-44]. Direct cell mem-
brane penetration has also been proposed as a
mechanism of entry of rotaviruses supported by
the findings that purified trypsin-activated RRV

Table 2. Treatments that affect different steps in the cellular entry of rotaviruses.

Pathway affected Inhibitors Viral strain* Cell line Effect on infectivity Ref.
Clathrin-mediated Chlorpromazine RRV MA104 None [47]
endocytosis Sucrose
Eps15 DN*
Caveolae-mediated Nystatin, Filipin RRV MA104 None [47,99]
endocytosis MB-cyclodextrin RRV, Wa, nar MA104 90% reduction
Caveolin-1 DN RRV MA104 None
Caveolin-3 DN RRV
Vesicle scission Dynamin DN RRV MA104 85% reduction [47]
Cytoskeleton Cytochalasin D RRV MA104 None [47]
polymerization L929 Sixfold increase [41]
Colchicine RRV MA104 None
L929
Energy inhibitors Sodium azide RRV MA104 None [40,41]
L929 None
Dinitrophenol RRV MA104 None
Inhibitors of endosomal  NH,ClI OSU, RRV, SA11, MA104 None [37,40,41,43,47,84]
acidification KUN 1929 None$ [42,44,47)
Bafilomycin Al RRV, OSU, OSU, MA104 60% reduction$ [83]
SA11 MA104 None [37,40,41,43]
Cloroquine OSU, RRV, KUN, MA104 None [41,84]
SA11 L929 None [42,43,47]
Methylamine RRV, KUN MA104 None [43,84]
Dansylcadaverine RRV, KUN MA104 None [84]
Monensin SAl1l MA104
Nigericin SAl11 MA104
Increase in [Ca?*); lonophore A23187 OSU MA104 InhibitionT [37]
lonomycin RRV MA104 None$ [42]
Thapsigargin RRV MA104 None$§ [83]
Ca-EGTA OsuU, SA11 MA104 40-50% reduction®
*RRV and SA11 (simian origin); nar (neuraminidase-resistant mutant of RRV strain); WA and KUN (human origin); OSU (porcine origin).
*Dominant-negative mutant.
8As measured by a-sarcin co-entry.
finhibition of decapsidation.
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virions mediated 51Chromium, 4CCholine and
3H|ngsitol release from prelabeled MA104 cells
[40]. In addition, infectious rotavirus particles of
bovine strain RF were found to permeabilize
carboxyfluorescein preloaded vesicles [45], and
purified VP5 protein was found to be responsible
for this release [271. However, in these experi-
ments a vast excess of purified rotavirus particles
were used in relation to lipid or membrane pro-
teins, and therefore it is difficult to asses the bio-
logical significance of these observations given
that, in vivo, the number of infectious units of
rotavirus capable of establishing a productive
infection is low [46]. Early membrane permeabili-
zation was also observed during cell entry of RRV,
OSU and RF strains, which allowed the co-entry
of toxin a-sarcin, with maximum permeability
observed with as little as ten infectious particles
per cell [42,44].

More recently, the entry of rotaviruses in
MA104 cells was re-evaluated using new molecu-
lar and biochemical tools (Table2). Rotaviruses
were shown to enter cells in the presence of com-
pounds that inhibit clathrin-mediated endo-
cytosis, as well as cells overexpressing a dominant-
negative form of Eps15, a protein crucial for the
assembly of clathrin coats. It was also found that
treatment of cells with the cholesterol-binding
agents nystatin and filipin, as well as the expres-
sion of dominant-negative caveolin-1 and -3
mutants, had no effect on rotavirus infection,
suggesting that the virus was able to enter cells in
which the caveolae uptake was blocked. Interest-
ingly, cells expressing a dominant—negative
mutant of the large GTPase dynamin, which is
known to function in several membrane scission
events, and cells treated with methyl-B-cyclo-
dextrin, a drug that sequesters cholesterol from
membranes, were poorly infected by rotavirus,
indicating that cholesterol and dynamin play a
role in the entry of these viruses [471. Cholesterol
is a key molecule involved in the integrity of
membrane lipid microdomains known as ‘lipid
rafts’ [4s). These structures have been shown to
exist in cell membranes as a result of the differen-
tial affinity associations of lipids [49,50]. They are
resistant to solubilization with mild detergents,
and thus can be isolated as detergent-resistant
membrane fractions by density centrifugation
151]. It was found that both the receptors for rota-
virus and the infectious viral particle associate
with detergent-resistant membrane early in infec-
tion [527, suggesting that lipid rafts play an
important role during rotavirus cell entry, pre-
sumably by providing a platform that facilitates
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the efficient interaction of the cellular receptors
with the viral particles. Interestingly, lipid rafts
have also been found to be important during the
morphogenetic process of rotaviruses [53-56].
Taken together, these results suggest that the entry
of rotavirus RRV might use a recently described
cell internalization pathway, referred to as caveo-
lae/raft-dependent endocytosis, which is defined
by its clathrin independence, dependence on
dynamin and sensitivity to cholesterol depletion
[57,58]. However, it can not be discarded that rota-
viruses could enter the cell at the plasma mem-
brane level, using an undefined, direct entry
mechanism in which the depletion of cholesterol
could either alter the fluidity of the membrane or
disrupt the organization of the lipid rafts that
might be holding together the rotavirus receptors,
thus impairing virus entry (Figure 2).

Conformational changes

The initial binding of a virus to the cell is fol-
lowed by a series of events that include changes
to the structure of the virion. It has been shown
that enveloped viruses frequently undergo con-
formational changes in their fusion glycoproteins
following protease cleavage, and a secondary
event that can include binding to a receptor
and/or a pH change. These conformational
changes are important in mediating the fusion of
viral and cell membranes. Nonenveloped viruses,
such as poliovirus, reovirus, or adenovirus have
also been shown to undergo conformational
changes upon interaction with their cell recep-
tors [59-63]. In rotaviruses, it has been demon-
strated that virus particles activated with trypsin
become more hydrophobic [45]. It is possible that
trypsin cleavage reorganizes the VP4 spikes into
a conformation that will allow subsequent
virus—receptor interactions; this hypothesis is
based on recent studies demonstrating that,
while the VP4 spikes of nontrypsinized particles
of the Simian rotavirus strain SA11 4F could not
be visualized by cryoelectron microscopy, these
spikes became visible upon treatment of the viri-
ons with trypsin, indicating that the cleavage of
VP4 yields icosahedrally ordered spikes, which
are structurally different in trypsin cleaved and
uncleaved virions [25].

As previously mentioned, during entry rota-
viruses interact with several cell-surface mole-
cules, including SA, gangliosides, integrins
a2Bl, axp2 and avp3, and hsc70 (5,77. Some of
these receptors are used for virus attachment,
while others appear to be involved in
postattachment steps, and it has been proposed
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Figure 2. Possible modes of rotavirus entry.
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The interaction of rotavirus with its receptors induces conformational changes that allow the entry of the virus into the cell.

The precise mechanism used by rotaviruses to enter the cell is not completely understood; however, recent findings point at two

entry pathways. The first involves the direct penetration of rotavirus into the cell, resulting in the release of the DLP into the

cytoplasm (A). The other possible route involves dynamin-dependent endocytosis, where the TLP particle is internalized in an endocytic
vesicle (B). Once in this cellular compartment, distinct mechanisms may be involved to trigger the membrane penetration process.

(C) A calcium-dependent mechanism, in which the virus uses an endocytic pathway that is sensitive to CaZ* concentration [76].

In this model, the virus enters the cell by endocytosis and the vacuolar proton ATPase pump could provide the force for Ca2* extrusion
of the vesicle, lowering its concentration and favoring the solubilization of the viral outer capsid proteins, which in turn could
permeabilize the endosomal membrane [75,76]. Once in the endocytic vesicle, the VP8 protein dissociates from the particle, exposing

a hydrophobic domain on VP5, which could insert itself into the endocytic membrane, creating pores that could allow the viral particles
to exit this vesicle (D).

DLP: Double-layered particle; hsc: Heat shock cognate protein; TLP: Triple-layered particle; VP: Viral protein.
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that these sequential interactions might cause
conformational changes in the viral particle that
could eventually lead to the virus penetrating the
membrane and uncoating, similar to what occurs
in adenovirus [61], or several members of the
Picornaviridae family [s4-66]. The evidence that
supports the conformational changes of rotavirus
proteins during virus entry are derived from
several different observations. A single aa substi-
tution in the SA-binding domain of VP8 causes
a conformational change in the protein [67,68]
that allows RRV and OSU mutant strains to
directly interact with integrin a2p1, surpassing
the initial interaction with SA [69].

The determination of the crystal structure of a
large fragment of VP5 revealed further possible
conformational changes during rotavirus cell
entry [12,70]. It was found that this part of the
protein folds back on itself, changing its struc-
ture from a dimer to a trimer, resulting in the
translocation of a potential membrane-interact-
ing peptide from one end of the spike to the
other. Based on these observations it was pro-
posed that the structural changes in VP5 might
lead to the release of VP8 from the viral particle,
unmasking a hydrophobic VP5 domain, which
could insert into the membrane, a process that
resembles the conformational changes observed
in the membrane fusion proteins of some envel-
oped viruses [71,72]. The interaction(s), or condi-
tion(s), that could trigger this conformational
change in VP5 are not yet clear. Furthermore,
one of the molecules involved in the postbinding
steps of rotavirus cell entry is hsc70 [73]; this
chaperone protein has been associated with the
transport of proteins across cell membranes,
binding to nascent polypeptides, with the disso-
ciation of clathrin from clathrin coats [74). The
interaction of hsc70 with rotavirus RRV in solu-
tion resulted in subtle conformational changes
on the viral outer capsid proteins, which resulted
in a partial loss of infectivity, leaving open the
possibility that interaction of the virus with the
membrane-associated hsc70 might induce con-
formational changes in the viral proteins that
favor virus entry [7s], in a manner similar to other
Viruses [76-79].

Virus uncoating

During, or shortly after, cell entry, the infecting
TLP uncoats, losing the two outer layer proteins
to yield a DLP that is transcriptionally active.
The transcriptase activity is observed in in vitro
assays when the surface proteins VP4 and VP7
are removed from mature TLPs by treatment
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with Ca2*-chelating agents [so]. In vivo it is not
clear whether the virus uncoats during the pene-
tration step or once it has reached the cyto-
plasmic milieu. It has been suggested that the
penetration of the virions into the cell’s
cytoplasm, which has a Ca?* concentration
several orders of magnitude lower than the
extracellular media, might be the factor that
triggers the uncoating of the virus and the acti-
vation of the viral transcriptase. The observation
that increases in cytoplasmic Ca2* concentration
induced by ionophores inhibit the uncoating of
the porcine strain OSU supports this hypothesis
1371, however, similar treatments did not inhibit
the infectivity of simian strain RRV (Table 2) [42].
One possible explanation for these discrepancies
is that different rotavirus strains require differ-
ent Ca%* concentrations to maintain the stabil-
ity of the outer surface proteins on the viral
particle [81,82].

The inhibition of infectivity of rotavirus
OSU after treatment with bafilomycin Al (an
inhibitor of the endosomal H*-ATPase),
together with the ability of soluble outer capsid
protein to permeabilize cell membranes (see
above), led to the hypothesis that rotaviruses use
an endocytic pathway that is sensitive to Ca%*
concentration [s3]. In this model, it was pro-
posed that the trypsin-activated virus enters the
cell by clathrin-mediated endocytosis and, once
in the endosome, the vacuolar proton ATPase
pump could provide the force for Ca2* extrusion
of the endosome, lowering its concentration and
favoring the solubilization of the viral outer cap-
sid proteins, which in turn could permeabilize
the endosomal membrane, releasing the DLP
into the cytoplasm [26,83). Even though this
model seems plausible, some conflicting results
need to be taken into account; as mentioned
earlier, treatments which affect clathrin-medi-
ated endocytosis have not been found to affect
rotavirus cell entry [37,40,42,44,47,84] and, although
bafilomycin Al is considered to be a specific
inhibitor of the vacuolar proton ATPase, it has
recently been reported that it can also affect
other cell functions, such as endocytic transport,
trapping virtually all viruses in early endosomes
[85,86]. Thus, the precise mechanism that triggers
rotavirus uncoating remains to be clarified.

Conclusion

Rotavirus entry seems to require sequential
interactions of the virus surface proteins with
distinct cell-surface molecules, in an organized
membrane microenvironment (rafts).
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The mechanism of virus entry into the natural
target cells (enterocytes) is still not known and,
to date, the available information comes from
studies on different cell lines. The proposed
mechanisms for the entry of rotavirus into cells
have changed with time, going from classical
endocytosis, to direct membrane penetration,
and finally to a poorly characterized type of
endocytosis. It is important to point out that the
rotavirus strains that have been used in these
studies are generally isolates adapted to grow in
cell culture, and their mode of entry may differ
from wild-type viruses when infecting entero-
cytes. The differences in receptor usage reported
for different rotavirus strains suggest that there
could also be differences in the mechanisms of
cell entry used by different isolates.

In summary, the cell entry of the best studied
rotavirus strain, RRV, suggests that after the ini-
tial interaction with SA, the virus interacts with
several other cell-surface receptors located in
lipid rafts, which promotes some conformational
changes in the surface proteins of the virus that
leads to penetration of the viral protein into the
cytoplasm. The entry of RRV might use a
recently described cell internalization pathway

referred to as caveolae/raft-dependent endo-
cytosis, which is defined by its clathrin inde-
pendence, dependence on dynamin and
sensitivity to cholesterol depletion [4s]. It is not
known how or when the outer capsid is lost, nor
how the virus is released from the endosome, but
conformational changes of the virus surface pro-
teins and the low concentration of intracellular
Ca?* could be involved in this process.

Future perspective

During the last decade a number of rotavirus
receptors have been identified, and the mecha-
nism of cell entry for some rotavirus strains has
been partially characterized. An approach that
should improve our knowledge about this proc-
ess, which is just starting to be considered, is the
study of the signaling cascades triggered during
rotavirus cell entry. A powerful technique that
will be used for this purpose is the silencing of
the expression of selected genes by RNA inter-
ference. This technology will also be used in the
near future to identify the cellular proteins that
are involved in rotavirus entry, as well as those
involved in later steps of virus replication,
through genome-wide screenings using SiRNA

Executive summary

Rotavirus cell entry

Rotaviruses, the most important cause of severe diarrhea in children, infect the mature enterocytes of the small intestine.

Owing to the lack of enterocyte cell lines, most studies of rotavirus cell entry have been carried out in epithelial cell lines (MA104
and Caco-2 cells) where the virus replicates efficiently, although they are not natural targets of the virus.

Even though huge progress in the characterization of rotavirus receptors has been made, the mechanism by which these viruses
enter their host cell has not been completely elucidated, and most of the studies have ended up with negative results, providing
evidence about how these viruses do not enter the cell.

The entry of these viruses does not occur through clathrin- or caveolae-mediated endocytosis, and they depend neither on the
acidification of endosomes, nor on cytoskeleton proteins.

Rotaviruses require cleavage by trypsin to be infectious, and depend on the presence of cholesterol on the cell membrane and
the activity of the large GTPase dynamin.

Conclusion

Considering the cell entry of the best studied rotavirus strain, RRV, it seems that after the initial interaction of the virus particle
with sialic acids, it interacts with several other receptors organized in lipid rafts in the cell membrane. During these interactions
some conformational changes in the viral particle take place, which are then followed by a recently described cell internalization
pathway, referred to as caveolae/raft-dependent endocytosis, defined by its clathrin independence, dependence on dynamin, and
sensitivity to cholesterol depletion.

It is not yet known how the outer capsid is lost and how the virus is released from the endosome, but conformational changes
and low intracellular Ca2* levels could be involved.

Future perspective

The study of virus entry into mature enterocytes, the primary natural target cells, must be carried out.

The recently available imaging and functional genomic tools will be of great help to define more clearly the cell entry of
rotaviruses; the use of time-lapse imaging and single-particle tracking of fluorescently-labeled rotavirus particles in living cells, and
the genome-wide screening of siRNA and microRNA libraries to silence most of the genes involved in rotavirus infection will
provide insight into the mechanism of entry of these viruses.
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or microRNA libraries designed to silence most
cellular genes. RNA interference was recently
used to identify the cellular kinases that are
important in clathrin- and caveolae-dependent
endocytosis [87].

Since most of the current knowledge on rota-
virus cell entry has been obtained using model
cell lines, it is important that future studies
make a special effort to characterize rotavirus
entry into mature enterocytes, the natural targets
of the virus. In addition, new methods that are
developing at great speed, such as time-lapse
imaging and single-particle tracking in living
cells (reviewed in [ss]), which were recently used
to analyze the cell entry of poliovirus and dengue
virus [s9,90], would be important to incorporate
in future studies to follow the entry of infectious
virus particles into cells. The use of these tech-
niques will allow us to observe the cell entry of
fluorescently-labeled single virus particles in real

Rotavirus cell entry - REVIEW

time and their interactions with cellular proteins
during this process. The knowledge generated
by these new approaches should provide infor-
mation that is relevant for the design of novel
therapeutic measures against infection with
these viruses.
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Rotaviruses, the single most important agents of acute severe gastroenteritis in children, are nonenveloped
viruses formed by a three-layered capsid that encloses a genome formed by 11 segments of double-stranded
RNA. The mechanism of entry of these viruses into the host cell is not well understood. The best-studied strain,
RRYV, which is sensitive to neuraminidase (NA) treatment of the cells, uses integrins a2f31 and avf33 and the
heat shock protein hsc70 as receptors and enters MA104 cells through a non-clathrin-, non-caveolin-mediated
pathway that depends on a functional dynamin and on the presence of cholesterol on the cell surface. In this
work, using a combination of pharmacological, biochemical, and genetic approaches, we compared the entry
characteristics of four rotavirus strains known to have different receptor requirements. We chose four rotavirus
strains that represent all phenotypic combinations of NA resistance or sensitivity and integrin dependence or
independence. We found that even though all the strains share their requirements for hsc70, dynamin, and
cholesterol, three of them differ from the simian strain RRYV in the endocytic pathway used. The human strain
Wa, porcine strain TFR-41, and bovine strain UK seem to enter the cell through clathrin-mediated endocytosis,
since treatments that inhibit this pathway block their infectivity; consistent with this entry route, these strains
were sensitive to changes in the endosomal pH. The inhibition of other endocytic mechanisms, such as
macropinocytosis or caveola-mediated uptake, had no effect on the internalization of the rotavirus strains

tested here.

Endocytosis is a cellular process that involves the formation
of a vesicle whose cargo is transported from the extracellular
milieu to the interior of the cell. Several endocytic pathways
have been described, and all of them have been shown to be
used by viruses during cell entry. These pathways include clath-
rin-mediated endocytosis, uptake via caveolae, macropinocy-
tosis, phagocytosis, and a novel non-clathrin-, non-caveola-
mediated pathway that is currently not well characterized (32).
While detailed information about the entry of several enve-
loped viruses is now available (4, 35, 49, 53, 56), the mechanism
by which nonenveloped viruses enter cells is not well under-
stood. Two general mechanisms have been proposed to be
used by these viruses to reach the cell’s cytoplasm: direct pen-
etration at the cell surface, during which the viral particles are
directly translocated from the external milieu into the cyto-
plasm, or internalization through endocytic processes (55).

Rotaviruses, members of the family Reoviridae, are the lead-
ing etiologic agent of viral gastroenteritis in infants and young
children worldwide, being responsible for an estimated 500,000
deaths each year (41). These nonenveloped viruses are formed
by three concentric layers of protein that surround the viral
genome, formed by 11 segments of double-stranded RNA. The
outermost layer of the virion is formed by two proteins, VP4
and VP7, which are involved in the early interactions of the
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virus with its host cell (7, 27). VP4 is involved in receptor
binding and cell penetration. The role of VP7 is less clear,
although it has been shown that it interacts with the cell surface
molecules at a postattachment step (17). After binding to the
cell surface, the virus penetrates the plasma membrane to
productively infect the cell. This penetration depends on the
trypsin treatment of the virus, which results in the specific
cleavage of VP4 to polypeptides VP8 and VP5. This cleavage
promotes VP4 rearrangements in the viral particles that rigid-
ify the spikes (7, 11).

Despite the fact that, in vivo, rotaviruses primarily infect the
mature enterocytes of the small intestine, studies of the infec-
tion of this type of cells have been limited due to the lack of
established intestinal cell lines of small intestine origin. Given
the absence of a better model, most of the studies on the entry
and replication cycle of rotavirus have been conducted either
in the epithelial monkey kidney cell line MA104 or in the
human colon carcinoma cell line Caco-2, which are highly
permissible to these viruses.

Using as a model MA104 cells and the simian rotavirus
RRYV, we have proposed that rotavirus cell entry is a complex
multistep process that involves the two virus surface proteins
and several cell receptors, including sialic acids, gangliosides,
integrins a2B1, a4B1, avB3, and axP2, and the heat shock
cognate protein hsc70 (22). We have also shown that depletion
of cholesterol from the cellular membrane severely impairs the
infectivity of rotavirus (19, 50) and have suggested that sphin-
golipid- and cholesterol-enriched membrane lipid microdo-
mains might be involved in rotavirus cell entry, since the virus
and its receptors associate with these domains at early times
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TABLE 1. Cellular receptor requirements of
different rotavirus strains

. .. Neuraminidase Integrin
Strain Origin sensitivity dependent References
RRV Simian Yes Yes 5,6,17
TFR-41 Porcine Yes No 6,17
UK Bovine No No 6,17
Wa Human No Yes 5,17,34

during infection (23). However, there are some rotavirus
strains that may not use all these molecules; some rotavirus
strains are resistant to the neuraminidase (NA) treatment of
the cell, and thus, they have been classified as NA resistant (6,
34). Additionally, the infectivity of some viral strains is not
blocked by anti-integrin antibodies, suggesting the existence of
rotavirus strains that are integrin independent (Table 1) (17).

The precise mechanism utilized by rotavirus to enter the cell
is, however, not yet defined. Recently, we reported that the
entry of the simian rotavirus strain RRV is independent of
clathrin- and caveola-mediated endocytosis; however, it is de-
pendent on dynamin (a protein involved in the scission of the
endocytic vesicles from the cellular membrane) and requires
the presence of cholesterol in the cell membrane (50). In this
work, using a combination of pharmacological, biochemical,
and genetic approaches, we compared the entry characteristics
of four rotavirus strains known to have different receptor re-
quirements. We found that all the strains tested share the
requirement for hsc70, cholesterol, and dynamin. Unexpect-
edly, we found that there were differences in the type of en-
docytic route utilized by three of the strains compared to that
of simian strain RRV. Bovine strain UK, porcine strain TFR-
41, and human strain Wa more likely enter the cell through a
clathrin-dependent mechanism, since treatments that inhibit
this process block the infectivity of these rotavirus strains; in
contrast, the entry of RRYV, as previously shown (50), is inde-
pendent of this pathway. The inhibition of other endocytic
mechanisms, such as macropinocytosis or caveola-mediated
uptake, had no effect on the entry of the rotavirus strains tested
here.

MATERIALS AND METHODS

Cells and viruses. The rhesus monkey epithelial cell line MA104 was grown in
Advanced DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) (Invitrogen, Carlsbad,
CA) supplemented with 3% fetal bovine serum (FBS) and was used for all
experiments carried out in this work. Rhesus rotavirus strain RRV and the
human strain Wa were obtained from H. B. Greenberg (Stanford University,
Stanford, CA), bovine rotavirus UK was donated by D. R. Snodgrass (Moredun
Research Institute, Edinburgh, United Kingdom), and porcine strain TFR-41
was obtained from I. Holmes (University of Melbourne, Victoria, Australia). All
rotavirus strains were grown in MA104 cells as described previously (40). Dou-
ble-layered rotavirus particles (DLPs) from different strains were purified by
CsCl density gradient as reported previously (14). Reovirus type 1 was kindly
provided by C. Ramos (CISEI, National Institute of Public Health, Cuernavaca,
Mexico). Simian virus 40 (SV40) was obtained from L. Gutiérrez (National
Institute of Public Health, Cuernavaca, Mexico).

Antibodies and reagents. Monoclonal antibodies (MAbs) to clathrin heavy
chain, hsc70, and hsp70 were purchased from ABR Antibodies (Golden, CO).
MADbs against the large antigen of SV40 (anti-SV40 TAg) and antihemagglutinin
(anti-HA) were purchased from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA).
Tetramethylrhodamine-conjugated dextran (TMR-dextran) and Alexa 488- and
568-conjugated secondary antibodies were purchased from Molecular Probes
(Eugene, OR). Horseradish peroxidase-conjugated goat anti-rabbit polyclonal
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antibody was from Perkin Elmer Life Sciences (Boston, MA). Rabbit polyclonal
antibodies to purified rotavirus particles (anti-TLPs), to rotavirus nonstructural
protein (anti-NSP2), to reovirus, and to vimentin were produced in our labora-
tory. Methyl-B-cyclodextrin (MBCD), sucrose, bafilomicyn Al, DMA [5-(N,N-
dimethyl)amiloride hydrochloride], and water-soluble cholesterol (BioReagent
product no. C4951) were purchased from Sigma (St. Louis, MO); ammonium
chloride was purchased from J.T. Baker (Phillipsburg, NJ).

Infectivity assay. Confluent MA104 cells in 96-well plates (for rotavirus infec-
tion) or 24-well plates (for SV40 infection) were washed twice with Eagle’s
minimum essential medium (MEM), and then approximately 2,000 focus-form-
ing units (FFU) of rotavirus or reovirus or 6,000 FFU of SV40 were adsorbed to
cells for 60 min at 37°C. After the adsorption period, the virus inoculum was
removed, MEM was added, and the infection was left to proceed for 15 h for
reovirus and rotavirus strains or 18 h for SV40 at 37°C. Infected cells were
detected by an immunoperoxidase FFU assay using a rabbit hyperimmune serum
directed to triple-layered particles (TLPs) (for RRV, UK, and TFR-41), a hy-
perimmune serum to rotavirus Wa, or a rabbit antireovirus antibody, as de-
scribed previously (8). Briefly, cell monolayers were fixed with 80% acetone in
phosphate-buffered saline (PBS), and intracellular viral antigen was detected by
antirotavirus or antireovirus polyclonal antibodies followed by a peroxidase-
conjugated goat anti-rabbit polyclonal antibody as described earlier (8). The
FFUs were counted in a Visiolab 1000 station (Biocom, Les Ulises, France) as
reported previously (19). SV40-infected cells were detected by a fluorescence
focus assay using an anti-SV40 TAg MAb as described previously (52).

Kinetics of rotavirus cell entry. To measure the rate of rotavirus cell entry,
confluent monolayers of MA104 cells grown in 96-well plates were washed twice
with cold MEM and left to chill on ice. Then, approximately 2,000 FFUs of each
rotavirus strain were added per well, and the viruses were allowed to bind on ice
for 1 h. After this time, unbound viruses were washed, warmed MEM was added,
and the plates were placed over a 37°C water bath. At the time points indicated
(see Fig. 1), the medium in the wells was aspirated, and viral particles still present
on the cell surface were detached by two quick washes with 3 mM EGTA in PBS,
followed by incubation in warm MEM. After reaching the last time point of the
entry measurements (90 min), the 96-well plates were placed into a CO, incu-
bator, and the infection was left to proceed for an additional 15 h. The cells were
then fixed and stained as described above. The amount of virus that entered at
each time point was compared to the amount of virus that entered when no
EGTA wash was performed, which was taken as 100% entry.

Treatment of MA104 cells with inhibitors. Confluent monolayers of MA104
cells grown in 96-well plates were washed twice with MEM and were pretreated
or not with different concentrations (indicated in each figure) of MBCD and
bafilomycin A1 (for 1 h), NH,Cl and DMA (for 30 min), or sucrose (for 10 min);
all reagents were dissolved in MEM. After this incubation, cells were infected
with the different rotavirus strains or with reovirus (2,000 FFU per well) for 1 h,
with the different reagents (except MBCD) maintained during this period. Cells
were washed twice with 3 mM EGTA in PBS to remove viral particles still
present on the cell surface. Reovirus-infected cells were further incubated with
an antireovirus polyclonal antibody for 15 min to neutralize the virus that re-
mained on the cell surface. Then, the infection was left to proceed for an
additional 15 h. For cholesterol replenishment assays, cells were washed twice
with MEM and treated for 1 h with MBCD 10 mM. After this treatment, the cells
were washed twice with MEM, and water-soluble cholesterol (100 pg/ml) was
added for 1 h. The cells were washed again and were infected with rotavirus
strains for 1 h. Finally, the cells were washed and the infection was left to proceed
for 15 h; all incubations were performed at 37°C. After incubation, cells were
fixed, stained, and analyzed as described above. None of these treatments caused
cell death as determined by morphological examination and trypan blue exclu-
sion assays (results not shown).

Dextran uptake. Confluent monolayers of MA104 cells grown on coverslips in
48-well plates were washed twice with MEM and treated with DMA for 30 min.
Then, the cells were cooled for 10 min at 4°C. After this period, the cells were
incubated with TMR-dextran (100 pM) in the presence of DMA for 30 min at
4°C. Prewarmed MEM was added, and the cells were shifted to 37°C for 45 min.
Finally, dextran uptake was stopped by washing with cold MEM and the cells
were fixed and prepared for immunofluorescence as described below.

Blocking of rotavirus infectivity with monoclonal antibodies to hsc70. Con-
fluent monolayers of MA104 cells grown in 96-well plates were washed twice with
MEM, and different concentrations of MAbs to hsc70 (MA3-006) or to hsp70
(MA3-009) were added to cells for 90 min at 37°C (18). After this incubation
period, MAbs were removed and cells were infected with the different rotavirus
strains (2,000 FFU per well) for 1 h at 37°C. After the adsorption period, the
virus inoculum was removed, cells were washed twice with MEM, and the
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infection was left to proceed for 15 h at 37°C. Infected cells were fixed and
immunostained as mentioned above.

Plasmids and transfections. Plasmids pCDNA3.1/Dyn2 (for wild-type [wt]
dynamin), which expresses N-terminally HA-epitope-tagged dynamin, and
pCDNA3.1/K44A (for mutant dynamin), expressing an N-terminally HA-
epitope-tagged K44A mutant, were kindly provided by S. L. Schmid (Scripps
Research Institute, La Jolla, CA). pCINeo/IRES-GFP/caveolin-1 and pCINeo/
IRES-GFP/caveolin-1 DN, which are bicistronic expression vectors expressing
green fluorescent protein (GFP) and wild-type caveolin-1 or a mutant caveolin-1
from which residues 1 to 81 were deleted, respectively, were kindly donated by J.
Eggermont, Katholieke Universiteit, Leuven, Belgium. Plasmids were trans-
fected into 80% confluent cell monolayers grown on coverslips using Lipo-
fectamine 2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA) according to the manufacturer’s
instructions. After 48 h, cells were infected with the different virus strains as
described above. The expression of wt dynamin and the K44A mutant was
monitored by using a MADb against the HA tag, whereas the expression of wt
caveolin and its mutant was monitored through GFP expression.

Transfection of siRNAs. Clathrin heavy chain small interfering RNA (siRNA)
was obtained from Dharmacon Research (Lafayette, CO); the sequence of this
siRNA was previously reported (2, 38). The siRNA used to knock down the
expression of dynamin-2 was kindly provided by P. Cossart (Pasteur Institute,
Paris, France) (57). As an irrelevant control, an siRNA to green fluorescent
protein was used. Transfection of siRNAs into MA104 cells was performed using
a reverse transfection method. Briefly, 15 pl Oligofectamine (Invitrogen, Carls-
bad, CA) was diluted in 1 ml MEM and incubated for 10 min at room temper-
ature. This mixture was then added to a well of a 48-well plate containing the
siRNA, also diluted in MEM. After an incubation of 20 min at room tempera-
ture, 200 pl of a single-cell suspension of 0.5 X 10° MA104 cells/ml was added
to each well, and the cells were incubated at 37°C. Seventy-two hours later, the
transfection mixture was removed and the cells were washed twice with MEM
and infected with rotavirus.

Lipofection of DLPs. siRNA-transfected cells were transfected with DLPs
from different rotavirus strains using Lipofectamine (lipofection). Briefly, DLPs
were diluted in MEM and incubated with a mixture of Lipofectamine (Invitrogen
Carlsbad, CA) in MEM for 20 min at room temperature. One hundred micro-
liters of this mixture was added to the cells for 1 h at 37°C, and then cells were
washed with MEM. At 15 h postlipofection, cells were fixed, and infected cells
were detected by a peroxidase focus-forming assay as described above.

Immunofluorescence (IF) assay. MA104 cells grown on glass coverslips to
approximately 80% confluence were transfected with plasmids for transient ex-
pression assays or with siRNAs as described above, and at 48 h posttransfection
(for plasmids) or 72 h posttransfection (for siRNAs), cells were infected with
rotavirus or reovirus for 2 h at 37°C. Six hours postinfection (h.p.i.), the cells
were fixed with 2% paraformaldehyde in PBS for 20 min. After this time, the cells
were washed three times with PBS containing 50 mM NH,Cl, permeabilized by
incubation with 0.5% Triton X-100 in blocking buffer (50 mM NH,CI, 1% bovine
serum albumin [BSA] in PBS) for 15 min, washed three times with PBS con-
taining 50 mM NH,CI, and blocked by incubation with 1% BSA, 50 mM NH,Cl
in PBS at 4°C overnight. The coverslips were incubated with primary antibodies
for 1 h, followed by incubation with the corresponding Alexa-labeled secondary
antibodies for 1 h. All incubations were performed at room temperature. Cov-
erslips were mounted on glass slides using Fluokeep (Argene, Varilhes, France),
and slides were analyzed with a fluorescence microscope (Zeiss Axioskop 2 mot
plus) coupled to a digital camera (Photometrics Cool Snap HQ). The images
were then digitally captured and prepared in Adobe Photoshop 6.0.

Immunoblot analysis. Cells were lysed in Laemmli sample buffer, denatured
by boiling for 5 min, subjected to SDS-PAGE, and transferred to Immobilon
NC (Millipore) membranes. Membranes were blocked with PBS containing
5% nonfat dry milk and incubated with the antibodies indicated in Fig. 7 as
previously described (36). Bound antibodies were developed by incubation
with a peroxidase-labeled secondary antibody and the Western Lightning
system (PerkinElmer).

Image analysis and statistical analysis. For quantification, nonmanipulated
raw images were assessed and counted for infected/transfected cells. In all in-
stances, data were acquired from at least three independent experiments. All
statistical evaluations were carried out with the two-tailed paired ¢ test using
Prism 5.0.

RESULTS

Kinetics of entry of different rotavirus strains. To determine
if receptor usage had some influence in the mechanism of
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FIG. 1. Kinetics of rotavirus entry. MA104 cells grown in 96-well
plates were infected with 2,000 FFUs of the indicated virus strains per
well. Viral particles present at the cell surface were removed with 3
mM EGTA at the indicated time points, and the infection was allowed
to proceed for 15 h at 37°C. Finally, cells were fixed and immuno-
stained as described in Materials and Methods. Data are expressed as
the percentage of the virus infectivity obtained in wells where viral
particles of each strain were not removed with EGTA, which was taken
as 100% infectivity. The arithmetic means and standard deviations of
the results of three independent experiments performed in duplicate
are shown.

rotavirus entry, we selected four rotavirus strains that have
been shown to differ in their susceptibility to NA treatment of
target cells and in their integrin dependence. Table 1 shows the
four strains chosen for this study. As mentioned above, the
interactions of rotavirus with the cell surface, as well as some
aspects of the mechanism of entry, have already been charac-
terized for the simian rotavirus RRV, which is NA sensitive
and integrin dependent (5, 6, 17, 28, 33). Initially, we deter-
mined whether all four strains entered the cell at the same rate.
For this, the different viruses were added to MA104 cell mono-
layers and allowed to bind for 1 h at 4°C; under these condi-
tions, the viral particles bind to the cell surface but do not
enter. Unbound viruses were washed off, and a synchronized
entry process was started by adding warm medium to the cells.
The entry of the viral particles was stopped at different times
by removing the virus that had not entered cells with an EGTA
wash, which releases the outer layer of the virions and causes
the particles to detach from the cell surface. After this step,
cells were incubated for 15 h and virus-infected cells were
quantitated with an immunoperoxidase focus-forming assay.
Figure 1 shows the results of these assay. The rate of entry of
all four rotavirus strains differed greatly; RRV entered the
cells with a half-time of about 35 min, whereas only 20% of
strain UK had entered after 90 min of incubation. Strains
TFR-41 and Wa had intermediate rates of entry, with half-
times of approximately 60 and 90 min, respectively.

The infectivity of all four rotavirus strains depends on the
presence of cholesterol. It has been shown that depletion of
cholesterol from the cell membrane, using chelating agents
such as methyl-B-cyclodextrin (MBCD), results in a severe
decrease in the infectivity of the simian strain RRV, its variant
nar3, and the human strain Wa (19). To determine if rotavirus
strains TFR-41 and UK also depend on cholesterol for cell
entry, the cells were treated with MBCD and the effect on the
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FIG. 2. Cholesterol depletion reduces the infectivity of all four
rotavirus strains. MA104 cells grown in 96-well plates were pretreated
with 10 mM MBCD for 1 h at 37°C and washed with MEM, and then,
water-soluble cholesterol (100 wg/ml) was added or not added to cells
for 1 h at 37°C. Finally, all wells were infected with 2,000 FFUs of the
indicated rotavirus strains. Fifteen h.p.i., infected cells were detected
by an immunoperoxidase focus detection assay using a rabbit serum to
rotavirus as indicated in Materials and Methods. Data are expressed as
the percentage of the number of FFUs observed in control untreated
cells, which was taken as 100% infectivity. The arithmetic means =
standard deviations of the results of four independent experiments
performed in duplicate are shown.

infectivity of the viral strains was measured. The results in Fig.
2 show that all four rotavirus strains were susceptible to cho-
lesterol depletion, suggesting that they all depend on the pres-
ence of cholesterol to infect the cells. To discard possible
secondary effects associated with MBCD treatment, choles-
terol was restored to cells after treatment with this drug and
the infectivity was measured (Fig. 2). We found that choles-
terol replenishment restored the infectivity of all rotavirus
strains, suggesting that the presence of cholesterol is required
for virus entry.

All rotavirus strains interact with hsc70. We have previously
found that the heat shock protein hsc70 plays an important
role as a postattachment receptor for RRV (18, 60). Here, we
tested whether the other strains analyzed also used hsc70 dur-
ing their interaction with the cell surface. In these assays, the
cell monolayer was incubated with different concentrations of
monoclonal antibodies directed to hsc70 or to hsp70 as a con-
trol. After this incubation, cells were infected with the different
rotavirus strains and their infectivity was determined at
15 h.p.i. We found that the infectivity of Wa, TFR-41, and UK
decreased by about 30 to 40% (depending on the viral strain)
when the infection was performed in cells preincubated with
the anti-hsc70 antibody, while the infectivity in cells that were
preincubated with the control antibody to hsp70 was not af-
fected (Fig. 3A and B). These results indicate that all four
strains tested require the presence of hsc70 on the cell surface.

Preventing endosomal acidification affects the infectivity of
some rotavirus strains. We and others (1, 25, 50) have found
that preventing the acidification of endosomes does not affect
the cell entry of RRV. Here, we tested the effects of NH,Cl
and bafilomycin A1l on the infectivity of Wa, TFR-41, and UK.
Cells were preincubated with these reagents and were then
infected with the different rotavirus strains. The effect of pre-
venting the acidification of endosomes on the infectivity was
determined by the detection of infected cells as described in
Materials and Methods at 15 h.p.i. (Fig. 4). As expected, the
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FIG. 3. Rotavirus infectivity is blocked by an antibody to hsc70.
MADs to hsc70 (A) or to hsp70 (B) were added to monolayers of
MA104 cells for 90 min at 37°C. After this incubation period, cells
were infected with the indicated rotavirus strains (2,000 FFUs per well)
for 1 h at 37°C. After the adsorption period, the virus inoculum was
removed and the infection was left to proceed for 15 h at 37°C.
Infected cells were fixed and immunostained as indicated in Materials
and Methods. Data are expressed as the percentage of the virus infec-
tivity when cells were preincubated with PBS as control. The arithmetic
means * standard deviations of the results from at least two indepen-
dent experiments are shown.

infectivity of RRV was not reduced by any of the concentra-
tions of NH,Cl tested. In contrast, the infectivity of the other
rotavirus strains was affected, as was the infectivity of reovirus
that was used as a positive control. Similar results were ob-
tained with bafilomycin A1, which prevents acidification of the
endosomes by inhibiting the vacuolar ATPase (12). The infec-
tivity of RRV with this treatment was slightly but statisti-
cally significantly affected (Fig. 4). Taken together, these
data suggest that strains TFR-41, Wa, and UK depend on
the acidification of the endosome to efficiently infect MA104
cells, while RRV seems to be less sensitive to changes in the
endosomal pH.

The low endosomal pH might be required to trigger confor-
mational changes in some of the viral proteins needed for the
virus to escape the endosomal compartment. Alternatively, an
acidic pH might be required for optimal function of the endo-
somal cysteine proteases cathepsin L and cathepsin B, whose
activity has been shown to be required for reovirus infectivity
(14). To determine if cathepsin L was needed for rotavirus
entry, we tested the effect of an inhibitor of this protease on the
infectivity of the different rotavirus strains. Reovirus was used
as a positive control for these experiments. We found that
while the inhibition of cathepsin L severely blocked the infec-
tivity of reovirus at the concentration tested, it did not signif-
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FIG. 4. Effects on rotavirus infectivity of treatments that prevent
the acidification of endosomes. MA104 cells grown in 96-well plates
were pretreated with 100 mM NH,CI or with 0.5 pM bafilomycin Al
at 37°C for 30 min or 1 h, respectively. Cells were then infected with
2,000 FFUs of the indicated rotavirus strains, maintaining the reagents
during the adsorption period of 1 h at 37°C. The virus inoculum was
removed, and the infection was left to proceed for 15 h at 37°C.
Infected cells were fixed and immunostained as indicated in Materials
and Methods. Data are expressed as the percentage of the virus infec-
tivity observed in control untreated cells, taken as 100%. The arith-
metic means * standard deviations of the results of at least five
independent experiments performed in duplicate are shown. *, P <
0.05; %, P < 0.005; #x%, P < 0.0005 (paired ¢ test).

icantly affect the infectivity of any rotavirus strain (data not
shown).

Macropinocytosis and caveola-mediated endocytosis are not
involved in rotavirus entry. To test whether some rotavirus
strains enter cells through macropinocytosis or caveola-medi-
ated endocytosis, we inhibited these two pathways and deter-
mined the effect on rotavirus infection. To inhibit the caveolin-
dependent route, we transfected the cells with a construct
expressing a dominant-negative mutant form of caveolin-1
(with amino acids 1 to 81 deleted) or with a plasmid encoding
the wild-type form of this protein (54). The results in Fig. SA
show that cells expressing the dominant-negative mutant
caveolin-1 were infected by all four rotavirus strains but were
not infected by SV40, which has been previously shown to
enter through caveola-mediated endocytosis and which was
used as a positive control in these assays.

To block macropinocytosis, we treated the cells with 5-(V,N-
dimethyl)amiloride hydrochloride (DMA), an inhibitor of the
Na™/H" pump, which has been shown to inhibit this pathway
(31). None of the rotavirus strains tested were affected by this
treatment (Fig. 5B), whereas the uptake of fluorescently la-
beled dextran, which is known to enter through macropinocy-
tosis, was inhibited (data not shown). Together, these results
suggest that neither macropinocytosis nor caveola-mediated
endocytosis is involved in rotavirus entry.

Treatments that inhibit clathrin-mediated endocytosis alter
the infectivity of some rotavirus strains. To establish if clath-
rin-dependent endocytosis is involved in the entry of the strains
studied, we determined the effect of treating MA104 cells with
a hypertonic medium (containing sucrose at different concen-
trations), which results in the dissociation of clathrin vesicles
from the plasma membrane (20, 21). The results in Fig. 6A
show that, while the infectivity of RRV was barely affected at
250 mM, the highest sucrose concentration tested, the infec-
tivity of the other three strains and reovirus decreased signif-
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FIG. 5. Blocking caveola-mediated endocytosis or macropinocyto-
sis does not reduce rotavirus infectivity. (A) MA104 cells were trans-
fected with plasmids expressing wild-type or the dominant-negative
mutant of caveolin-1. Transfected cells were infected with the different
viruses and processed for IF assay. Both wild-type and mutant proteins
were detected through GFP expression. Infected cells were fixed and
immunostained as indicated in Materials and Methods. The numbers
of infected cells in the GFP-positive transfected cells were scored (n =
100), and infectivities are expressed as percentages of the infected cell
number in the cells transfected with wild-type or dominant-negative
constructs. The arithmetic means * standard deviations of the results
of at least three independent experiments are shown. (B) MA104 cells
grown in 96-well plates were pretreated with the indicated concentra-
tions of DMA at 37°C for 30 min. Cells were then infected with 2,000
FFUs of the indicated rotavirus strain, maintaining DMA during the
adsorption period of 1 h at 37°C. The virus inoculum was removed, and
the infection was left to proceed for 15 h at 37°C. Infected cells were
fixed and immunostained as indicated in Materials and Methods. Data
are expressed as the percentages of the virus infectivity observed in
control untreated cells, representing 100%. The arithmetic means =
standard deviations of the results of at least three independent exper-
iments performed in duplicate are shown. *, P < 0.05; #*, P < 0.005;
*x%, P < 0.0005 (paired ¢ test).

icantly. These results point out the fact that different rotavirus
strains may enter the cells through different pathways.

To confirm the role of the clathrin-mediated endocytosis
pathway in the entry of some rotavirus strains, we silenced the
expression of the clathrin heavy chain by RNA interference
(RNAI), treatment that blocks the formation of clathrin cages,
and in consequence, the uptake of clathrin-mediated endocy-
tosis ligands, such as transferrin (38). Cells were transfected
with an siRNA directed to the clathrin heavy chain, and at 72 h
posttransfection, the cells were infected with different rotavirus
strains. At 6 h.p.i., cells were fixed and stained with antibodies
to clathrin and to rotavirus, and the number of infected cells
that were transfected with the siRNA against clathrin were
counted and compared with the number of infected cells that
were detected when an irrelevant siRNA was used as a control.
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FIG. 6. Effects on rotavirus infectivity of treatments that affect
clathrin-mediated endocytosis. (A) MA104 cells grown in 96-well
plates were pretreated with the indicated concentrations of sucrose
for 10 min at 37°C. Cells were then infected with 2,000 FFUs of the
indicated rotavirus strains, maintaining the hypertonic medium dur-
ing the adsorption period of 1 h at 37°C. The virus inoculum was
removed, and the infection was left to proceed for 15 h at 37°C.
Infected cells were fixed and immunostained as indicated in Mate-
rials and Methods. Data are expressed as the percentage of the virus
infectivity observed in control untreated cells, which represents
100%. The arithmetic means * standard deviations of the results of
five independent experiments performed in duplicate are shown.
(B) Immunofluorescence assay showing the silencing of clathrin
heavy chain. MA104 cells grown in coverslips were transfected with
the indicated siRNAs (Irre, irrelevant GFP siRNA); at 72 h post-
transfection, the cells were fixed and processed for IF using an
antibody to the clathrin heavy chain (green), and the nuclei
were stained with 4',6'-diamidino-2-phenylindole (DAPI; blue).
(C) MA104 cells grown in coverslips were transfected with the
indicated siRNAs and, at 72 h posttransfection, were infected with
the different strains of rotavirus or reovirus. At 6 h.p.i., cells were
fixed and processed for IF as indicated in Materials and Methods.
Rotavirus-infected cells were monitored using an anti-NSP2 rabbit
antibody, and reovirus-infected cells were detected by an antireo-
virus rabbit antibody, followed by incubation with antirabbit Alexa
568. The numbers of infected cells were scored, and the infectivities
are expressed as percentages of the numbers of infected cells found
in the cells transfected with the siRNAs (n = 150). The arithmetic
means * standard deviations of the results of at least three inde-
pendent experiments are shown. *, P < 0.05; %, P < 0.005; *%%,
P < 0.0005 (paired ¢ test).
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The results in Fig. 6B show that there was a very efficient
knockdown of the expression of clathrin, since few cells (ap-
proximately 10% of the control-transfected cells) were still
able to express this protein. Under these conditions, the uptake
of fluorescently labeled transferrin was blocked (data not
shown). When the effect on infectivity of silencing this protein
was measured, we found that the infectivity of RRV was not
significantly affected by this treatment, confirming our previous
results (50). In contrast, the infectivity of TFR-41, UK, Wa,
and reovirus was decreased when the clathrin heavy chain was
knocked down. The human strain Wa appeared to be the most
sensitive, since there was about an 80% reduction of its infec-
tivity under these conditions (Fig. 6C).

Role of dynamin in rotavirus entry. Dynamin is a large
GTPase that is responsible, among other things, for scission of
vesicles from the plasma membrane (10). A dominant-negative
mutant form of dynamin II, mutant K44A that contains a single
amino acid change in the GTPase domain, has been used
extensively to inhibit both caveolar and clathrin endocytosis
and to define the role of these pathways in the cell entry of
several viruses (16, 24, 44, 58). In order to define the role of
dynamin in the entry of rotaviruses, MA104 cells were tran-
siently transfected with plasmids that encode either Dyn-wt or
the mutant Dyn-K44A, as described in Materials and Methods.
The transfected cells were then infected with the different
strains of rotavirus or with reovirus, and the number of trans-
fected cells (as detected by an anti-HA antibody [see Materials
and Methods]) that were infected was scored (Fig. 7A). We
found that the infectivity of all the strains tested was decreased
by about 70%, suggesting that dynamin is involved in the entry
of all rotavirus strains tested.

Dynamin and clathrin are important during the entry step
of rotaviruses. Since it was conceivable that the knockdown of
either clathrin or dynamin affected the infectivity of rotaviruses
at a postentry step (39, 48), we analyzed whether the inhibitory
role of these two proteins was during the entry process. For
this, the expression of dynamin and clathrin was silenced by
RNAI and cells were transfected with purified DLPs from
RRYV, TFR-41, and UK viruses. DLPs lack the outer layer
proteins and, thus, are not able to bind and enter MA104 cells.
Transfection of DLPs into cells overcomes the entry step of the
virions. If the absence of clathrin or dynamin were affecting a
process after viral entry, we would expect the infectivity of the
transfected DLPs to be decreased. We found that silencing the
expression of clathrin or dynamin did not affect the infectivity
of any of the viral strains tested (Fig. 7B), suggesting that the
effect of their absence is indeed at the virus entry level. The
knockdown effectiveness of each of these proteins was assessed
by Western blot analysis (Fig. 7C). The protein level of the
clathrin heavy chain was reduced almost 100%, whereas there
was approximately 11% dynamin II still expressed in siRNA-
transfected cells. We were not able to purify enough viral
particles from the human strain Wa to perform these assays,
but they would be expected to behave like the other rotavirus
strains.

DISCUSSION

The early interactions of rotavirus with its host cell have
been extensively characterized for simian strain RRV (19, 50,
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FIG. 7. Rotavirus entry depends on clathrin and dynamin II.
(A) MA104 cells were transfected with plasmids expressing the wild
type or the K44A form of dynamin II. Transfected cells were infected
with the different viruses and processed for IF. Both wild-type and
K44A proteins were detected with an anti-HA tag MAD. Infected cells
were fixed and immunostained as indicated in Materials and Methods.
The numbers of infected cells in the HA-positive transfected cells were
scored (n = 100), and the infectivities are expressed as the percentages
of the infected cell number in the cells transfected with wild-type or
dominant-negative constructs. The arithmetic means *+ standard devi-
ations of the results of at least three independent experiments are
shown. REO, reovirus. (B) siRNA-transfected cells were transfected
with DLPs of the indicated rotavirus strains for 1 h at 37°C. After this
period, the transfection mixture was removed and cells were kept in
MEM. At 15 h.p.i,, cells were fixed and immunostained as indicated in
Materials and Methods. The data are expressed as the percentage of
the number of FFUs observed in the control (irrelevant siRNA-trans-
fected cells), which represents 100%. The arithmetic means * stan-
dard deviations of the results of at least three independent experiments
performed in duplicate are shown. *, P < 0.05; #*, P < 0.005; *%*, P <
0.0005 (paired ¢ test). (C) Immunoblot analysis of cell lysates from cells
transfected with the indicated siRNA (Irre, irrelevant GFP siRNA).
The antibodies used are indicated as follows: a-Clathrin, anti-clathrin
heavy chain; a-Dyn2, antidynamin; «-Vim, antivimentin (used as a
loading control).

60); however, differences among rotavirus strains in their use
of cellular receptors (5, 6, 17, 34) leave open the question of
whether they all enter the cell through the same pathway. We
chose four rotavirus strains that differ in their requirements of
interaction with sialic acids and integrins. RRV was used as a
strain representative of the NA-sensitive, integrin-dependent
phenotype and for comparison with the other strains selected
(Table 1).

We initially evaluated the entry rates of the four selected
strains and found that each strain entered the cell at a different
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rate (Fig. 1). Despite these differences, all four strains de-
pended on the presence of cholesterol on the cell surface.
Interestingly, the only interaction that all strains had in com-
mon with the previously characterized rotavirus receptors was
with the heat shock cognate protein hsc70, since antibodies to
this protein blocked the infectivity of all four strains at very
similar levels.

When the effect on viral infectivity of preventing the acidi-
fication of endosomes was determined, we found that the entry
of strains TFR-41, Wa, and UK was pH dependent, while RRV
did not seem to require a low endosomal pH, although a slight
but significant effect of bafilomicyn A was observed for this
strain. The inhibition of cathepsin L did not affect the infec-
tivity of any of the four rotavirus strains tested (results not
shown), suggesting that the dependence of TFR-41, Wa, and
UK on endosomal acidification is not due to a requirement of
the activation of this protease. Since viruses internalized
through clathrin-mediated endocytosis usually require an
acidic environment (42), we evaluated the role of this endo-
cytic pathway in the entry of the different strains. To our
surprise, and in contrast to our previous findings with RRV, we
found that treatment of cells with a hypertonic medium, which
precludes the formation of clathrin cages, and silencing the
expression of the clathrin heavy chain, which is an essential
component of the clathrin triskelion (15, 59), decreased the
infectivity of all the strains except RRV, suggesting that the
entry of these viruses is through a clathrin-mediated endocy-
tosis. Accordingly, we also found that all viruses tested de-
pended on the presence of a functional dynamin.

The use of reovirus type 1 as a positive control for many of
the assays performed in this work demonstrated that this virus
enters MA104 cells through clathrin-mediated endocytosis, as
has been described in L cells (30). This observation is inter-
esting in light of recent findings that have established that the
entry route of some viruses depends not only on the virus but
also on the cell line tested. For example, SV40, a virus whose
entry has been extensively studied, behaved differently in CV1
cells, where the virus enters through caveolae, and in Huh-7
cells, where the virus does not use this entry pathway (9, 43).
As has been shown previously (50) and in this study, SV40
enters MA104 cells through a caveolin-dependent pathway.

The results presented in this work show that different rota-
virus strains differ not only in their receptor usage but also in
their entry pathway. Table 2 summarizes the results found in

TABLE 2. Summary of the results obtained in this work

Effect on infectivity of strain:

Treatment

RRV TFR-41 UK Wa
Hsc70 akal * ok o .
Bafilomycin Al * o ok ok
Sucrose — s sk sk
Clathrin J— EEES *ok ok kk
Caveolae — — _ _
Macropynocitosis — — — _
Dynamin EEE *xk E S

—, no effect; *, <30% reduction; **, 30 to 50% reduction; **, >50% reduc-
tion.
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this study. Interestingly, a correlation between the cell recep-
tors used and their entry pathway was not found. RRV, the
virus that seems to enter cells faster, is the only virus that does
not enter the cell via clathrin- or caveola-mediated endocytosis
(50; this work) or macropinocytosis (this work). The other
three virus strains tested depend on clathrin-mediated endo-
cytosis (caveolin-dependent or macropinocytosis uptake were
ruled out).

The findings in this work could help to clarify the different,
sometimes even contradictory results which have been re-
ported in the literature when characterizing different rotavirus
strains (22). For instance, different results have been reported
for the role of low pH on entry and for the role of the Ca**
concentration necessary for viral uncoating. It was reported
that the infectivities of porcine strain OSU and simian strain
SA11 were affected when the cells were treated with bafilomy-
cin Al, an inhibitor of the endosomal H*-ATPase (12),
whereas under the same conditions, the infectivity of RRV was
not affected (3, 8). Similar results were obtained when com-
pounds that raise the intracellular calcium concentration were
used with different rotavirus strains (8, 29). These apparently
contradictory results might be explained by intrinsic differences
in the rotavirus strains used in each work, and most probably
not by the different experimental conditions employed. It is
also important to point out that the rotavirus strains that have
been used in these studies have been adapted to grow in cell
culture for a long time, and their entry modes may differ from
those of wild-type strains when infecting enterocytes.

It has already been observed that viruses belonging to the
same genus use different endocytosis pathways to infect the
host cell. Human rhinovirus 14 (HRV14) and HRV2 use dif-
ferent receptors for host cell attachment and, similar to rota-
virus strains, the uptake of these rhinoviruses by the cells is
different; HRV2 enters through the clathrin-mediated path-
way, whereas HRV14 entry is independent of clathrin, caveo-
lin, and flotillin (26, 51). This phenomenon is also illustrated
among the Polyomaviridae family; human polyomaviruses JCV
and BKV enter the cell through clathrin-dependent and
caveola-mediated endocytosis, respectively (13, 37, 45-47), al-
though they finally converge in the endoplasmic reticulum
(47). The observation that rotaviruses isolated from different
animal origins use distinct entry mechanisms is thus not unex-
pected. It is tempting to speculate that rotavirus affinity, the
order of interactions, or the signaling molecules activated
through virus binding to its receptors may induce a particular
endocytic mechanism. It remains to be determined whether or
not the vesicular trafficking used by all these viruses converges
at some point such that they share their final destination in the
cell’s cytoplasm to start transcription at the same cellular site.
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