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Resumen

0% rolavirus son 13 causa mas comun de gas-
troenteritis severa en nines menores de cinco
anos, ocasionando episadios diarreicos agudos
responsables de 454 000 a 705.000 muertes anuales
a nivel mundial. Aungue la frecuencia de infeccion
con rotavirus es muy simiar a través del mundo, en
los paises en desarrollo la gastroenteritis rotaviral
es la mayor causa de muerte infantil. La diarrea ro-
taviral severa cursa con vomito y fiebre, produciendo
deshidratacion con shock, desbalance electrolitico, y
rhuerte si ésta no es tratada. Enlos palses desarrolla-
dos. la infeccion rotaviral es responsable det 30-50%
de las hospitalizaciones debidas a gastroenteritis en
menores de b afios. Ademas, {os rotavirus son una
causa importante en la gastroenteritis nosocomial,
En el ciclo de infeccidn viral, la efapa de en-
trada del virus a la céluta hospedera es un evento
candidalo a ser interferido con el fin de evitar o
atenuar ta infeccion viral. Tal propasito requiere del
conocimienio detaliado del mecanismo molecular y
cetdar implicado. En este conlexto, en un trabajo
original previo los autores alslaron cuatro proteinas
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{Msc74, integrina B3, actina y miembros de la familia
PO candidatas a jugar un papel como recepiores
en ef proceso de entrada del rotavirus a la ceélula. De
estas proteinas, 1a Hsc70 vy ia integrina B3 han sido
descritas como receptores en el proceso infeccioso
en trabajos publicados por el autor principat y con-
firmadas ofros investigadores en diferentes paises.
Actina ha sido relacionada con el proceso repiicativo
y salida del viridn de a célula infectada, en reportes
de otros investigadores. La familia de las PDI, hasta
el momenio, no ha sido reportada en publicaciones
internacionates como componenie del proceso de
entrada de fos rofavirus a la célula. En el presenie
tfrabajo, por primera vez se reporta la participacion de
{a proteina disulfuro isomerasa (PD) en el proceso
de entrada de los rotavirus,

Actualmente han sido descritas varias molecuias
receptoras imphcadas en la unién inicial (agherencia)
de la particula rotaviral a la superficie de lacélulayen
fos eventos subsiguientes de pos-adherencia. Tales
moléculas receptoras incluyen las infegrinas {151,
ovB3, axP2, o431, 0d4p7) v la proteina de choque tér-
mico Hsc70 de la membrana celular. Apareniemente,
de acuerdo con la cepa rotaviral v la especie animal
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infectada, los virus presentan preferencias hacia una

u ofra molecula receptora, sin perjuicio de la utiliza-

cion secuencial de mas de una proteina receptora.
Camo parte del mecanismo propuesto, las protei-

nas estructurales de la paricula viral o diferentes par-
tes de éstas (dominios), interactian secuenciaimente
con las moléculas de ia superficie celular. Nuestra
hipotesis presupone ta ocurrencia de moedificaciones
o rearreqlios de la estructura tridimensionat {denomi-
nados cambios conformacionales) de las proteinas
de la particula viral. Para que estos cambios confor-
macionales se sucedan, es necesaria la presencia en
la superficie de la membrana celular de proteinas que
ios realicen. Entre las proleinas candidatas a realizar
estos rearreglos tridimensionales se encuentran las
proteinas de la familia diswlfuro isomerasa {(PDis),
las cuales presenian actividad isomerasa a través
de reacciones de dxido-reduccion (redox) que inter-
convierten los grupos tiol/disulfuro (-SH/-8-5-) de las
cisteinas que hacen parie de 1a secuencia de aminoa-
cidos de las proteinas, ccasionando de esta manera
cambios conformacionales alternativos {isGmeros) en
tas profeinas sobre las cuales aciuan las PDis.
Esta actividad redox estd documentada en el

reticulo endoplasmico (RE), donde contribuye en e
proceso de ensamblaje de particulas virales y en e
plegamiento de sus proteinas junto con calnexina y
calreticulin. Con base en los anteriores antecedentes,
decidimos determinar la implicacion de la actividad
de P de la membrana citoptasmatica de las lineas
celulares MA104 y Caco-2 en el evento de entrada
de los rotavirus a estas células, Planteamaos como ob-
jetivo general deferminar la interferencia det proceso
infeccioso del rotavirus cuando se inhibe la actividad
de las proteinas PDIs. Como parte del cumplimiento
de los objstivos especificos se desarrollo una meto-
dologia la cual incluyo:

1. Ishibicion de la actividad redox presente en la
membrana cellarcon DTNB (5,5 -ditiobis2-acido
nitrobenzoicoe) y bacitracina, reactivos gue no son
permeables a esta membrana, asumiendo que
al inhibir esta actividad el virus no puede realizar
los cambios conformacionales necesarics para
ias interacciones subsecuentes con fas distintas
molécuias de la superficie celular, disminuyendo
asi la infeccion viral,

2. Utiizacion de anticuerpos contra proteinas espe-
cificas de la familia de las PDis, para determinar
cual de ellas estd implicada en la entrada de

(423

fos rotavirus a células MA104. Se asumid gue
at bloguear con anticusrpos las profeinas de la
superficie celular de esta familia, &l rotavirus no
puede interaciuar con estas. hecho que conlleva
a ta disminucion de {a infeccion viral,

Una vez esiablecido que los anficuerpos gue
inhiben la infecaidn viral son los dirkgidos contra
la proteina disulfuro isomerasa (P} [a ubica-
cion en la superficie celular de esta proleina se
confirmd aun mas ulilizando écnicas de inmu-
nofluarescencia indirecta, citometria de flujp v
marcaje con biotina (hictindacion) de proteinas
de 1a superficie celuiar con un reactivo (Sulfo
NHS-55-Biotin) impermeable a la membrana
celular, seguido de ia separacion de estas pro-
teinas biotiniadas por su afinidad con la proteina
avidina y analisis de esas proteinas mediante
la tecnica de “Weslemn biothing” (separacion de
proteinas por eleckioforesis en gely transferencia
de éstas a una membrana de nifrocelulosa, para
su deteccion con anlicuerpos especificos).
Teniendo en cuenta que la proteina Hsc/0 v la
integrina I3 estan presenies en la membrana
citoplasmatica, en microdominios lipidicos de-
nominados ‘rafls” {o también balsas Hpidicas),
se determind si PDI de la membrana celular
también esia presente en dichog microdominios
Hpidicos y, sl en caso de estarlo, sisu interaccion
es directa o indirecta con las antenicres protei-
nas. Para esto, el componente lipidico de los
“rafts” tue removido vy 1as proteinas remanentes
se examinaron mediante "Western blotting”,
Determinacion de ia interaccion entre PDI y el
virion en ensayes in vitro e in vivo mediante ELISA
y "Western biotiing” analizandeo la formacién de
complejos protéicos entre estas dos entidades.
Tambien se examing si al adicionar el virus a
tas celulas y extraer los microdominios lipidicos
rafts”, en estos seiocalizariala PRl eninteraccion
con las proteinas estruciurales del rolavirus,

Se utilizaron péplidos sintéticos carrespondientes
a regiones de proteinas estruciurales de rotavirus,
que incluyen cisteinas {aminoacido sustrato de
PO através el grupo -SH) en su secuencia, con el
proposito de identificar los dominios de las profei-
nas virales gue son sustralo de fa PDI, realizando
ensayos de infeccion de la célula en presencia y
ausencia de los péptidos; se determind ademas
la interaccion enire la PDH y los peplidos.
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El aminoacido cisteina, a través del grupo tiol
{-SH}, puede generar mediante oxidacidon puentes
disuifuro {-5-5-}, lo cual produce cambios conforma-
cionales en la estructura tridimensionat de la proteina
asi oxidada, Igualmente, la reduccion de los puentes
de disulfuro para regenerar 08 grupos liol, también
ocasiona cambios conformacionales en ia proteina
reducida. Aungue la PDI interactta con las proteinas
de dos formas: (i} a través de la actividad redox {inter-
cambio tiolidisulfure) sobre las cisteinas, o (i) a traves
del actividad de "chaperona” (acompafiamiento en la
solubilizacion y transporte de proteinas independien-
temente del intercambio tiol/disulfuro), se enfatizd
en el analisis de la actividad redox. Para esto, se
gtilizaron los péptidos sintéticos {con sus respectivos
controles) en ensayos tanto in vitro como in vivo, L.os
controles incluyeron péptidos sintéticos con la misma
secuencia de aminoacidas pero con las cisteinas
cambiadas por serinas, los mismos amineacidos en
secuencias aleatorias o péptidos con secuencias no
refacionados con las proteinas de rotavirus pero que
contuvieran cisteinas,

Con el objeto de determinar si el dominio de la es-
fructura tridimensional de ia proleina que contiene Ia
secuencia peptidica sintética se encuentra expuesta
en fa particula viral {viridn}, se generaron en conejos
anticuerpos contra algunos de log péptidos sintéticos
para determinar si dichos anticuerpos reconocian las
proteinas del virion v si eran capaces de bloquear la
infeccion viral,

L.os resulfados det presente trabajo sugieren lo
siguiente:

1. En este trabajo se reporta por primera vez que
la PDI se lkocaliza en la superficie de ta mem-
brana celular de las células MA104 v Caco-2,
permisivas a la infeccion por rotavirus, en una
concentracion muy inferior a fa encontrada en &l
interior de la célula.

2. La infeccidn con las cepas de rotavirus RRV o
Wa disminuyd cuando las lineas celulares ytili-
zadas se incubaron previa o simullaneamente
con las particulas virgles infecciosas y con {os
inhibidores de la actividad redox de ta superficie
de la membrana celular, tales como bacitracina
y BTNE en concentraciones que no son toxicas
para la celula. Estos reactivos no impidieron la
union (adherencia) del virus a la céluta y no inhi-
bigron la replicacion viral cuando se adicionaron
después gue el virus ingrest a la célula. Esto

sugiers que la actividad redox es importante para
el ingreso del virus a Ia ¢élula, probablements
induciendo en las proteinas del virion cambios
conforrmacionales necesarios para exponer domi-
iios de las proteinas necesarios para interactuar
con otfras profeinas receptoras de la membrana
celular.

L.a infeccion del rotavirus se inhibe al preincubar
{as celulas con anticuerpos especificos anti-PDI.
{os anticuerpos dirigidos contra otras proteinas
de la familia de las PDis no mostraron efecto
inhibitorio sobre la infeccion viral. La inhibicion
de [a infeccion con anticuerpos anti-PDI fue
mayor gue la realizada por los reactivos que in-
hiben la actividad redox, probablemente porgue
también estan interfiriendo la actividad de “cha-
perona’, en el caso que esia actividad también
estuviera implicada en 12 entrada de! rolavirus.
L.os anticuerpos ant-PDI no impidieron la unidn
{adherencia} del virus a la cédlula. Esto sugiere
gue ai bloquear Iz PDIE con anticuerpos, su inte-
raccién con el viridén se ve abolida, interfiriendo
de esta manera los cambios conformacionales
de las proteinas virales requeridos para las
interacciones subsecuentes conducenies a la
internalizacion del virus.

La Pl se une a los viriones purificados {TLFs,
particulas con triple cublerta protéica) de las
cepas rotavirales RRV o Wa, de acuerdoconlos
resuftados obtenidos en un sistema in vitro libre
de células, en el cual la PDI soluble fue analizada
mediante ELISA y "Western blotting”. La unién
de PDI y el viridn disminuye en presencia DTNB,
reactivo que interfiere a aclividad redox de la
PDL Los resultados sugieren gque PDI interaccio-
na con las particulas rolavirales, probablemente
a través de los grupos tiol/disulfuro asociados a
las cisteinas, sin descartar la posible inderaccion
madiada por {a funcion "chaperona” de PDi

| a enfrada del virus a la célula se bloqueo at incu-
barlas con peptidos sintélicos correspondientes a
regiones de proteinas virales que contienen cistei-
nas, como fambién con los anticuerpos generados
contra dichos peptidos. L.a unidn de los péplidos
sinteticos a la P fue disminuida noloriamente, asl
como 1a inhibicidn de la infeccion de las células,
como consecuencia del cambio de las cisteinas
por serina en la secuencia de los péplidos. Sin
embargo, al cambiar las cisteinas por serinas g
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efecto inhibitorio de los péptidos no desaparecio
tofalmente. En su conjunto, estos experimentos
sugieren que los dominios de las proteinas virales
que contienen las secuencias peplidicas ensaya-
das son posibles sustratos de la POL

6. La PDI agul descrita se encuenira presente so-
bre la membrana de las células haciendo parte
de los microdominios lipidicos “rafts”, formando
complejos proteicos con la proteina Hsc70 y la
integring avp3. Esto sugiere que en estas lineas
celulares ia PDI esta relacionada, mediante
interacciones proteina-proteina, conta Hsc70 y
fa integrina ovi3 y que este complejo proteico
parlicipa en la entrada del rotavirus a la céluta.

Enresumaen, los resuftados agui presentados per-
miten fortalecer el mecanismo propuesto consistente
en que et rotavirus interacciona con varias proteinas de
la membrana celular, de las cuales, fa integrina avB3, 1a
Hsc70 v la PDI forman un compilejo proteico. Durante
su enirada el rotavirus estaria ufilizando diferentes
proteinas virgles o diferentes dominios de ellas, enun
avento secuenctal de militiples interacciones con ias
digtintas molécuias receptoras de la membrana cefular.
Para que se produzcan los cambios conformacionales
requeridos por fas proteinas virales, 1a actividad de la
P en membrana debe intervenir, dado que al ble-
quear esta actividad con anticuerpos 0 con diferentes
reactivos, se disminuye la infeccion viral.

Este trabajo reporta por primera vez a nivel inter-
nacional, que la PO esta implicada en el proceso de
entrada de los rotavirus a la cétula al menos a traves
de su actividad redox. Este hallazgo es de gran impor-
tancia puesio que nos ha permitido iniciar la busgueda
de herramienias terapéuticas ya existentes o en ex-
perimentacion, que interfieran fa actividad enzimatica
disulfurc-isomerasa y en consecuencia coadyuven en
la lucha contra la infeccion por rotavirus,

Preliminarmente se han analizado diferentes
moléculas con ia propiedad di interferir el intercambio
tiobk-disulfuro que podrian ser de mucha utilidad para
casos en los que las vacunas, recientemente libe-
radas al mercado y aun en estudio, prasenten poca
eficiencia o no sean de facll acceso, como sucede
en areas sociv-econdmicamente deprimidas en los
paises en desarrolio. lguaimente, estos meétodos
profilacticos podrian ser utilizados en los animales de
interés zoolécnico, para los cuales en la actualidad
no se han desarrollado vacunas.

Introduccion

El rotavirus ha sido reconocido como el principal
agente causal de gastroenteritis severa en nifios. La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), reporta
aentre 454 000 v 705.000 muertes de nifios debido a
la infeccidn producida por rotavirus, Bl 82% de estas
muertes ocurre en los paises en vias de desarrollo,
primordialmente en Africa y Asia, mientras que en los
paises desarrgllados es una importante carga asis-
tencial, con un costo socic-econdmico alto pero con
una baja mortalidad. (Parashar et al., 2006). Tambien
afecta especies animales de importancia econdmica
{bovinos, porcines, aves) {Yaeger y Anderson, 2003}
y hay reportes que indican tfransmision de rotavirus
de animales a humanos (Matthijnssens, gl al., 2006,
Martella et al., 2008). Despues de la primera vacuna
tetravalente recombinante de rolavirus, la Rotas-
hield, retirada del mercado por asociarse a casos
de intususcepcion, dos nuevas vacunas, Rotarix y
RotaTeg han mostrado seguridad y eficiencia para
proteger de la gastroenteritis rolaviral, con repories
gue ascilan entre el 74% y 100% (Angel et al., 2007,
Dennehy, 2007}

El rotavirus, perteneciente a la famiia Reovir-
dae, es un virus icosahédrico gue carece de envol-
tura bilidipidica, cuyo genoma esta compuesto de
11 segmentos de RNA de doble cadena prolegido
por tres capas proteicas concéntricas, gue incluyen
8 proteinas estructurales (VP). La capa inlerna la
conforma {a proteina VP2 formando la nucleccap-
side que envuelve el genoma viral y a las broteinas
VP 1 (RNA polimerasa dependiente de RNA) y VP3
(guanili-transferasa y metilasa). La capa intermedia
la forma la proleina VP6 conformando particulas de
doble capa o DLPs, transcripcionalimenie activas pero
no infecciosas; la capa externa esta compuesta por
dos proteinas, VP7 vy VP4, gue estructuran la particula
infecciosa de triple capa protéica o TLPs. Trimeros de

TWRY conforman una superficie lisa mientras que VP4

se extiende hacia afuera con estrucluras dimericas
en forma de espiculas (Estes, 1996 vy 2001). Ambas
proteinas se han reportado como las principalmente
involucradas en las interacciones del virus con g
celula hospedera (Lopez vy Arias, 2004).

Los rotavirus infectan principalmente enlerocitos
maduros en las vellosidades del intestino delgado,
con propagacion de la infeccion fuera del intestino
hacia los nodulos linfaticos mesentericos v tejidos
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perifericos {(Mosset y Ramig, 2003; Fenaux et al.,
2008, Blult et al., 2007y, in vitro, infectan a diferen-
tes lineas celulares, en especial celulas epiteliales
de origen renal, intestinal v hepatico, enire ellas [as
Vero y MA104 de nifion de mono verde africang, v las
Caco-Z de cancer de colon humano {Londrigan et al.,
2000, Ciarlet et al, 2002a). Estas lneas han sido los
principales modelos celulares en la elucidacion de los
mecanismos de entrada, replicacion e infeccion de
rofavirus; sin embargo muchos de ios eventos mote-

cutares de entrada, ensamblaje y salida del rotavirus |

aun son ohjeto de investigacion.

La unidn {adherencia) de algunos rotavirus a
la célula hospedera es dependienie de la presencia
de acido siglico {AS) en la superficie cetular. Tam-
bién eslan implicadas como receplores rotavirales
varias integrinas (182, «vB3, uxp2, wdpt. «dfi7)
y 1a proteina Hse7(, especialmente en el proceso
de post-acherencia (Superti et al., 1991, Coulson
et al., 1997; Hewish et al., 2000; Guerrero et al.,
2000a; Guerrero 2002; Ciarlet et al., 2002; Zarate et
al., 2004, Gram et al.. 2005, Gualtero et al., 2007}
Varigs de estas moléculas receptoras y las proteinas
rotavirales VP4, VPB y VP7 han sido asociadas con
los microdominios lipidicos “rafts” durante los eventos
iniciales de ia entrada del rotavirus a la célula (sa et
al., 2004). Sin embarge, el mecanismo medianie &
cual las integrinas v la proteina Hsc?D participan en
ta internalizacién del virus hacia et citoplasma celular
todavia no estd definido.

Al parecer, la infeccidn es un evento de muitiples
pasos e inleracciones secuenciales gue suglere
cambios conformacionales {modiicaciones de la
estructura ridimensional} en {as proleinas det virién,
os cuales permiten exponer diferentes dominios
{regiones de la proteina) para proseguir con fa unidn
y penetracion ala célula (Méndez et al | 1994; Lopez
et al., 2004 Halasz et al.. 2005; Lopez et al., 2006,
Gualterc el al. 2007).

L.a enzima Wipsina induce uno de |os pimeros
cambios estruciurales descrilos sobre la proteina
VP4, mediante el corte de la secuencia de ami-
noacidos en ia regidn 241-247 con produccion de
las proteinas VP8 v VPA. lo cual se refleja en un
aumento de la infectividad del rotavirus (Estes et al.
1881 Lopez el al., 1985, Arias el al., 1996). Se ha
propuesto gue fa accion de la tripsina podria estar
afectando fa conformacidn de V7, gue conlfleva ala
permeabilizacion de la membrana indepandientemen-

te de VP4 (Charpilienne et al., 1997). La estructura
de la particula viral también es dependiente de la
concentracion de calcio v la configuracion trimérica de
[a proteina V7 se estabiliza con este ion, al parecer
mediando cambios conformacionales que estarian
contribuyendo en parte a los cambios gue sufre VPY
en el proceso de internalizacion. Esto explicaria el
aumento de la infectividad viral con el incremento en
fa concentracién de calcio {Shah Rabadi ef al., 1987,
Fajardo et al., 1997, Pando et al., 2002).

Se ha sugerido que durante la infeceidn la inte-
raccion del virus con la prbtema Hsc70 de fa superficie
cetlular implica reconocimiento de dominios que esian
tocalizados en regiones protéicas no expuesias en el
vifion, come la porcion carboxi-terminal de la proteina
VP5, Esta interaccion también podria incluir la region
280-297 de la proteina VPG (Pérez-Vargas, J. 2006,
Gualterg et al. 2007}

Un posible mecanismo para ia exposicidn de
estos dominios podria reguerir de una actividad
enzimatica celular que le permita a las proteinas del
virus ser objeto de reacciones de inlercambio tiol
(-SHYdisulfuro (-5-8-}, en ias cisteinas presentes en
fas proteinas de la cublenta del virus. Las proteinas
con actividad disulfuro isomerasa (PDis) asociadas
a la mambrana celular son las moléculas candidatas
a realtizar este proceso. El obietivo de este trabajo
fue elucidar si las proteinas con actividad disulfuro
isomerasa de la superficie celular estan relacionadas
con et proceso de entrada de los rotavirus RRV y Wa
a las cefuias Ma104 v Caco-2.

Las PDis constituyen una familia de enzimas
estructuraiments relacionadas que catalizan la forma-
cidn, reduccion ¢ isomerizacion de puentes disulfuro,
principaimente de las nuevas proteinas sintetizadas
en el lumen del reticulo endaplasmatico. Las PDis
acthan como "chaperonas” y por ello hacen parte
del sistema de vigilancia del correcto plegamiento de
las proteinas (Xiag et al,, 2005). Un miembro de esta
familia es tla PIH (EC 5.3.4.2), una oxido-reduciasa
cuya funcidn redox involucra la secuencia aminoaci-
dica distintiva {motivo) Cys-Gly-His-Cys (CXXC), que
constituye el sitio active de la enzima localizado en
los dominios a y @' de esta proteina {Freedman ot
al., 19893

La PDI también esid presente en la superficie
celuiar, aunque carece del sitio clasico de unidn a
membrana, y se encuenira en concentraciones muy
inferiores a las determinadas en el reticulo endo-
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piasmico {Ryser et al., 1897). La PDIi de la membra-
na celular se ha involucrado en el mantenimiento
det estatus reductivo de ta membrana plasmaética,
también en procesos que incluyen adhesion celular,
maduracion de las plaquetas, ransporte de oxido
nitrico, modulacion de la actividad de la trombospon-
dina e interaccion con el ectodominio del receplor de
la tirotropina humana (Pariser et al., 2000; Bennett
et al., 2000; Essax et al., 1995; 2000, Essex et al.,
2001; Ramachandran et at,, 2001; Huang et al., 1997
Couet el al,, 1996).

P actia en la reduccion de une de los puentes
disulfurc de la toxina de la difteria requerido en [a
entrada a las células; se sugiere que FDI cataliza
la remodelacion de la proteina gp120 del virus de la
inmunodeficiencia humana-1 (HiV-1) en el proceso
de enirada y por ello se ha postulado la PDi como un
blanco potencilal en terapias anti-HIV (Mandel et al.,
1893; Barbouche et al., 2005, Ryser et al., Fluckiger
et al., 2005).

Dentro de la investigacion de la busqueda de
receptores celulares para rotavirus, el analisis de las
oroteinas obtenidas a partir de un extracto derivado
del tratamiento de fas células MA104 con el detergen-
e no idnico octil-B-glucdsido en condicionas en gue
no ocurre lisis celular, permilid aistar proteinas con
habilidad de bloguear eficienternente la infeccidn por
rotavirus (Guerrero, 2000b). En este estudio, e Dr
C.A. Guerrero (2000b) determind que ia proteina de
73KDa compartia en 100% identidad con ia proteina
Hsc70, caracterizandola como receptor de post-adhe-
rencia para rofavirus, mieniras que la proteina de 57
KDa fue relacionada con dos miembros de la familia
de las PDls {(Guerrero et al., 2000; 2002¢).

Los resultados del presente trabajo dan eviden-
¢ia de la inhibicion de la infeccion rotaviral cuando
se blogued la actividad redox de {a proteina disuffuro
isomerasa {PDI) asociada a la membrana cefular con
reaclivos como ef BTNB v 1a bacitracina o con anti-
cuerpos especificos contra la PDL De igual forma, se
analizaron péptidos rotavirales que estarian actuando
como posibles sustratos de la enzima, inhibiendo por
competencia la infeccion de las celulas MA104 conla
cepa rotaviral RRV. Ademas, se demostro gue fa P
asociada a la membrana celular de células permisivas
a ta infeccion por rotavirus forma complejos proteicos
con este virus.

Materiales y Métodos

Lineas celulares y cepas de rotavirus

ta infeccion rotaviral se analizd en las lineas
celulares MA104 v Caco-2. Las cepas rolavirales
analizadas fueron. YWa {origen humano), RRV {on-
gen simianoc) v Ym {origen porcino) procedentes del
laboratorio del Doctor Carlos Arias. de la Universidad
Autonoma de México. El rofavirus fue propagado en
celdas MA104, previc tratamiento del virus con 10
pg/mi de tripsina a 377 C por 30 minutos y con adicion
de 10 miM de CaCl2, jusio anles de serinoculado alas
células MAT04 (Pando V., 2002}, El isado celuiar se
congeld y se descongelo con el fin de liberar el virus
intraceiular v el adherido a la membrana. El lisado
celular infeclado fue tilulado v almacenado a -70"°C
en alicuctas hasta su uso.

Purificacion y modificacion de particulas
virales

Las particuias virales {TL.Ps) se purificaron me-
diante exiraccion con Fredn, centrifugacion diferencial
seguida de separacion en gradientas discontinuos de
sacarosa vy CsCl en buffer TNC {Tris 10 mM, NaCl
150 mdl, MgCi2 1 mM, CaCl2 10 mM, pH 7.5} {Pa-
vel, 1., 2004}, colectando las bandas gue conienian
tas TLPs y DLPs. Alternativamente, una alicuoia de
la preparacion viral antes de ser colocada en los
gradientes discontinues de sacarosa y CsCl, se trato
con 55 mM de iodoacetamida en buffer TNC. con el
fin de alquilar cualquier cisteina libre y accesible en
ta particula viral {Cuadras et al, 1998).

Titulacion viral e inmunocitoquimica

El lisado de celulas infectadas con las cepas
de rotavirus v las TLPs se titularon para establecer

Ha dilucion viral que permitiera obtener alrededor de

100 unidades formadoras de foco (UFF) {relacion de
unidades infecciosas por célula) a lo largo del cam-
po de observacion con el microscopio invertido en
un aumento 20X; con esa dilucidn se realizaron fos
ensayos de infectividad. Celidas MA104 confluentes
se infectaron con diluciones seriadas del lisado viral
previamente tratado con fripsina. Después de una
hora de adsorcion del virus, 1as celulas fueron incu-
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hadas con MEM (Medio Minimo Esencial de Eagle)
por 12 h a 37°C. Las celulas fueron pre-enfriadas v
fijadas en metanol por 45 min a 4°C. Para et ensayo
inmunocitoquirnico se adiciond un suerg policlonal
contra rotavirus preparado en congjo (producido en
nuestro laboratoric), se incubd por 1 h a 37°C, se-
guido de tres lavados con PBS (buffer fostafo salino:
Clorure de Potasio 2.7 mM, Fosfato de Potasio 1.8
mM, Cloruro de Sodio 137 mM, Fosfato de Sodio 10
mb). Como anticuerpo secundario se utitizo anti-co-

nejo conjugado con peroxidasa (Santa Cruz Biotech-

nology). La placa se reveld con aminoetilcarbazol
0.25 mg/md en 50 mM de buffer de acetala de sodio
ph 5.2 vy peroxido de hidrogeno al (.04%.

Estudio de inhibidores de 1a actividad
disulfuro isomerasa en ensayos de
infeccion con rotavirus

La funcion de la PP fue inhibida por os reactivos
quimicos DTNEB y bacitracina (Sigma St Louis, MO,
U.S A}, 2 los cuales es impermeable fa membrana
celular. Previamenle se determinaron las dosis no
toricas de estos reactivos durante todo el proceso
de infecoidn celular madiante los métodos de azul
de Tripan y MTT [3-(4.5 dimetiltiazol-2-if }-2-5-difenit-
tetrazolium). Para delerminar el efecio de los inhibi-
dores sobre la infeccion viral, menocapas celulares
distribuidas en placas de 96 pozos, se incubaron con
diferentes concentraciones de los inhibidores por 30
minutos a 37°C, se adiciond el virus y se continud con
el proceso de infeccidn e inmunocitoquimica. Cada
experimento se realizd por duplicado, repitiéndose
tres veces. &l 100% de infeccion corresponde a cé-
lutas infectadas en ausencia de inhibidor. La etapa
del evento infeccioso afectada por los inhibidores
DTNB y bacitracina se determind modificando los
fiempos y temperaturas de ncubacion de 1a siguiente
manera: {a) adicionandeo los inhibidores a las células g
incubando por 30 min y luego retirandolos con lavado
antes del desafio con el virus, (b} dejando los inhibi-
dores permanentemente durante todo el experimento,
{¢) adicionandoios simultaneamente con el virds, y
{d) adicionandolos una hora despues del inicio de
ia elapa de post-entrada. Para determinar ef efecito
de los inhibidores sobre el virus, esle se incubd con
30mM de DTNE por 30 minatos a 37°C, seguido de
diucidn de fa mezcla virus-DTNB hasta obtener una
concentracion 1.5 mM de DTNB yun MOl de 0.5, Esta

mezola diltdda se incubd conlas células a 37°C por 12
h como se describio anteriormente. Para l0s ensayoes
de union virus-céluta, las celulas se preincubaron con
fos inhibidores a 37°C; luego este complejo se enfrid
scgbre hielo por 5 minutos y se adiciond el virus pre-
enfriado, et complejo virus-célula se incubt a 4°C por
1 h. Las células se lavaron con MEM preenfriado, se
Hsaron y el virus unido fue medido mediante ELISA
de capiura.

Para determinar el efecto especifico de la acti-
vidad de PDI sobre la infeccion rotaviral, 1as células
se preincubaron durante 30 minutos a 37°C, con
los anticuerpos ant-PDE (Mouse igG1 monocional
- Stressgen), anti-PDI {Goat polycional igG), anti-
ERp57 (Goat polyclonal 1gG), anti-Calreguiin (rabbit
polyclonal IgG) anti-calnexin (rabbit polycional igG),
todos elios obtenidos de Santa Cruz. Como control, se
utilizaron celulas incubadas con un anticuerpo irrele-
vante {isotipo). Las células fueron retadas con el virus
y se continuo con el proceso de infeccion durante 12
horas, como se describio anteriormente,

Localizacion de PDI sobre 1a membrana
celular

Para detectar la presencia de [a PDl en la mem-
brana citoplasmatica mediante inmunofiuorescencia,
las células se sembraron en laminillas hasta con-
fluencia de 80%, se fijaron con paraformaldehido al
4%, se incubaron con el monocionat anti-PDi 1Gg1
monocional {Stressgen) a 4 ugimi y con el anticuerpo
secundario anti-ratdn-FITC {Santa Cruz Bilotechno-
logy). Se detecto la fluorescencia en un microscopio
VanGuard 1486 L, comparande ia intensidad de las
céhulas tratadas con aquellas del control, Estos resul-
tados se corroboraron mediante el uso de cilometria
de fljo en un FACSCalibur (BD Biosciences). Para
esto, 5 % 105 células se trataron con PBS 1X - EDTA
2 mM para obtenerlas en suspension y fueron man-
tenidas a 4°C; se incubaron con 4 pg/mt de anti-PDi
monoclonal {Stressgen) diluido en MEM-BSA al 1%,
Como anticuerpo secundario se ulilizd antiraton-FITC
disuelto en PBS-BSA al 1%. Otra fraccion celdar se
tratd con 7-AAD (7 amino-actinomicina D} (Pharmin-
gen) como control de viabilidad,

Para confirmar ia presencia de PDI asociada a
fa membrana, se realizé e marcaje con biotina de
tas proleinas asociadas a la superficie externa de la
membrana celular, con el reactivo reversible Sulfo
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NHS-88-Biolin {Pierce) siguiendo las indicaciones
del fabricante. Brevemente, las monocapas celulares
dispuestas en placas de seis pozos, se lavaron con
PBS frio para retirar todas aqueilas moléculas con
grupos amino libres. Se adiciond una solucion 5mM
de Sulfo NH3-SS-Biotin, se incubd por 30 minutos,
se agotd el reactivo en exceso con tris-HCE 20 mM,
se realizo a lisis celular y se aistaron las proteinas
bictinfladas con agarosa-avidina,

L as proteinas inmovilizadas por la agarosa-avi-
dina, v aquellas presentes en el sobrenadante, se
separaron mediante electroforesis desnaturalizants
bajo condiciones reductoras vy no reductoras, con af
objeto de detectar la biotina Incorporada a las proteinas
en ausencia del agente reductor 2-mercaptoetanol {2-
ME). Las proteinas separadas electroforeticamente a
una membrana de PVDF y el "Western biot” se analizd
con avidina-HRP (peroxidasa de rabano) y anticuerpos
anti-PDI. Otra fraccion de este lisado celular biotiniado
fue analizado por ELISAde captura utilizando alterna-
tivamente anticuerpos anti-PDl generados en conejo o
proteina avidina para capturar la profeina bictinillada, la
deteccién del complejo capturado se realizd con avidi-
na-HRP, y anticuerpos anti-PDI, respectivamente.

Localizacion de PDI en los microdominios
lipidicos “rafts”

Las celulas MA104 (1 x 107} se trataron con
buffer de lisis {(50mM de Tris-HCl pH 7.5, 150 mM de
NaCl, 2 mM de EDTA, 2 mM de DTT y 1% de Triton
X-100) en presencia de 2 mM de PMSF (feniimetil
sulfoniffluoruro} {Sigma) v 1mM de EDTA a 4°C. Ei
lisado se someatid a centrifugacion en un gradiente
lineat de sacarosa (5-40%) a 4°C. Como control se
utilizéd una preparacion derivada de células trata-
das con 10 mM de metll B-ciclodexirina (Sigma, St
Louis, MO, U.8.A) por 1 hora a 37°C, con et ohieto
de secuestrar el colesterol para desestabilizar los
microdominios “rafts” (isa et’al., 2004). Después de
ia centrifugacion se tomaron fracciones sucesivas de
300 pl niciande desde la parte superior del tubo v
terminando en el fondo; cada fraccion fue tratada con
0.2% de octit glucdsido, 1% de Tritdn X-100, y 10 mM
de metil- §~ciclodextrina durante 30 min a 37°C para
deshacer los “rafis” y permitir evaluar la interaccidn
proteina-proteina. Estas fracciones fueron analizadas
por “SDS-PAGE-Western Blotling”, co-inmunepreci-
pitacion y ELISA de captura.

La co-inmunoprecipitacion se realizd adicio-
nando a las diferentes fracciones procedentes del
gradiente de sacarosa, anticuerpos policlonales anti-
P, incubandalos por 1 hora a 37°C. El complejo
antigeno-anticuerpo fue inmunoprecipttado con pro-
teina A-sepharosa {Biorad). £l inmunoprecipitado se
analizd por "SDS-PAGE-Western blotting”, incubando
la membrana con anticuerpos anti-infegrina B3 v antk-
Hac7(. Para ef ELISA se ulilizd como anticuerpo de
captura anii-PD generado en conejo; cada fracsion
del gradiente de sacarosa tralada con los detergentes
como se indico antes, se adiciond alas placas de kLI
SAy se realizd la deteccion de fos compleios protéicos
con los anticuerpos anti-ERpS7, ant-i13 v anti-Hsc70,
todos ellos generados en cabra. Las reacciones de
los anticuerpos fueron reveladas mediante el sistema
de conjugado- peroxidasa-OPD.

Modificacion de los grupos tiol sobre
la superficie celular

& marcacion de los grupos tiol de las protel-
nas virales v de la superficie celular se realizd con
Biotinyl-3-maleimidopropionamidyl-3-6-dioxaoctane-
diamine (£Z-link Maleimide PLOZ-Bictin de Pierce).
A las monocapas de céhlilas MA1T04 preincubadas
en presencia y ausencia de DTNB se les adiciond
simultaneamente rotavirus purificadoe (TLPs de RRY)
¥ 0.6 mM del reactive EZ-link Maleimide PEQZ-Bigtin,
El reactivo de biotina no reaccionante se fratd con
GSH (glutation reducido) {(Markovic et al., 2003).
Alternativamente, el reactivo de biotina se adiciond
a tas TLPs, o también a monocapas celulares sin
virus. Las celulas se lavaron y se lisaron con buffer
de lisis (PBS pH 7.5, 0.1% 8BS, 1.5% Triton X-100)
en presencia de PMSF. Una fraccion de este lisade
se analizd por ELISA, capturando con anti-rotavirus,
o anti-FO v reconociendo {as proteinas capluradas
con anti-PD] o anti-rotavirus respectivamente; la placa

Jue revelada con el sistema HRP-OPD. Para detectar

la incarporacion de {a biotina, otra fraccion de las
proleinas capturadas con antb-rolavirus o anti-PD
fueron analizadas con avidina-HRP (Fierce).

Péptidos sintéticos y anticuerpos
anti-péptidos

Con base en un andlisis de ias secuencias de las
proteinas rofavirales VT vy VP4 lag cuales conlienen

236 Revisla MEDICINA - Vol, 30 No. 4 {83) - Diciemhre 2008



cisteinas, se seleccionaron peptidos con tamafos
entre 19 vy 22 residuos amincacidicos, que fueron
sintelizados en fase sdlida por la estrategia F-moc.
L.os peplidos se caracterizaron por espectrometria de
masas Maldi-Tof vy cromatografia HPLC. Seincluyeron
secuencias control en las gue se cambio [a cisteina
por sefina, asi comao lambien el peptido conla secuen-
cia de aminoacidos en desorden v secuancias no rela-
cionadas con rotavirus que cantienen ¢ no contienean
cisteinas {Tabla 1) A los peéplidos se les analizg su
posible efecto toxico sobre las células realizando un
ansayo de viabiidad mediante azul de Tripan y MTT.
Los péptidos, designados aqui como B2, °6, P8y P17
(Tabla 1}, fueron inoculados en conejos Nueva Ze-
tanda con el esquema de inoculacion 0, 20 v 40 dias,
a una concentracion de 1 mg/ml, emulsificados en
adyuvante completo de Freund (primera dosis}y con
adyuvanie incompieto de Freund {segunda y tercera
dosis). Se separd una alicuota de suero preinmune
de cada conejo, al igual que el suero totat después
de ia tercera dosis. Se determind la espeoficidad
asios sueros hacia los peptidas y hacia las particulas
virales mediante ELISA. Tanto los péptidos como los
anticuerpos se analizaron en ensayos de infectividad
y de union como se describid anteriormente.

interaccion PDI-TLPs y PDI-péptidos

PDI soluble (3 pg) purificada de higado de bovino
{Sigma} se adiciono a TLPs de RRV {1 pg), se incubd
atemperatura ambiente por 30 minutos; la muestra se
cenirifugo a traves de un colchon de sacarosa al 40%
en PBS con 0.01% de BSA, por 50 minutos a 133.000
x g, con el objeto de precipitar el virus. £l precipitado
se reconstituyd en PBS y [a composicion de proteinas
fue determinada por "Westemn blotting”, ulilizando
anticuerpos anti-PD! y anti-rotavirus. La interaccion
de las proteinas también se analizd mediante ELISA
de captura ulibzando alternativamente anti-PDi-raton
o anti-rotavirus-cabra como anticuerpos de capiura y
detectandoe las proteinas del complejo con anti-rotavi-
rus o anti-PDI, respectivamente. El revelado se realizd
con anti-conejo- HRP v @l sistema OPD-peroxidasa
{Pierce). igualmenie se realizé un ensayo de interac-
cién POi-péptidos, en una relacion molar 1:4 en pre-
sencia vy ausencia de DTNB, incluyendo un ensayo de
competencia anadiendo diferenies concentraciones
de péptido a la PDI soluble: después de 30 minutos
de interaccion, se adiciond el virus {1 yg de TL.Ps de
RRV} y se incubd por otros 30 minutos; el complejo
proteico se analizd medianie ELISA de captura.

FABLA 1. Secuencias de ammodcidos de péptidos rotavirales, modificados y no rotavirales

# PROTEINA POSICION SECUENCIA
1 V7 243-264 TCTIRNCKKLGPRENVAVIQV
2 VT 243-264 TCTIRNCKKLAPLENVAVIQV
3 VPTr SerxCys de P2 TSTIRNSKKLAPLENVAVIQV
4 VP7 192-210 TVKVOPLNTQTLGIGCQTT
5 SerxCys de P4 TVKVOPLNTQTLGIGCQTT
6 V7 189-210 SSCTVKVOPLNTQTLGIGCQTT
7 SerxCys de P6 SSSTVKVOPLNTQTLGIGEQTT
8 V4 RRv 200-219 TAFODFYHPREEESTCTEY
9 SerxCys de P8 TAFSBFYHPREEESTSTEY
1 20Cys, azar P~ No relacionada EATIDESCTETFRCYPEEYI
11 VP4wa 213-232 QESKCNEYINNGLPPIONTR
12 VP& Union 33 161-169 (CNP) EWLCNPMD!
13 SerxCys de P12 EWi SNPMD
14 1Cys No refacionada TEKRVTNSKKAVPICLRVIGN
15 3Cys No refacionada : NRRKSCQACRLRKCY
16 4Cys No relacionada . YCAVCNDYASGYHYGVWSCEGCKAFFKRSIQGHND
17 0Cys No refacionada RSIVEHPTALLALVTVALLLK
18 0Cys SerxCys de P10 FATIDESSTETFRSYPELYI
19 0Cys, azar P3 No relacionada INKVLPRTAVSKTQLISNEVA
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Interaccion TLPs-PDI de la membrana
celular

Para examinar {a posible interaccion PO de Ja
mambrana celutar con las proteinas del rotavirus,
celulas MA104 y Caco-Z previamente marcadas con
5mM sulfo-NHS-58-biotin, se incubaron con rotavirus
RRV durante 30 minutos a 4°C y 15 minutos a 20°C.
Después de este tiempo se adiciond 40mM de N-
etifmaleimido (NEM) por 30 minutos a temperaiura
ambiente para alquilar cualquier grupoe tiol reactivo al
interior de la celula. Las células se tavaron ylisaron en
praesencia Triton X100, £l producto de lisis se analizo
mediante ELISA de captura, utilizando anti-PD1 y anti-
rotavirus alternativamente para capturar y detectar los
antigenos. La posible interaccion PDi superficial-TLPs
se analizd por electroforesis y "Western blotting” de
las proteinas biotiniladas previamente inmovilizadas
con avidina-agarosa.

Resultados

El proceso infeccioso del rotavirus en células
MA104 se interfiere al inhibir la actividad disulfuro
isomerasa de la superficie celular,

Se evalud el efecto de agentes blogueadores
de las reacciones de intercambio tiol{-SH )Y/ disuifuro
{5-5-} sobre la membrana de células MA104 durante
el proceso infeccioso del rotavirus. Este efecto fue
medido usando dos reactivos que no son interna-
izados por la célula, el BTNB vy la bacitracina. La
infeccion del rotavirus se midio mediante inmuno-
citoguimica, como unidades formadoras de foco
{(UFF}, La Infeccion disminuyd hasta un 70y 75%
cuando se adiciono 30 mM de DTNB y 20 mM de
bacitracina, respectivamente, siendo el efecto inhi-
bitorio dependiente de la concentracidn de reactivo.
i.as cepas rotavirales (RRY, Wa y YM)} evaluadas
se comportaron de forma gimilar en las pruebas de
inhibicion de la infeccion con los blogqueadores de fa
actividad disulfuro isomerasa en las células MA104
(Fig. 1A, B y C). La viabitidad de las células medida
por exclusion de azul de Tripan y por ensayo de MTT
no se vio afectada por el DTNB en las concentracio-
nes analizadas, mientras que {a bacitracina afecta
al 100% de la viabitidad de las células MA104 a 40
mM {Fig. 2A). Las células Caco-Z mostraron mayor
susceptibilidad a {a bacitracina ya que a concentra-
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FIGURA 1. flecto inhibtorio de 1 infeccion rotaviral en células
MATO4 por bBlogueadores de x actividad tiol-digulfuro de s
mernbrana celudar, Las rronocapas celulares fueron incubadas en
presencia y ausencia de las concentraciones indicadas de DTNB
y baciteacinn € infectadas por rotavirus (A copa RRV: B cepa Wa
y €. copa ¥mb, con MOE 0,5 {35 particulas virales por odiulal,
£ porcentaie de infeccion se enidio cuantificando el virus como
unidades formadoras de foco IWFF) maedianie inmunocitoguimics
con anti-rotavirus hecho en congjo, y ant-conejo peroxidass
{HRP} sminocarbarol,

clones superiores 1 mb, tienden a desprenderse
después de 12 horas de incubacion,

Dado que at bloguear la actividad disulfuro
isomerasa sobre 1a superficie celular de las células
MAT04 se inhibe el proceso infeccioso del rotavirus,
se quiso determinar el momento del proceso infeccio-
so en el cualla actividad del intercambio tiol-disuifuro
estd implicada. Para esto, las células se incubaron
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con 30 mM de DTNB por 30 minutos a 37°C, luego de
aste Hempo & una parie de las células se les remo-
vid el DTNB por lavades con medio y se procedio a
infectarlas con los rotavirus RRV y Wa, Otras celulas
fueron traladas simultaneamente con el inhibidor v
el virus, Los porcentajes de infeccion obtenidos bajo
gsias condiciones, indican que la infeccion rotaviral
disminuye hasta un 70% cuando se realiza incubacién
previa con DTNB o es adicionado simultdneamente
junto con el virus.

Cuando se retira el inhibidor con lavados antes
del reto viral, se reestablece 1a infeccion hasta el 86%.
Se obluve un porcentaje de infeccidn det 83% cuan-
do el DTNE se adiciond a tas células en el periodo
de post-adherencia, es decir, una hora después de
ser éstas infectadas con el rotavirus, Este resuftado
indica gque este tipo de inhibidor, gue no atraviesa la
membrana, no altera el proceso de replicacion del
rofavirus yna vez éste se ha internalizado (Fig. 3A).

Mara determinar sita accidn del inhibidor es hacia
las células o hacia el virus, una dosis concentrada
de rotavirus fue incubada con 30 mM de DTNB y
luego fue dilvida hasta 1.5 mM al momento def reto
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FIGURA 2. Viabiliad de células MATO4 (A) y Caco- 2 1B infectadas
por rolavieus REV, medida s bes 12 hooas de infoccion por ensayo
MIT en presenci de BTNBEL havilracio.

con las celulas; bajo estas condiciones la infeccidén
rotaviral fue del 93% indicando gue el inhibidor no
actia sobre las proteinas virales (Fig. 3A). Ambas
cepas rotavirales se comportaron de forma similar
en estos experimentos, excepio que ia cepa Wa dis-
rminuyd su infectividad alrededor de un 20% después
del fratamienio de las particulas virales con DTNB,
sugiriendo que posiblemente presente en sus pro-
teinas estructurales grupos tiol disponibles para la
reaccion radox.

{.a actividad disulfurp isomerasa no parece ser
necesaria en el proceso inicial de union (adherencia)
del rotavirus a [a ¢élula, va que al adherir el virus a
4°C pot una hora en presencia de DTNB o de bagitra-
cina, no se detectaron diferencias apreciables en la
cantidad de virus unido al comparar con monaocapas
celulares no fratadas (Fig. 3B). £stos resultados su-
gieren que el DTNB actia sobre proteinas celulares e
interfiere la infeccién de las células durante el proceso
de enfrada de!l rotavirus, en un paso posterior a la
unidn virus-célula pero anterior a la internalizacion
del virus.

Anticuerpos anti-PDI disminuyen
la infeccidn por rotavirus

Para confirmar la especificidad del blogueo de
la actividad disulfuro isomerasa con 108 inhibidores
quimicos, se realizé la infeccion de las células en
presencia de anticuerpos contra fa proteina PDI A
una concentracion de 10 ug/mi de anticuerpo anti-
PO a infeccion rotaviral disminuyd de manera dosis
dependiente y la inhibicidn maxima fue del 80% (Fig.
44). £l anticuerpo de conegjo usado como conirol de
isciipos no tve incidencia alguna sobre 1a infeccidn,
descartando cualguder interaccion inespecifica de la
region Fo del anticuerpo. De ofro lado, al preincubar
las células con anticuerpos anti-PDI, v luego adicionar
el virus a 4°C por 1 hora, no se detectaron diferen-
cias del virus adherido con respecto a las célidas sin
tratamiento con anticuerpo (Fig 4B). Estos resultados
reafirman que la PDI esta implicada en un evento
postertor a la union del virus a la célula.

La interaccion de las células con los anticuer-
pos anti-ERpS7 {miembro de la familia de las PDis)
afecto ta infeccion con rotavirus RRVY en cerca del
50% solo a concentraciones relativamenie altas de
anticuerpo {18 ug/mi} y con un perfil lineal sugestivo
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FIGURA 3. tfecto del DTNB en las diferentes elapas del proceso infectivo del rotavirus RRV v Wa en océiudas MAT4, En A, inrounociio-
quirnica de células infectadas con rotavirus Wa y RRV. (13 infeccicn sin inhibidor; (2) £ proceso deinfeocion se incubd perrmanentemerte
con DINB; {3) se pre-incubd fas célidas con DTNB por 30 minotos antes del reta; (47 se adiciond e virus y ¢f DTNS sirmultdneamente,
(5 se pre-incubo las células con el DTNE por 30 minutos y s relird por lavados. después las cilulas {ueron retadas con el virus, (6}
¢l DING se adiciono 1 h después de iniciado ef proceso do inlernalizacion o post-adherencia v (71 b virus concentrado fue pretratado
con 30 mM de DTNB, luego diluido hasta la concentracion de trabajo y of DINB hasta 1.5 mM, £11 8, union a 4°C de rotavirug RRV o las
cetulas en presencia v ausencia de DTNB o bacitracina. El virus unido se cuantificd mediante ELESA de caplura, capturando fos anligeros
con anticuerpo anti-rotavirus hecho en cabra y detectando con anti-rotavicus hecheo o coneio con of sistems poroxidasa-QPD. Bl 1005
de union delta de absorbancia corresponde at delta de absorbancia de b sustracoion de s sbsorbancia de células Bsadas e ausengis de

inhibidor y células sin virus,

de una reaccion inespecifica (Fig. 5A). Anticuerpos
contra calexina ("chaperona” que actda en el RE)
presentaron un perfil similar de inespecificidad, pero
con menor capacidad inhibitoria que para el caso
de tos anlicuerpos dirigidos contra ERpS7 (Fig. SA).
Los anticuerpos anti-calregulina mostraron un efecto
similar al de los anticuerpds anti-PDI pero con una
afinidad promedio tres veces menor (Fig. 5A). En el
caso de la cepa Wa, los perfiles de inhibicion produ-
cidos por los anticuerpos ensayados fueron similares
a los descritos para la cepa RRV, excepto que los
anticuerpos anti-calregulina produjeron un efecto in-
distinguible de agquel presentado por los anticuerpos
anti-PD1{ {Fig. 5B).

La proteina disulfuro isomerasa (PDI) se en-
cuentra en la membrana de células permisivas a la

infeceitn por rotavirus, asociada a los microdominios
tipidicos “rafts”,

El cardcter de proteina de superdicie de la PDI
en las células MA104 v Caco-2 fue analizada por
inmunofiuarescencia sabre monogcapas celulares no
permieabilizadas, sefialando un perfil positive aunque
de baja intensidad (Fig .8A}. La cilomelria de flujo de
celulas en suspension reflela que solo el 1.7% de la
poblacion presenta reactividad hacia el anticuerpo
monacional anti-PDt {Fig. 6B}, Para confirmar la
presencia de PDi asociada a la membrana celular se
rarcaran las profeinas superficiaies con el reactivo
sulfo-NHS-SS-biotin, gue adiciona reversiblemente
una motecula de biotina a los grupos amine libres de
tas proteinas, en este caso a las proteinas asociadas
ala membrana ceiular. Etlisado celular fue analizado
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FIGURA 4. Disminucion en fa infeccion por rotavirus RRYV y Wa en células MAT04 con Ant-PDi en un paso post-unioe. En A, fas células se
ncubaron en gusencia y presencia del anticierpo durante 30 minutos v luego se desaliaron con el rotavirys, 1a infeccion se dejé por 12h
b rdmero de UFF se deteaminaron mediante inmunocitaquimica, Ba B, Unidn a 4°C de rotaviros RRY 2 las células on presencia y ausencia
det Ari-PDI. Elvirus unido se cuantificd mediante ELISA de captura. caplurando los sntigenos con anticuerpo anti-rofavirus hecho en cabra
y detectando con anti-relavirus hecho en conejo con ¢ sistema peroxidasa-OPD. £l 100% de union delta de absorbancia corresponde al
celta de absorbancia de la sustraccion de |a sbsorbancia de células fisadas en susencia de inhibidor vy células sin virus,
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FIGURA 5. Dissninucion cn Ly infeccion por rolsvirgs BRY (A v Wa (B} en células MAT04 con anticuerpos divigidos contra diderentes
chaperonas. L células se incubaroe crraoseocia y presencia del anticuerpo durante 30 minutos vy luego se desafiaron con ef rolavirus,
i infeccion se dejo por 1210 Elowmery de GRE se detenmsaron acdiaide inmunocitoquimics con el sisterna peroxidasa-aminocarbazo.
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FIGURA 6. Deteccion de PO en la membrana celidar, A, Inmunolluorescenci indirocla no pormeable sobre célalis MAT0 y Caco-2.
usando anticuerpo monockonal ant-POH 3 10 pe/mi y anti-raton FITC 0.7 pe/ml. 8. Glometdin de Hojo, marcafe de las células Caco-2 y
MATOA en suspension, con anticuerpo primasio antl-PD a 50 ug/mi, anticuerpo secundisio anti saton FITC 6,7 up/ml, € y 1 Biotinitacion
reversible de las proteinas supetficiates de células MATO4: las cdfulas tueron marcadas con of seative sulfo- NHS. SS-Biotin v lisadas. U
fraccidn del Bsado celular biotinlade fue analizado por ELISA de captura uldizando alterativamente anlicoorpos anli PD] generados en
concit o profeina aviding para caplurar fos antigenos, [ deteccion de éstos se hiro conavidina HRP y andicue pos anti- PDN respectiviraente,
€. Las profeinas biotiniladas de 1a otra fraccion del lisado celular se aistaron con agarosa- aviding. Lox proleings inmovilizadas v aguellss ded
sobrenadanie se separaron mediante electroforesis denaturante bajo condiciones reductoras y no roductoras. Bl corrido electroforético
se transtinio a una membrana de PYDF v el Western blot s analizd con aviding HRP v saticucrpos anti-PDI
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mediante ELISA de caplura usando glternativamente
anticuerpos anti-PD generados en cabra y a protel-
na avidina; para la deteccion se utiizd avidina-HRP,
y anti-PDt generado en conejo, respeclivarments,
Este ensayo mostro que el lisade celular contiene
PDI biotindlada gue estd presente en fas proteinas
asociadas a 12 membrana celular accesibles de ser
marcadas (Fig 86C). Al lisado celular se e adiciond
Avidina-agarosa con el objeto de separar las protei-
nas que incorporaron el sulfo-NHS-8S-biotin. Tanto

las proteinas aisladas con avidina-agarosa como el

sobrenadante {aquellas no enlaradas por la avidina)
fueron analizados en un gel de electroforesis en pre-
sencia y ausencia del agente reductor 2-mercaptoe-
tanol {2-ME). Inmediatamente este gel fue analizado
por “Western blotling”.

Se detectd un perfil continug de prateinas gue
reaccionan con avidina-HRP en las muestras que
contendan las proteinas celulares marcadas con biotina
e nmovilizadas con avidina-agarosa, cuando éstas
fueron analizadas en ausencia def reductor 2-ME (Fig.
60)). Este patron de proteinas biotiniladas se perdio
cuando las proteinas inmovilizadas se trataron con
2-ME {Fig. 6D}, indicando que la unidn de la biotina
ha sido revertida por ta accion del reductor. Cuando
se analiza fa fraccion proteica del lisade no inmovili-
zado {sobrenadante), no se detectd interaccion con
avidina-HRP, indicando ta ausencia de biotina en las
proleinas analizadas (Fig. 8D). Esta misma membrana
del "Western blofting” se analizd con anficuerpas anti-
PDly el sistema fosfatasa alcalina (AP). se observaron
bandas de interaccion a la altura del peso malecular de
ta PDI mostrando las formas reducida y oxidada de la
proteina {Fig. 6D}, En el sobrenadante no bictinilado,
que contiene la fraccion citoplasmatica, el anticuerpo
anti-PDI detectd una banda mas intensa respecio g la
banda separada con avidina (Fig. 60

Estos resultados junto con iog encontrados por
las 1eomicas de citometria de flujo e inmunofluorescen-
cia concuerdan con la ya reportado acerca de la baja
concentracion de P en la membrana cetular.

Se ha reportado que proteinas receptoras para
rofavirus, como la Msc?0 v la integring 33, se encuen-
tran en los microdominias lipidicos “rafts” (Pavel! et
al., 2004}, por ello se decidio explorar la posibilidad
de que PDI estuviera asociada a los "rafls”. Para esto
las fracciones de lisados celulares enriquecidas en
membranas, separadas por gradientes de sacarosa
y tratadas, como se describit en Materiales y Méto-

dos para deshacer fos “rafis”, fueron analizadas por
“Western blotting” v ELISA de captura.

Mediante "Western biofting” se encontrd a PO
y 1a proteina Hsc70 en las fracciones de menor den-
sidad, correspondientes & aguellas enriquecidas en
membranas que incluyen los microdominos lipidicos
“rafts”; también se detectaron estas proteinas en
las fracciones del extremo de alta densidad, que
corresponde a las profeinas citoplasmaticas solubles
{Fig. 7A). Cuando las céludas se trataron con B-me-
tilciclodextrina antes de ger lisadas v separadas en
el gradiente, no se detectaron PDE y Hsc70 en las
fracciones de baja densidad, lo cual es compatible
cofntla disociacion de los “rafis” ocasionada por el tra-
tamiento previo con B-metilciciodextrina (Fig. 7B}

Para determinar si en estas condiciones expe-
rimentales PDI esta unida por interaccion proleina-
proteina a moléculas receptoras como la Hsc70 y
de sacarosa fueron solubilizados, incubando cada
fraccion con octilglucdsido, Triton al 1% y f-cicio-
dexirina. Posteriormente, cada fraccidn se sometid
a inmunoprecipitacion con anti-PDL se encontrd que
en las fracciones del gradiente analizadas {Fig. 7C).
Estos resultados se confirmaron mediante ELISA de
captura, determinandose nuevamente interacciones
que implicaban PDI, Hsc70 e integrina B3 (Fig. 7D).
El reconocimiento de los anticuerpos especificos
anti-ERp5Y no presentd afinidad significativa por los
componentes del complejo examinado.

En conjunto, los resultados obtenidos por las
diferentes técnicas de inmunodeteccion y marcaje,
indican la presencia en muy baja conceniracion de
la proteina P asociada a la membrana celular en
celulas MA104 y Caco-2; haciendo parte de los micro-
dominios lipidicos “rafts” v formando compleios con
las proteinas Hsc70 e integrina B3, utilizadas como
receptores por las protelnas VP7 y VP4 del rotavirus
en ef proceso de internalizacion.

Interaccion rotavirus - PDI

Para determinar si existe interaccion entre PDly
el rofavirus, se realizd un ensayo de urion endre PDI
soluble y TLPs dela cepa RRV y Wa. La presencia del
comple|o profeico rotavirus-RPDI se establecid median-
te "Western biofting” y ELISA de captura, El analisis
por "SDS-PAGE/Western biotting” de la mezola PDI-
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HGURA 7, PIY estd presente en fos microdominios lipidicos Rafts. En A, céhdas MAT04 lisadas a 4°C con bulter Tes- NaCl TrilénX100
% y centrifugadas en un gradienle de sacarosa (5-400%) En B, como control, céludas tratadas con Bmetiiciclodextaing 10mM antes de
lisartas. Las fracciones recuperadas del gradiente fueron tratadas con cetil-glicoside §,2%, $-meticiclodextsing 10mM, con incubacion
1h a 37°C. 30 pl de cada fraccion fue separada por SDS-PAGE, teansieridas a rnembrana PVDF v ésta revelada con anticuerpos Anti-
POy Anti-Hse 70, v el sistema fostatasa alcalina-NBT/BCIP En C las fracciones se inmuaoprecipitaron con AntePDL se separaron por
SDS-PAGE, fueron transferides s membrana de PVDF, [a membrana se reveld con anticuerpos contra 1ss proleinas HsoT0 ¢ integring 33,
y peroxidasa-fuminol. £n D, ELISA de captura con Anti-PDH de cada ung de las fracciones, 1as proteinas s deteclarons con Anti-HscT(,
Anti-lntegrina B3 y Anti-ERpS7, la placa fue revelada con el sisterna peroxidasa-OPD. £ delta do absorbancin os 1a diferencia despucs de

restar ¢ promedio de los pozos sin sntigeno.

TL.Ps de RRV que fue precipitada a través del colchdn
de sacarosa por centrifugacion a 133.000 x g. muestra
a PDi junto con las TLPs. Este resultado sugiere que
existe una interaccidn entre las TLPs y fa PDt, dado
que la presencia de PD! en el precipitado del fondo
detl tubo sole es posible si se encuentra asociada a
las particulas virales, Ias cuales poseen un coeficiente
de sedimentacion que explica su transporte hasta el

fondo del tubo en las condiciones de centrifugacion
utilizadas en este experimento.

La PDI aislada, tiene un coeficiente de sedimen-
tacidn mucho mas bajo gue el de las TLPs, el cual
no le permitiria sedimentar a través del colchdn de
sacarpsa sornetido al campo centrifugo aplicado (Fig.
BAY Mediante ELISA de caplura se encontrd a PDI
en interaccion con fas TLPs cuando se utilizo aller-
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nativamente anti-PDI y anti-rotavirus para capturar
ios complelos proteicos (Fig. 8B). Esta interaccidn
disrninuyo cuando la reaccion se hizo en presencia de
DTNB {Fig.8C}, sughiendo gue en dicha interaccidn
puede estar interviniendo el motivo catalitico redox
de la PDIL sin descariar alguna interaccidn de tipo
chaperona. Las células Caco-2 se marcaron en suifo-
NHS-SS-bictin, como se descnbid anteriormenta para
las células MA104, se adiciond virus Wa y se incubd
por 40 minutos a 4°C, se dejaron1d minulos mas a
temperatura amblente v luego se lisaron las células.
Al lisado celular se le adiciond Avidina-agarosa con
el objeto de separar las proteinas gue incorporaron
al sulfo-NHS-538-biotin; las proteinas aistadas con
aviding-agarosa fueron analizadas por "Western blo-
ting” (Fig. 8D). Los resultados sefialan la presencia
de PHI supericial, la cual fue marcada con biotina,
atslada con avidina-agarosa y detectada con avidi-
na-HRP y anticuerpos anti-PBI. Ademas PO estaria
interactuando con el rofavirus Wa, va que se detectd
al menos una proteing de éste cuando la misma mem-
brana fue revelada con anticuerpos anti-rotavirus y el
coniugado de fosfatasa-alcatina (Fig. 8D).

Para determinar la existencia de grupaos ticles
libres en &l complejo PBlrotavirus, se ulitizo EZHink
Maleimide PEOZ-Biotin, un reactivo que forma unen-
lace Hioeter con los grupos tioles libres, esta reaccidn
es medible por la incorporacion de bictina. Bl EZ-Hnk
Maleimide PEOZ-Biotin se adiciono simultaneamente
con el virus a las células en presencia y ausencia de
DTNB. El lisado celdlar se examind en ELISA, cap-
turando tos respectivos antigenos con anti-rotavirus
{Fig. 9A) o con anti-PDI (Fig. 9B}, sequido de la detec-
¢ibén con los anlicuerpos reciprocos correspondientes,
los resultados nuevamente reafirman ia interaccion
entre la PDI vy e rotavirus,

La incorporacion de biotina fue medida cuando
los antigenos se detectaron con avidina-HRE. Se
observan diferencias en la cantidad de biotina incoy-
porada por los compleios proteicos PDlrotavirus en
presencia ¢ ausencia de DTND. fa presencia de este
inhibidor redujo la incorporacion de biotina. debido
a una menor disponibilidad de grupos tioles. Esle
ensayo muaestra gue hubo incorporacion de biotina
sobre el complejo proteico rolavirus-PDIL, indicando
la presencia de proteinas con cisteinas accesibles a
la alquiiacidn dentro del complejo que incluye a PDI
y al rotavirus,

Péptidos sintéticos con cisteinas
de secuencias rotavirales inhiben la
infeccion en células MA104

Para realizar una aproximacion a la implicacion
de las proteinas del rotavirus como sustratos del
intercambio tiol/disulfu posiblemente catalizado por
fa PDI, se sintelizaron péptidos siniéticos de los
rotavirus RRV y Wa, correspondientes a secuencias
de las proteinas VP7 v VP4 que conlienen cisteinas.
Las secuencias seleccionadas incluyeron la regidn
constituida por los aminoacidos 200-219 de VP4, las
regiones 1889-210 y 243-264 de la proteina VP7 de
las cepas RRV y Wa. Como conircles se sintetizaron
péptidos no relacionados con rotavirus y aquelios
rotavirales en los que se sustituy la cisleina por
serina, ademas de los péptidos con la secuencia de
aminoacidos al azar con vy sin cisteinas (Tabla 1}

Se evalud fa infeccion de rotavirus RRV en células
MA104 en presencia de diferentes concentraciones de
Ios peptidos mediante inmunocitoquimica midiendo las
UrF, Recienternente se ha reportado que los rotavirus
interactuan con ta integrina ov}3 a través de la region
161-169 de la proteina VP7, regidn peptidica lamada
CNP {Péptido 12 o P12 de la Tabla 1}, esta secuencia
en VP7 es allamente conservada entre las diferentes
cepas de rotavirus y bloguea eficienternente la infec-
citn dela cepa RRY mas no la unidn a ta célula (Zarale
et al., 2004}, este peptido fue utiizado como condrol
positivo de inhibicidn. La disminucion en el porcenta-
je de infeccion para el P12 es dosis dependiente, el
50% de inhibicién se logrd a una concentracion 1.5
mM de péptido. Tanio el péplido original, P12, como
su versitn modificada de Cys por Ser (P13), inhiben
la infeccion por rotavirus con un perfil similar (Fig.
10A)}, indicando para este caso poca relevancia de
ese aminoacideo cisteina en el proceso infectivo.

La secuencia de 1a proteina VP8 {200-219) de
fa cepa RRV, P8, tiene un efecto inhibitorio de la
infeccion rotaviral dependiente de fa concentracion,
se inhibio el 50% de la infeccién con una concen-
tracion de 0.34 mM de péptido {Fig. 108). Para ¢l
caso de la version modificada el P8 aungue fuvo un
comportarniento similar de inhibicion dependiente de
la concentracion, el 50% inhibitorio se logré a una
concentracion de 0.8 mM, esto podria refiejar una
mavyor afinidad del P8 por 1a molécuta receptora en
la celula.
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FIGERA BA. Inloraccion cabre PD1y TUPs de RRV
A Western blot de 3 pg de PBEcon 1 ap de TLPs,
mezcha se incubo por 30 min alemperatons ambiente,
luego se coloco sobre un eolchdn de sacaross ol 0%
y s¢ centrifugd a 133,000 x p: b membrang se reveld
con anticuerpos Ani-PD {delecaian con fosiatass
slcalina-NET/BCPY v luego con anficuerpo Antk
rotavirus (deteccion peroxidasa-luminoll,

FGURA 8 (B vy C). Interaccidn entie POy TEPs de
RRV. En 8, ks TLPs se mesclaron con 4 gy de PO
soluble thovina-Sigmal por 30 mina 20°C elcompicio
so adiciond sobre una placa de ELISA sensibilizada
con anti-retavirus generado en cabeg y detectads
con anti-rotavirus o anti-PD1 generados en conegjo.
delta corresponde a sustraccion de la ahsorbancia del
controf consistente de adlalas isadas sin virus, o PDI
sinvvirus, En O, diferentes concerdraciones de PDEse
adicionaron al virus, en presencia y ausencia de DINS,
sigutendo el procedimiento anteriorn

FIGURA BD. bdeiaccion entre POLy TiPs de RRY,
Céhulas Caco 2 fueron marcadas con sulfo NHS-5S-
Biotin, scadidond rotavitus Wapor 40 mina 4 “Cy 15
i g 20 "C Las colulas fieron Bsadas y g profeitas
biotidladas menaovilizadas con agarosa- aviding. Las
profemas wenovilzados sooanalizaon por "Wesiern
blotling” con aviding HRP y anticucrpos anti-PDRE
pars delector Py con anti-rofavirus para detectar
fas proleinss vioics.
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FiGURA 9. El complejo Rotavirus-PIDH tiene cisteinas accesibles
de slquilacion. Las células MATDA recibieron simutlaneamente el
rotavirus RRV y £2-ink Maleimide PEO2-Biotin para alquilar tos
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{B) hechos en congjo y se reveld con antlrotavirys o anti-PDI
generados en cabrg para detectar log antigenos profcicos y con
avidina-HRP para evaluar [ incorperacion de biotin.

Al parecer estos dos peptidos son de mayor
afinidad al ser comparados con el P12, cuya concen-
tracidn inhibitoria al 50% fue 4.4 veces mayor que la
encontrada para P8. Al aumentar la concentracion
de los péptidos P& v P9 hasta 1.7 mM se logra un
porceniae de inhibicion del 90%: sin embargo et perfil
chservado a esas concentraciones para los peptidos;
sin embargo ef perfil de inhibicion de P9 no es satu-
rable correspandiente a aguellos que se describen

como de baja especificidad (Fig. 10B). £l efeclo de
peptidos sintélicos de secuencias no relevantes de
rotavirus no produjo inhibicidn de la infeccion, sin
ambargo el P10, un péptido con un contenido de ami-
noacidos iguat al de P8 pero organizados al azar, tuvo
un efecto inhibitorio de menor afinidad, alcanzandose
el B0% solo hasta 1,2 mM (Fig. 10B).

Anticuerpos generados en conejo contra el P8
fueron capaces de reducir la infectividad por rotavirus
en un 90% con un perfil de saturacion. Esto se logrd
cuando los anticusrpos fueron adicionados al comple-
jo celulas-virus, después del proceso de adherencia
del virus a 4°C. Cuando el anticuerpo anti-péptido 8
es incubado con &l virus vy luego esta mezcla adiciona-
da a las células, la inhibicidn es det 70%, comparados
contra el 100% de infeccidn mostrado por el suero
preinmune (10C). Este anti-péptido no afecta el pro-
ceso de adherencia del virus a la célula segun indican
los resultados de unidn rotavirus-células medido por
ELISA de captura {Fig. 10D). £l comportamiento del
anticuerpo anti-peptido P8 frente a ta infeccion rota-
viral, apoya los resultados enconirados de inhibicidn
de la infeccion con el péptido P8, tambien sugieren
un efecto neulralizanie de este anti-péplido sobre
ias particulas virales. Bl anticuerpo anti-P8 reconocid
tanto al P8 como a la version modificada P9, masnoa
la version desordenada P10; sin embargo, el péptido
P8, al igual que el P8 y el P10 no fueron reconocidos
por jos anticuerpos anti-rolavirus generados en un
conejo inoculado con las TLPs (Fig. 10E}.

Para determinar ta posible interaccion enire los
péptidos derivados de VP4 y PDi, tanio el péplido
come la enzima se mezclaron, la interaccion fue anali-
zada en un sistema de ELISAde captura, capturando
fos antigenos alternativamente con anti-PDl {de ratdn)
o anti-péptido P8, y detectando la interaccion con e
anticuerpo reciproco, respectivamente.,

Se determind una fuerte interaccion entre & pépti-
do P8y PDI, la cual disminuyd cuatro veces al cambiar
en ¢l péplido las cisteinas por serinas (Fig. T1A), en ¢
gue se muestra ademas el bajo reconocimiento hacia
el complejo POI-P17, por parte de los anlicuerpos
anti-PBl y anti-péptido P17, siendo este un péptido de
secuencia sin cisteinas v no relacionada con rotavirus.
Para confirmar la especificidad de |la interaccion PDI-
VIPE mediada por el péplido P8, se realizd un ensayo
de competencia medido por ELISA de captura, en
& cual se capturaron los antigenos rotavirales y se
detectd PO en inferaccidn con las TLPs de RRY, en
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2193 {o igualmente VP8 200-219); fa version modificada P9, Iz versidn de sccuenciy al azar del original (910} v fa version al azar e
modificado {(P18). Las monocapas fueron infectadas por rofavieus MO 0.8 en las concentraciones swlicadas de péptido. B porcentaje
de infeccion se midié cuantificando el virus como unidades formadoras de foco (UFF) medianic munodiloquinmica con anti-rofavirus
hecho en congjo v ef sistema peroxidasa. C. Inmunocitoguirmica ded tratamiento de las células con el anticuerpo anti-péptido P8 en ¢
procesy infectivo con rotavirus RRY. 0. Unidn a 4°C de rotavirus RRV a las cébulas en presencia y auscacia ded suero def antepeplido P8
# virus unido se cuantifico mediante ELISA de captura. E. Reconocimiento especifico dol naticuerpo antePE hacis tos peptidos P&, P9y
P10, y hacia las T1Ps de RRV; asi como tambign reconacimionto especifice del anti-rotovivus hacia los péptidos. Todo medido medianie

ELISA y ef sisterna peroxidasa-OPD.

presencia de diferentes concentraciones de péptido
8. Los resultados de este ensayo mosiraron gue
a medida gue aumenta la concentracién de P8 hay
menor deteccidén de PDI Esdtos resultados sugieren
que &l rotavirus RRV interacciona con PDE mediante
ia secuencia de VPB (200-210) (Fig 118},

De la proteina VP7 se seleccionaron dos re-
giones gue contienen cisteinas en sus secuencias,
vy gue corresponden a los aminoacidos 189-210 v
243-264 1 a secuencia peptidica de VP7 188-210
(P8} incluye 3 cisteinas (Cys) y una versidn truncads
de esia secuencia ubicada ente lo aminoacides 192
y 210 (P4} v que posee solo 2 cisteinas (Cys). Se

estudiaron también las versiones modificadas me-
diante et cambio de cisteina por serina (Cys x Ser).
corespondientes repectivamente a los peplidos P7 y
PS5 {Tabla 1), Los resultados indican que al adicionar
fos péptidos a ta célula, a una concentracion de 2 mM
v {uego infectarias, hay nhibiciones de la infeccion
redaviral hasta en un 70%. con tendencia a un perfil
de saturacion. Para alcanzar € 50% de inhibicion
de 1a mfeccion se reguind de una concentracion de
1.26 mM para el peptide P4 v de 1.09 mM para ol
péptido 6. Hay un efecto importante de las cisteinas
en ta interaccion con el (los) receptor{es), va que al
analizar las respectivas versiones modificadas (Cys
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x Ser} el 50% de inhibicion de la infeccion se obliene
aracticamente con el doble de la concentracion de
péptido original (Fig. 12A).

Anticuerpos generados en conegjo contra el
peptido P6 fueron capaces de reducir la infectividad
dei rotavirus en un 90% cuando los anticuerpos
fueron adicionados después del proceso de unidn
{adherencial del virus a las células a 4°C. Cuando
los anti-P6 son incubados con ef virus v luego esta
es mezcla adicionada a las células, ef perfil de la

curva de inhibicion de la infeccion no es saturable, .

con un valor de 60% a la maxima concentracion de
anicuerpos utiizada {Fig. 12B}. Los anticuerpos anti-
P8 no afecian el proceso de adherencia del virus a la
celula a 4 {C, segun indican los resuliados de union
rotavirus-celutas oftenidos por ELISA de captura
(Fig. 12C).

Los resuiiados de inhibicidn de la infeccion ro-
wviral con los anticuerpos anti-P6, apoyan los datos
obtenidos con 10s peplidos P4 y PE con refacion a la
infeccion por rolavirus. Los anticuerpos anti-P6 no
presenian un efecto neutratizante sobre las particulas
virales antes de su unién a la superficie, mientras gue
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&l efecto inhibitorio de estos anticuerpos sélo se ex-
presa cuando son afiadidos en un momento posterior
a la unién (adherencia) del virus a fa celula. Ademas,
no se detectd un apreciable reconocimiento de los
anticuerpos anti-P6 hacia las TLPs de la cepa RRV, de
acuerdo con ias determinacionas realizadas con EL-
SA{Fig. 12D). Estos resultados, en conjunto, sugieren
que el virus requiere de cambios conformacionales
que impliquen ta exposicion la region 189-210 de VIPY
para ser utilizada en las interacciones subsecuentes
del virus con las moléculas de superficie de la caéluia.
Los anticuerpos anti-P6 reconocieron 10s péptidos P4,
P& y en menor medida a los péplidos modificados P5
y P7, mientras que ninguno de estos péptidos fue re-
conocido por los anticuerpos anti-rotavirus generados
en un conefo inoculado con TLPs (Fig. 12D

Para determinar la posible interaccidn entre la
PO y los péptidos derivados de VY, las dos enti-
dades se mezclaron en una proporcidén 4 a 1 {PDL
en un sistema de ELISA de caplura, capturando los
antigenos allernativamente con anlicuerpos anti-
PD{ o anti-péptido P&, vy detectando la interaccion

B b e bl
P TR

FIGURA 1A, Interaccidn PDI con los
Peptidos P8, P9, P17, PDE{ pg) se mez-
clo con los péplidos en relacidn 4 a 1.
fa iteraccion fue analizada por ELISA de

i, capluyra. B. Ensayo de competencia entre

: el P8 y el rotavirus por PDL Diferentes
5 cantidades tpgh de PDse incubaron con el
¥ P8y se adicions el virus y se detecto PDIL

* mediante ELISA de caphura, con ol sisterma
peroxidasa OPD.
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similares a los oblenidos en ausencia del inhibidor,
o que suglere que el estatus reductor de la mem-
brana es rapidamente alcanzado siendo el rotavirus
sensible a la imeraceion las proteinas de actividad
tiol-gdisuifuro.

con estos mismos anticuerpos en forma reciproca.
Los resultados muestran una apreciable interaccion
de log péplidos que contienen cisteinas con P
interaccitn que es minimizada cuando 1a reaccion
se hace en presencia de DTNB o con los péptidos
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FIGURA 12A. infeccion de virus RRV a Células MATO4 en presencia y ausencia de fos péptidos rotnirales P14y P6 de VPT (189.210,
192-210) y Ia versidn madificada P5 y P7 {Cys x Ser). Las monocapas fueron indectadas por rotavieus MOL 1:0.5 en las concentraciones
indicadas de peptido. E porcentaje de infeccion se midié cuantificando el virus como unidades formadorss de toco (UFF) mediante
nrunocitoquimica con anti-retavirus hecho en conejo v el sistemnas peroxidasa. B, Inmunocitoguimics del batsmiento de las células con
el anticuerpo anti-péptido PG en el proceso infectivo con rotavirus RRY. C. B vieus unido se cuandifice on presencia del anti-peptido P6
mediante FLISA de captura. . Reconocimiento especifico del anticuerpo anti-P6 hacia los poptidos P6 v P7, v hacia fas TEPs de RRY; asi
cormo lambign reconocimiento especifico del anti-rotavirus hacia los péptidos. Todo medido mediante ELISA y el slstema peroxidasa-OPD,
£ Interaccion PRI con los Peptidos P y PT. PDL (4 po) se mezcls con los péplidos, {a interaccion fue anatizada por ELISA de caplura,
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maodificados por cambio de las cisteinas por serinas
{Fig. 12E). Estos resultados sugieren gue el rotavirus
interacciona con PDE involucrando el sitio catatitico
redox de PDIL.

La segunda region de VP7 estudiada correspon-
de a la secuencia de aminoacidos 243-264, cuya pep-
tido original (P1) incluye ia secuencia de amincacidos
GPR que constituye el ligando de union a la integrina
uxp2 {Coulson et al., 1997). Los aminoacidos glicina
y arginina fueron reemplazados en el péptida P2 por

alanina y leucina respectivamente, se sintetizd tam- .

bien el péptido modificado en el que se cambiaron
las cisleinas por serinas, asignado como el péptido
3. Cuando las célidas se infectaron con rotavirus
en presancia de concentraciones crecientes de estos
péptidos, se observd inhibicion de la infeccidn de
manera dosis dependiente hasta del 85%. con un
perfil de saturacién a partir de 0.25 mM para el pép-
tido P2 (Fig. 13A). kxiste una apreciable diferencia
de compdrtamiento frente a la infeccion mediada por
los péplidos P2 v P3, ya que para alcanzar el 50%
de inhibicidn con el péphido P2 se requiere 0.18 mM
de péptida, migntras que para su version modificada
Cys por Ser {P3) aumenta hasta 0.82 mM, en una
relacion de 4.5 veces, reflejando una disminucidn
de la afinidad de! péplide por la molacula receptora
(Fig. 13 A}

Los anticuerpos generados en congjo contra el
péptido P2 redujeron la infectividad por rotavirus en
un 90%, cuando se adicionaron al complejo celulas-
virus. Esta inhibicion ocwrid cuando se adiciond el
anticuerpo después que el virus ya estaba adherido
ala célula, a 4°C, en un perfll saturable. Cuando &1
anticuerpo anti-P2 fue incubado con el virus y esta
mezcla adicionada a las células, la inhibicidn de fa
infeccion fue del 50% a ta maxima concentracion de
suerg analizada, en un perfil no saturable que se re-
laciona con un cornportamiento de baja especificidad
{Fig. 13B). Aligual que en los casos anteriores, estos
anticuerpos contra el péplido P2 no afectan e proceso
de adherencia del virus a la célula (Fig. 13C).

Los resullados obtenidos con los anticuerpos
anti-péptido P2 en el ensayo de inhibicion de la in-
fecoion. apoyan los resuitados obtenidos al incubar
estos péptidos con las celulas, enlos cuales P11y P2
compiten con e rotavirus por los receptores celulares.
Al parecer, de manera similar a lo aobtenido para la
reqion de VPY 188-210, la secuencia de VIPY 243-
264 no estaria expuesta en la particula viral, Esto se

deduce porgue no se observa un efecto neutralizante
de fos anticuerpos anti-P2 sobre las TLPs, cuando
fos anticuerpos se incuban conlas TiPsa 37 (Cy
luego se adicionan a ia célula. Estos resultados en
conjunto, sugieren que e rotavirus requiere de cam-
bios conformacionales una vez se une a la ceélula,
en o denominado post-union, para que esia fegion
243-264 de VP7 sea expuesta a la superficie celular
y pueda utiizarse en el proceso de entrada del virus
a ta célula,

l.os anticuerpos antj-péptido P2 reconocieron el
peptido PZ, vy en menor medida a los péplidos P3y P,
mientras que ninguno de estos péptidos fue recono-
cido por los anticuerpos anti-rolavirus generados en
un conejo inoculado con TLPs (Fig. 13D). Siguiendo
el esquema expuesto anteriormente de incubacién de
fa PDI y fos péptidos, analizamos si hay interaccion
entre PDI y estos peplidos. Los resuliados muestran
interaccion de los peptidos P1 y P2, gue conlienen
cisteinas, con la PDI La interaccion disminuye cuan-
do1a reaccidn se hace incubando PO con af péptido
modificado P3 {Cys por Ser) (Fig. 13k}

Ef péptide P11 corresponde a la secuenciade la
proteina VP8 (213-232) de la cepa Wa. La secuencia
de aminoacidos de esta regidn carboxiterminal pre-
senia diferencias entre las cepas Wa y RRV. L cepa
Wa tiene una serina en a posicion 203, mientras que
la cepa RRV (y olras cepas dependientes de acido
sidlico) contiene cisteina. En [a posicion 216 de la VP8
hay una cisteina conservada en las diferentes cepas
rotavirales. At adicionar el péptido P11, a una con-
centracion 1.57 mM a las células MA104, se inhibid 1a
infeccion del rotavirus RRV en un 50% (Fig. 14).

Este mismo experimento se llevd a cabo con
otros péptidos no rofavirales que tienen cisteinas
en su secuencia. En este caso, se presentd inhibi-
cion de infeccibn, sugiriendo que 1a presencia del
aminoacide cisteina confiere capacidad de inhibir la
infeccidn por rotavirus. Probablemente hay inhibicién
porgue estos péplidos, a pesar de ser secuencias no
relacionadas con rotavirus, fambién son sustrato de
fa PDI (Fig. 14).

Los péptidos sin cisteinas y no relacionados con
rotavirus, como el P17 y su anticuerpo, no tienen efecto
alguno sobre la infeccidn rotaviral y tampoco inferaccio-
nan con PDI. Los péptidos P18 v P18, constituidos por
secuencias al azar pero compuestas por los aminoack-
dos de los péptidos modificados {Cys x Ser}, tampoco
fuvieron incidencia sobre la infeccion rotaviral.
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FIGURA 13 {C, Dy E} Inleccion de virus RRY a Célulos MAT04 en
presencia y ausencia del peptido colaviral P2 de VBT (243264} y
tas versiones modificadss P2y P CL Ehvirus unido o la células en
presencia de anticuerpo anki-peptido P2, se cuantificd mediane
ELISA de caplura, D Reconocimiento especifico del anticuerpo
anti-P2 hacig los peptidos P P2y P2y hacia tas TLPs de RRY;
ast como tambign reconociniente especifico del anti-rotavitus
hacia los péptidos. Todo medido mediante ELISA v el sistema
peroxidasa- OPD. . Interaccidn PBE con los péplidos P P2y
P3P 4 pel se mercle con fos peplidos en relacion 4 3 11, 1
interaecion fuc analizads por ELISA de coptur

FIGURA 13 (A ¥ B). £n A, Infeccian de virus RRV a Células
MA1EH en presencia y ausencia det peptido rotaviral P2 de VP7
(243-264) v las versiones modificadas P2 y P3. Las monocapas
fueren infectadas por rotavirus MO 1:0,5 en las concentracio-
nes indicadas de péptido. B porcentaie de infeecion se midia
cuantificande ¢ virus como unidades formadoras de foco (UFF)
mediante inauncciloguimica con anti-rotavirus hecho en congjo
v ¢l sisterna peroxidasa. B. Inrunociloguimica del tratamiente
de las células con ef anticuerpo anti-péplida P2 en el procesn
infectivo con rolavirys RRV.
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Discusion

Las proteinas PDIs se han visto implicadas en
imporiantas procesos bioldgicos en sitios diferentes
al Rz, aungue no se conoce mucho acerca de las
funciones vy los mecanismos de accion de tas PDls,
en es50s sitios. Al menos tres proteinas de esta familia
en mamiferos han sido encontradas en la superficie
celular, of espacio extracelular, el cifosol y el ntcleo
{bssex el al 1995 Turano, C. 2002} A nivel de la

membrana celular la PDI ha sido encontrada en’

diferenies células, entre ellas plaquetas activadas,
hepatocitos, pancreas exocring, celulas endoteliales,
linfocitos CHO, BHK (Chenetal,, 1992, Terada et al..
1985 Yoshimori et al., 1990, Hotchkiss et al., 1998).
En este trabajo reportamos, por primera vez, que
PBI se localiza en la membrana cioplasmatica de
las células MA104 vy Caco-2, permisivas a la infeceion
por rofavirus, en una concentracion muy inferior a la
encortrada al interior de la célula (Fig 4C).

La presencia de P en estos sitios puede darse
POF UR MEecanismo aun no elucidado de exportacion,
existiendo rapidamentea recambio de ésia; sin embar-
go. su funcion en membrana citoplasmatica no esta
aun completamentis determinada aungue sigue estan-
do relacionada con las propiedades redox (Schwaller
et al., 2003} La PDI asociada a la superficie celular
astd implicada en la reduccion de los puentes disulfurg
de la toxina de la difteria, que por esta via adquiere
ia capacidad de entrar en la célula v desplegar su
actividad citotoxica {(Mandel et al, 1993). Esta rela-
cionada con cambios estructurales de las proteinas
de diferentes virus, para un exitoso proceso infectivo
a las células: en el caso del virus HiIV-1, los cambios
conformacionales en la envoltura lipidica del HIV
{Env} dependen de ta accidn coordinada de un siste-
rma tripartita en el cual la PDI trabaja concertadamente
con el receptor v correceptor, CD4 y CXCR4 respec-
tivamente. al parecer inmearsos en microdominios
lipidicos "rafls” gue sirven de plataforma v facilitan el
proceso de entrada del virus (Markovic et al., 2003,
Ou y Sitver.. 2006). Virus carna ef Sindbis, el bacu-
ovirus v vacoinia también dependen de la actividad
disulfuro isomerasa para la enfrada a ta celula, aungue
&l raecanismo catalitico del inlercambio tiot/disulfuro
en éstos no ha sido definido (Abell BA, et al.. 1993;
Markovic et &l 1998; Locker el al., 1999).

En calulas MAT04 v en las Caco-2. nosotros
localizamas a PDI en los microdominios “rafts” de

la membrana celular, formando complejos proteicos
con los receptores de rotavirus, las proteinas Hsc70
e integrina avi3. HSC70 ya ha sido reportada en
los microdominios raft en células MA104 {{6pez S
2006, isa P. 2004), sin embargo la caracteristica del
complejo proteico PDI-Hse70 vy avil3 es la primera
vez que se reporta.

Bl rotavirus en su proceso de ensamblaje hace
uso de las “chaperonas” restdenies en el reticulo
endoptasmatico para plegar sus proleinas estruciura-
ies, la conformacion dela proteina VPY es altamente
susceptible a la inactivacidn de la proteina disufuro
isomerasa, ya que este proceso inhibe la formacion
de los puentes disulfuro nativas de VP7 y por ende
se inhibe el ensamblaje del virus, observandose este
efecto como acumutacion de DLPs en el lumen del
reticulo endoplasmatico (Svensson et al, 1994, Mira-
zimietal. 1998, Delmas, et al., 2004; Maruri-Avidal, et
al., 2008}, Dado que ese remodelaje de las proteinas
estruciurales a nivel de grupos tioles es importante
para el ensambiaje el virus, en este trabajo quisimos
explorar st para ia interaccion con l0s receptores ce-
iulares, en el proceso de intermalizacion, este proceso
redox también esta implicado.

Los resultados mostraron gue la inhibicion de la
actividad disulfuro isomerasa de la superficie celular
mediante DTNB vy bacitracina disminuye la infeccion
rotaviral en un modelo dosis dependiente y con un
perfif saturable, sugiriendo que el rotavirus requiere
de intercambios tiok-disulfuro en el franscurse de la
infeccion celular. £l diseno experimental realizado
indicd gue la interaccion del rotavirus mediada por
grupos tioles transcurre en los eventos iniciales del
proceso infeccioso en una etapa de pos-adherencia,
ya gue ni el DTNB ni [a bacitracina impidieron la unién
del virus a las células. Ademas, no hubo variacion de
los porcentajes de infeccion comparados con células
infectadas sin tratamiento, cuando estos reactivos se
adicionaron en la etapa de post-entrada.

Mas aun, fos inhibidores no afectan el estado
redox de {as TL.Ps de RRV ya qgue al adicionarse a
éstas, el porcentaje de infeccion celdar fue compa-
rable al de las particulas sin fratar. Este resultado vy
el hecho que las TLPs de KRV no reaccionaran ¢on
gl reactive E7-link Maleimide PEQ2Z-Biotin indican ta
naturaleza oxidada de las proteinas virales. Cuando
fas células se incubaron con DTNB y luego éste fue
removido por lavados antes del reto con el virus, se
ahservd que la infeccion celular alcanzd porcentajes
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La inhibicidn de la infeccion rotaviral, en células
MA104, en presencia de anticuerpos anti-PDI fue do-
sis-dependiente y como en el caso del DTNE mostré
un perfil saturable, con una inhibicion del 90% a 10
ug/ml de anticuerpo anti-PDIL La inhibicidén por blo-
gueo de la PDI con anticuerpos, apoya los resuitados
obienidos con los inhibidores quimicos v sugieren
que la PDI de |a superficie celular inferacciona con
el rotavirus durante el proceso de entrada ala celula,
en una elapa posterior a la unidn del virus a la célula.
L.a inhibicidn de la infeccitn utilizando anticuerpos no
descaria la actividad del tipo chaperona de fa PDI
sobre el rotavirus, porgue al adicicnar el anticuerpo
anti-PDi se puede astar inactivando esta funcion; en
cambio cuando se inhibe la infeccion con DTNB o la
bacitracina se eslia alterando es la funcidn de inter-
cambio tiol-disuifure de ia PDI. Cuando se bloquea
la PD celular con anticuerpos la inhibicién es hasta
un 80%; mientras que bacitracina y DTNB inhiben la
infeccidn en un 70-75%. Esta diferencia en la inhi-
bicidn se podria explicar por que el anticuerpe vy los
reactivos inhiben funcicnes diferentes de la PD1L

Este comportamiento es diferente al observado
en el modelo de difteria y VIH, donde e 100% de
inhibicion de la infeccidn se alcanzd con ef aumento
de la concentracion de DTNB, mientras que con los
anticuerpos anti-PD la inhibicién fue menor (Mandel
et al,, 1993, Ryser et al., 1991; 1994},

Una interaccion directa entre las particulas rota-
virales y PDi fue evidenciada en un sistema libre de
celulas, utilizando PDI soluble, analizada mediante
western blot y ELISA. Esa interaccidn también fue
anglizada en un sistema celular en ef cual se marcé
con biotina la PDI exterior y se bloquearon las cistel-
nas internas de ia céluia con NEM, luego de adherido
el virus RRV a la celula; se logrd detectar (a presencia
de PDI marcada con bictina v al menos VP4 en la
fracelon enriquecida en membranas, correspondiern-
te a los microdominios lipidicos rafts, implicando 1a
conformacion de complejos broteicos en los que se
incluye PDl-rotavirus en el proceso de entrada.

Para determinar que dominios de las proteinas
viales interactian con PP, se seleccionaron secuen-
cias peptidicas con cisteinas, que en el caso de VP7,
estas son olalmente conservadas en las diferentes
cepas rolavirales consultadas que incluyeron cepas
humanas, de porcino, de bovino vy de simio. Los
peptidos sintéticos de las regiones 200-218 de la
proteina VB, 189-210 y 243-264 de la proteina VP7

de ia cepa RRV, estan involucrados en el proceso de
entrada del rolavirus a la célula ya que tanio los pép-
tidos incubados con las células, como los anticuerpos
dirigidos contra éstos inhiben la infeccion rotaviral.
Al incubar las células con los péptidos modificados
{Cys por Ser), se requiere mayor conceniracion de
estos dltimos para alcanzar el 50% de inhibicion de
fa infeccion rofaviral, indicando una posible dism-
rIcion en la afinidad, probablemente mediada por
tas proteinas de actividad disulfuro isomerasa de la
superficie celular,

Los estudios publicados sobre la unidnde PDl a
peptidos indican interacciones tanto con el sitic ca-
talilico redox como por su region “chaperona’ entre
ellos, la interaccion de PDi con la cadena polipeptidi-
ca de 28 residuos, amincterminal de la nucleasa del
staphylococus, y tambien [a somalostatina {Klappa,
et al 1997, Quan et al., 1995, Xiaou R 2005). En es-
tos casos, la afinidad de union peplido-PDI aumenta
cuando se incrementa 1a longiiud del peptido, y para
peptidos de igual longitud, aquelios gue contienen
cisteinas se unen 4 a B veces mas fuertemente a PDI
(Morjana y Gilbert, 1991},

Los resultados obtenidos con los peptidos sip-
téticos de las proteinas VP4 vy VP7 son compatibles
con o reportado por Klappa et al, (1997 y Moriana
y Gilbert {1891} En nuestro caso, explica la menor
aftnidad mostrada por el P8 sin cisteing, en el ensayo
de inhibicion de la infeccidn rotaviral, en el cual para
alcanzar et 50% de inhibicién se necesitd hasta .90
mi de concentracion del péplido. En cambio, esta
misma inhibicion se alcanzo con 0.34 mM de concen-
tracion del péptido orginal con cisteina, PB de VP4
(Fig. 8B). lgual comportarniento fue encontrado con
las secuencias peptidicas de VP7, enlas que los pep-
tidos originales con cisteinas presentaron afinidades
rmayores alas obtenidas con los péptidos modificados
con serina. En este caso, para el péptido P2 1a afinidad

fue 4.5 veces mayor que para el péplido P3.

Segun estos resuliados de afinidad, relacionados
con las concentraciones inhibilorias al 50%, sugieren
que la secuencia de V7 243-264 presenta una mayor
afinidad ala célula con 0.18 mM, le sigue la secuencia
de VP4 200-219 con 0.34 mM. v luego la secuencha
de VP7 189-210 con 1.08 mM. Tados los péptidos
maodificados (cambio de Cys por Ser) presentaron
mayor valor de concentracion inhibitora al 50% &
compararias con el péptido original. Se han descrito
proteinas que no son miembros de la familia PDIgue
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muestran algiin grado de actividad disulfuro isome-
rasa, algunas de ellas son las integrinas, la proteina
espliceosomal humana vy |a fibronectina.

Las integrinas tienen 9 repeticiones CXXC en cada
subunidad | en los dominios ricos en cisteinas, la ac-
tvidad tioldisulfuro ha sido medida en experimentos
libres de células, en procesos de renaturacion de enzi-
mas como la Ribunucleasa A; ensayos de inhibicion de
ta aclividad se han oblenido al incubar eslas profeinas
con bacitracina {O'Neill el al., 2000; Reuter, K. 1999;
Langenbach et al., 1999, Weston et al., 2001).

En este trabajo no se puede descartar la proba-
bilidad de que el dominio 13, pueda tambien influir en
asie proceso redox en rolavirus ya que justamente, e
peplido rotaviral CPN (161-169) de VPT es el ligando
de esta integrina en rotavirus. Sin embargo, et cambio
de la Cys por Ser en este frabajo indicd gue no afecta
el porcentaje inhibitorio de la infeccién que ejerce el
peptide CPN. Se ha reportado que la proteina trans-
membranal TM-SU del virus de la leucemia murina
esta implicada en la actividad de fusion membrranal,
para cual exhibe aclividad de isomerasa que actiia
sobre sus propios enlaces tiol-disulfuro por poseer
es proteina viral en su secuencia el motivo catatitico
CXXC (Wallin et al,, 2004), motivo que esta ausente
en el caso de las proteinas rotavirales.

NG se ha determinado si el rotavirus uliiza todas
las moleculas candidatas a receptores, hasta ahora
publicadas, o solo alguna de elias, dependiendo
de ia linea celular y de 1a cepa de rotavirus. Proba-
blemente algunos rotavirus inicialmente utilizan las

g8

fracciones de acido sialico y otros glicoconjugadaos,
por et dominic galectina de ta proteina VP8 (Dormit-
rzer et al., 2002). Las interacciones secuenciales ¢on
las proteinas de la celula, probablemente dependen
de qué receptores tiene la célula. Quizé diferentes
cepas ulilizan una o varias proleinas dependiendo
de ia disponibilidad en cada célula. Quiza tambien
utilicen diferentes dominios de las proteinas virales,
para producir los cambios conformacionales que el
virus necesita, uniéndose en diferente momento con
la misma proteina celular. Asi, olras regiohes ex-
puestas por {as que continuaria fa inferaccion podria
involucrar la parte carboxi Terminal de VP8 analizada
en este trabaio, la region de 200 a 219, que podria
ser de interaccion con PO,

igualmente esta las inferacciones con diferentes
integrinas, entre éstas, la integrina o152 con el motivo
DGE de VP5 vy los diferentes dominios de VP7 con
las infegrinas o184, avi3, axp2 y Hsc70 (Graham et
al., 2003, 2005, Guerrero et al., 2000, 2002, Zarate
et at., 2003, 2004, Coulson et al., 1997, Lépez ef al.
2006}, Una de las interacciones de pos-adherencia
es la regitn carboxi-terminal de VPS5 con Hsc/70 en un
paso que es posterior a la temprana permeabilizacion
de la membrana celular; ademas de la que involucra a
VPG con Hsc70 (Pérez-Vargas et al., 2006; Gualtero
et al 2007). En fodos estos pasos PDI podria estar
involucrada, dado que el virus necesita la actividad
tiol-redox para tener los cambios conformacionales
indispensables para la unidn sucesiva con las pro-
telnas de la célula. durante su internalizacion celular,

FEIGURA 15, Mecanismo pro-
puesto para ta entrada de rota-
virus, con adicion de 1z partici
pacidn de la PDI en un evenlo
de post-union pero antes de b
internalizacién. Ilmagen modk
ficada vy adaptads de: Loper y
Arias, 2004, y olras fuenles a sa-
ber: Graham et al., 2003, 2005,
Superti et ak, 1991, sa, Petal,
1997; Rolsma, et al., 1998; Gue
etal, 1999; jolly el al 2000; Fiore
et al 1991; Fuentes et al 1995,
Bormitzer ef al., 2042, Guerrero
et al., 2000, 2002; Zarate et al,,
2003, 2004; Coulson et al,,
1997; Gualtereo el at, 2007,

;
o L T

DLP
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La ncorporacion de PDI al mecanismo propuesto de
entrada del rotavirus se describe en la figura 15,
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