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Resumen

Los rotavirus son la causa más común de gas-
troenteritis severa en niños menores de cinco
años, ocasionando episodios diarreicos agudos

responsables de 454.000 a 705.000 muertes anuales
a nivel mundial. Aunque la frecuencia de infección
con rotavirus es muy similar 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 vómito y fiebre, produciendo
deshidratación con shock, desbalance electrolítico, y
muerte si ésta no es tratada. En los paises desarrolla-
dos, la infección rotaviral es responsable del 30-50%
de las hospitalizaciones debidas a gastroenteritis en
menores de 5 años. Además, los rotavirus son una
causa importante en la gastroenteritis nosocomial.

En el ciclo de infección viral, la etapa de en-
trada del virus a la célula hospedera es un evento
candidato a ser interferido con el fin de evitar o
atenuar la infección viral. Tal propósito requiere del
conocimiento detallado del mecanismo molecular y
celular implicado. En este contexto, en un trabajo
original previo los autores aislaron cuatro proteinas

(Hsc70, integrina ~3, actina y miembros de la familia
POI) candidatas a jugar un papel como receptores
en el proceso de entrada del rotavirus a la célula. De
estas proteínas, la Hsc70 y la integrina ~3 han sido
descritas como receptores en el proceso infeccioso
en trabajos publicados por el autor principal y con-
firmadas otros investigadores en diferentes países.
Actina ha sido relacionada con el proceso replicativo
y salida del virión de la célula infectada, en reportes
de otros investigadores. La familia de las POI, hasta
el momento, no ha sido reportada en publicaciones
internacionales como componente del proceso de
entrada de los rotavirus a la célula. En el presente
trabajo, por primera vez se reporta la participación de
la proteína disulfuro isomerasa (POI) en el proceso
de entrada de los rotavirus.

Actualmente han sido descritas varias moléculas
receptoras implicadas en la unión inicial (adherencia)
de la particula rotaviral a la superficie de la célula yen
los eventos subsiguientes de pos-adherencia. Tales
moléculas receptoras incluyen las integrinas (rx1~1,
(xv~3, (xx~2, rx4~1, rx4~7) y la proteína de choque tér-
mico Hsc70 de la membrana celular. Aparentemente,
de acuerdo con la cepa rotaviral y la especie animal
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infectada, los virus presentan preferencias hacia una
u otra molécula receptora, sin perjuicio de la utiliza-
ción secuencial de más de una proteína receptora.

Como parte del mecanismo propuesto, las proteí-
nas estructurales de la partícula viral o diferentes par-
tes de éstas (dominios), interactúan secuencialmente
con las moléculas de la superficie celular. Nuestra
hipótesis presupone la ocurrencía de modificaciones
o rearreglos de la estructura tridimensional (denomi-
nados cambios conformacionales) de las proteínas
de la partícula viral. Para que estos cambios confor-
macionales se sucedan, es necesaria la presencia en
la superficie de la membrana celular de proteínas que
los realicen. Entre las proteínas candidatas a realizar
estos rearreglos tridimensionales se encuentran las
proteínas de la família disulfuro isomerasa (PDls),
las cuales presentan actividad isomerasa a través
de reacciones de óxido-reducción (redox) que inter-
convierten los grupos tiol/disulfuro (-SH/-S-S-) de las
císteínas que hacen parte de la secuencia de aminoá-
cidos de las proteínas, ocasionando de esta manera
cambíos conformacíonales alternatívos (ísómeros) en
las proteínas sobre las cuales actúan las PDls.

Esta actividad redox está documentada en el
retículo endoplásmico (RE), donde contribuye en el
proceso de ensamblaje de partículas virales y en el
plegamiento de sus proteínas junto con calnexina y
calreticulin. Con base en los anteriores antecedentes,
decidimos determinar la implicación de la actividad
de POI de la membrana citoplasmática de las líneas
celulares MA 104 Y Caco-2 en el evento de entrada
de los rotavírus a estas células. Planteamos como ob-
jetivo general determinar la interferencia del proceso
infeccioso del rotavirus cuando se inhibe la actividad
de las proteínas PDls. Como parte del cumplímiento
de los objetivos específicos se desarrollo una meto-
dología la cual incluyó:
1. Inhibición de la actividad redox presente en la

membrana celular con DTNB (5,5'-ditiobis2-ácido
nitrobenzóico) y bacitracina, reactivos que no son
permeables a esta membrana, asumiendo que
al inhibir esta actividad el virus no puede realizar
los cambios conformacionales necesarios para
las ínteraccíones subsecuentes con las dístintas
moléculas de la superficie celular, disminuyendo
así la infección viral.

2. Utilización de anticuerpos contra proteínas espe-
cíficas de la familia de las PDls, para determinar
cuál de ellas está implicada en la entrada de

los rotavirus a células MA 104. Se asumió que
al bloquear con anticuerpos las proteínas de la
superficie celular de esta familia, el rotavirus no
puede interactuar con éstas, hecho que conlleva
a la disminución de la infección viral.

3. Una vez establecido que los anticuerpos que
inhiben la infección viral son los dirigidos contra
la proteina disulfuro isomerasa (POI), la ubica-
cíón en la superficie celular de esta proteína se
confirmó aún más utilizando técnicas de inmu-
nofluorescencia indirecta, citometría de flujo y
marcaje con biotina (biotinilación) de proteínas
de la superficie celular con un reactivo (Sulfo
NHS-SS-Biotin) impermeable a la membrana
celular, seguido de la separación de estas pro-
teínas biotiniladas por su afinidad con la proteína
avidina y análisis de esas proteínas mediante
la técnica de "Western blotting" (separación de
proteínas por electroforesís en gel y transferencia
de éstas a una membrana de nitrocelulosa, para
su detección con anticuerpos específicos)

4. Teniendo en cuenta que la proteína Hsc70 y la
integrína lB están presentes en la membrana
citoplasmática, en microdominios lipídicos de-
nominados "rafts" (o también balsas lipidicas),
se determinó si POI de la membrana celular
también está presente en dichos microdominios
lipídicos y, si en caso de estarlo, si su interacción
es directa o indirecta con las anteriores proteí-
nas. Para esto, el componente lipídico de los
"rafts" fue removido y las proteínas remanentes
se examinaron mediante "Western blofting".

5. Determínación de la interacción entre POI y el
virión en ensayos in vitro e in vivo mediante ELlSA
y "Western blotting" analizando la formación de
complejos protéicos entre estas dos entidades.
También se examinó si al adicionar el virus a
las células y extraer los microdominios lipídicos
"rafts", en éstos se localizaría la POI en interaccíón
con las proteínas estructurales del rotavirus.

6. Se utilizaron péptidos sintéticos correspondíentes
a regiones de proteínas estructurales de rotavirus,
que incluyen cisteínas (aminoácido sustrato de
POI a través el grupo -SH) en su secuencia, con el
propósito de identificar los dominios de las proteí-
nas virales que son sustrato de la POI, realizando
ensayos de infección de la célula en presencia y
ausencia de los péptidos; se determinó además
la interacción entre la POI y los péptidos.
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El aminoacido cisteína, a través del grupo tiol
(-SH), puede generar mediante oxidación puentes
disulfuro (-S-S-), lo cual produce cambios conforma-
cionales en la estructura tridimensional de la proteína
así oxidada. Igualmente, la reducción de los puentes
de disulfuro para regenerar los grupos tiol, también
ocasiona cambios conformacionales en la proteína
reducida. Aunque la POI interactúa con las proteínas
de dos formas: (i) a través de la actividad redox (inter-
cambio tiol/disulfuro) sobre las cisteínas, o (ii) a través
del actividad de "chaperona" (acompañamiento en la
solubilización y transporte de proteínas independien-
temente del intercambio tiol/disulfuro), se enfatizó
en el análisis de la actividad redox. Para esto, se
utilizaron los péptidos sintéticos (con sus respectivos
controles) en ensayos tanto in vitro como in vivo. Los
controles incluyeron péptidos sintéticos con la misma
secuencia de aminoácidos pero con las cisteínas
cambiada$ por serinas, los mismos aminoácidos en
secuencias aleatorias o péptidos con secuencias no
relacionados con las proteínas de rotavirus pero que
contuvieran cisteínas.

Con el objeto de determinar si el dominio de la es-
tructura tridimensional de la proteína que contiene la
secuencia peptídica sintéticél se encuentra expuesta
en la partícula viral (virión), se generaron en conejos
anticuerpos contra algunos de los péptidos sintéticos
para determinar si dichos anticuerpos reconocían las
proteínas del vírión y si eran capaces de bloquear la
infección viral.

Los resultados del presente trabajo sugieren lo
siguiente:
1. En este trabajo se reporta por primera vez que

la POI se localiza en la superficie de la mem-
brana celular de las células MA 104 Y Caco-2,
permisivas a la infección por rotavirus, en una
concentración muy inferior a la encontrada en el
interior de la célula.

2. La infección con las cepas de rotavirus RRV o
Wa disminuyó cuando las líneas celulares utili-
zadas se incubaron previa o simultáneamente
con las partículas virales infecciosas y con los
inhibidores de la actividad redox de la superficie
de la membrana celular, tales como bacitracina
y OTNB en concentraciones que no son tóxicas
para la célula Estos reactivos no impidieron la
unión (adherencia) del virus a la célula y no inhi-
bieron la replicación viral cuando se adicionaron
después que el virus ingresó a la célula Esto

sugíere que la actividad redox es importante para
el ingreso del vírus a la célula, probablemente
induciendo en las proteínas del vírión cambíos
conformacionales necesarios para exponer domi-
nios de las proteinas necesarios para interactuar
con otras proteínas receptoras de la membrana
celular.

3. La infección del rotavírus se inhibe al preincubar
las células con anticuerpos específicos anti-POI.
Los anticuerpos dirigidos contra otras proteínas
de la familia de las .POls no mostraron efecto
ínhibitorío sobre la infección viral. La inhibición
de la infección con anticuerpos anti-POI fue
mayor que la realizada por los reactivos que in-
hiben la actividad redox, probablemente porque
también están interfiriendo la actividad de "cha-
perona", en el caso que esta actividad también
estuviera implicada en la entrada del rotavirus.
Los anticuerpos anti-POI no impidieron la unión
(adherencia) del virus a la célula. Esto sugiere
que al bloquear la POI con anticuerpos, su inte-
racción con el vírión se ve abolida, interfiriendo
de esta manera los cambios conformacionales
de las proteínas virales requeridos para las
interacciones subsecuentes conducentes a la
internalización del virus.

4. La POI se une a los viriones purificados (TLPs,
partículas con triple cubierta protéica) de las
cepas rotavirales RRV o Wa, de acuerdo con los
resultados obtenidos en un sistema in vitro libre
de células, en el cual la POI soluble fue analizada
mediante ELlSA y "Western blottíng". La unión
de POI y el virión disminuye en presencia OTNB,
reactivo que interfiere la actividad redox de la
POI. Los resultados sugíeren que POI interaccio-
na con las partículas rotavirales, probablemente
a través de los grupos tiol/disulfuro asociados a
las cisteínas, sin descartar la posible interaccíón
mediada por la función "chaperona" de POI.

5. La entrada del virus a la célula se bloqueó al incu-
barlas con péptidos sintéticos correspondientes a
regiones de proteínas virales que contienen cistei-
nas, como también con los anticuerpos generados
contra dichos péptidos. La unión de los péptidos
sintéticos a la POI fue dismínuida notoriamente, asi
como la inhibición de la infección de las células,
como consecuencia del cambio de las cisteínas
por serina en la secuencía de los péptídos. Sin
embargo, al cambiar las cisteinas por serinas el
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efecto inhibitorio de los péptidos no desapareció
totalmente. En su conjunto, estos experimentos
sugieren que los dominios de las proteínas virales
que contienen las secuencias peptídicas ensaya-
das son posibles sustratos de la POI.

6. La POI aquí descrita se encuentra presente so-
bre la membrana de las células hacíendo parte
de los microdomíníos lipídicos "rafts", formando
complejos proteicos con la proteína Hsc70 y la
integrina av~3. Esto sugiere que en estas líneas
celulares la POI está relacionada, mediante
interacciones proteina-proteina, con la Hsc70 y
la integrina av~3 y que este complejo proteico
participa en la entrada del rotavirus a la célula.

En resumen, los resultados aqui presentados per-
miten fortalecer el mecanísmo propuesto consistente
en que el rotavirus interacciona con varias proteínas de
la membrana celular, de las cuales, la integrina av~3, la
Hsc70 y la POI forman un complejo proteico. Durante
su entrada el rotavirus estaría utilizando diferentes
proteínas virales o diferentes dominios de ellas, en un
evento secuencial de múltiples interacciones con las
dístintas moléculas receptoras de la membrana celular.
Para que se produzcan los cambios conformacíonales
requeridos por las proteinas virales, la actividad de la
POI en membrana debe íntervenir, dado que al blo-
quear esta actividad con anticuerpos o con diferentes
reactívos, se dísminuye la infección viral.

Este trabajo reporta por primera vez a nivel inter-
nacional, que la POI está implicada en el proceso de
entrada de los rotavirus a la célula al menos a través
de su actividad redox. Este hallazgo es de gran impor-
tancia puesto que nos ha permitido íniciar la búsqueda
de herramientas terapéuticas ya existentes o en ex-
perimentación, que interfíeran la actividad enzimática
disulfuro-isomerasa yen consecuencia coadyuven en
la lucha contra la infección por rotavirus.

Preliminarmente se han analizado diferentes
moléculas con la propiedad de interferir el intercambio
tiol-disulfuro que podrian ser de mucha utilidad para
casos en los que las vacunas, recientemente libe-
radas al mercado y aun en estudio, presenten poca
eficiencia o no sean de fácil acceso, como sucede
en áreas socio-económicamente deprimidas en los
países en desarrollo. Igualmente, estos métodos
profilácticos podrian ser utilizados en los animales de
interés zootécnico, para los cuales en la actualidad
no se han desarrollado vacunas.

Introducción

El rotavirus ha sido reconocido como el principal
agente causal de gastroenteritis severa en niños. La
Organización Mundial de la Salud (OMS), reporta
entre 454.000 y 705000 muertes de niños debido a
la infección producida por rotavirus. El 82% de estas
muertes ocurre en los países en vías de desarrollo,
primordialmente en África y Asia, mientras que en los
países desarrollados es una importante carga asis-
tencial, con un costo socio-económico alto pero con
una baja mortalidad. (Parashar et al., 2006). También
afecta especies animales de importancia económica
(bovinos, porcinos, aves) (Yaeger y Anderson, 2003)
y hay reportes que indican transmisión de rotavirus
de animales a humanos (Matthijnssens, et al., 2006;
Martella et al., 2006). Después de la primera vacuna
tetravalente recombinante de rotavirus, la RotaS-
hield, retirada del mercado por asociarse a casos
de intususcepción, dos nuevas vacunas, Rotarix y
RotaTeq han mostrado seguridad y eficiencia para
proteger de la gastroenteritis rotaviral, con reportes
que oscilan entre el 74% Y 100% (Angel et al., 2007;
Oennehy, 2007)

El rotavirus, perteneciente a la familia Reoviri-
dae, es un virus icosahédrico que carece de envol-
tura bilidipídica, cuyo genoma está compuesto de
11 segmentos de RNA de doble cadena protegido
por tres capas protéicas concéntricas, que incluyen
6 proteínas estructurales (VP). La capa interna la
conforma la proteína VP2 formando la nucleocáp-
side que envuelve el genoma viral y a las proteínas
VP1 (RNA polimerasa dependiente de RNA) y VP3
(guanilil-transferasa y metilasa). La capa intermedia
la forma la proteína VP6 conformando partículas de
doble capa o OLPs, transcripcionalmente activas pero
no infecciosas; la capa externa está compuesta por
dos proteínas, VP7 y VP4, que estructuran la partícula
infecciosa de triple capa protéica o TLPs. Trímeros de

'VP7 conforman una superficie lisa mientras que VP4
se extiende hacia afuera con estructuras diméricas
en forma de espículas (Estes, 1996 y 2001) Ambas
proteínas se han reportado como las principalmente
involucradas en las interacciones del virus con la
célula hospedera (López y Arias, 2004).

Los rotavirus infectan principalmente enterocitos
maduros en las vellosidades del intestino delgado,
con propagación de la infección fuera del intestino
hacia los nódulos linfáticos mesentéricos y tejidos

232 Revista MEDICINA - Vol. 30 No 4 (83) - Diciembre 2008



periféricos (Mossel y Ramig, 2003; Fenaux et al.,
2006, Blutt et al., 2007); in vitro, infectan a diferen-
tes lineas celulares, en especial células epiteliales
de origen renal, intestinal y hepático, entre ellas las
Vero y MA 104 de riñón de mono verde africano, y las
Caco-2 de cáncer de colon humano (Londrigan et al.,
2000, Ciarlet et al., 2002a). Estas líneas han sido los
principales modelos celulares en la elucidación de los
mecanismos de entrada, replicación e infección de
rotavirus; sin embargo muchos de los eventos mole-
culares de entrada, ensamblaje y salida del rotavirus
aún son objeto de investigación.

La unión (adherencia) de algunos rotavirus a
la célula hospedera es dependiente de la presencia
de ácido siálico (AS) en la superficie celular. Tam-
bién están implicadas como receptores rotavirales
varias integrinas (<1.1 ¡32, <1.V 133, <1.X 132, <1.4131,<1.4137)
Y la proteina Hsc70, especialmente en el proceso
de post-adherencia (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).
Varias de estas moléculas receptoras y las proteínas
rotavirales VP4, VP6 y VP7 han sido asociadas con
los microdominios lípidicos "rafts" durante los eventos
iniciales de la entrada del rotavirus a la célula (Isa et
al., 2004). Sin embargo, el mecanismo mediante el
cual las integrinas y la proteína Hsc70 participan en
la internalización del virus hacia el citoplasma celular
todavía no está definido.

Al parecer, la infección es un evento de múltiples
pasos e interacciones secuenciales que sugiere
cambios conformacionales (modificaciones de la
estructura tridimensional) en las proteínas del virión,
los cuales permiten exponer diferentes dominios
(regiones de la proteína) para proseguir con la unión
y penetración a la célula (Méndez et al., 1999; López
et al., 2004; Halasz et al., 2005; López et al., 2006,
Gualtero et al. 2007).

La enzima tripsina induce uno de los primeros
cambios estructurales descritos sobre la proteina
VP4, mediante el corte de la secuencia de ami-
noácidos en la región 241-247 con producción de
las proteínas VP8 y VP5, lo cual se refleja en un
aumento de la infectividad del rotavirus (Estes et al.,
1981; López et al., 1985; Arias et al., 1996). Se ha
propuesto que la acción de la tripsina podria estar
afectando la conformación de VP7. que conlleva a la
permeabilización de la membrana independientemen-

te de VP4 (Charpilienne et al., 1997). La estructura
de la partícula viral también es dependíente de la
concentración de calcio y la configuración trimérica de
la proteína VP7 se estabiliza con este íón, al parecer
mediando cambios conformacionales que estarían
contribuyendo en parte a los cambios que sufre VP7
en el proceso de internalización. Esto explicaría el
aumento de la infectividad viral con el incremento en
la concentración de calcio (Shah Rabadi et al., 1987;
Fajardo et al., 1997; Pando et al., 2002).

Se ha sugerido que.durante la infección la inte-
racción del virus con la proteína Hsc70 de la superficie
celular implica reconocimiento de dominios que están
localizados en regiones protéicas no expuestas en el
virión, como la porcíón carboxi-terminal de la proteína
VP5. Esta interacción también podría incluir la región
280-297 de la proteína VP6 (Pérez-Vargas, J. 2006;
Gualtero et al. 2007).

Un posible mecanismo para la exposición de
estos dominios podría requerir de una actividad
enzimática celular que le permita a las proteínas del
virus ser objeto de reacciones de intercambio tiol
(-SH)/disulfuro (-S-S-), en las cisteínas presentes en
las proteínas de la cubierta del virus. Las proteínas
con actividad disulfuro isomerasa (POls) asociadas
a la membrana celular son las moléculas candidatas
a realizar este proceso. El objetivo de este trabajo
fue elucidar si las proteinas con activídad dísulfuro
isomerasa de la superficie celular están relacionadas
con el proceso de entrada de los rotavirus RRV y Wa
a las células Ma1 04 y Caco-2.

Las POls constituyen una familia de enzimas
estructuralmente relacionadas que catalizan la forma-
ción, reducción e isomerización de puentes disulfuro,
principalmente de las nuevas proteínas sintetizadas
en el lumen del retículo endoplasmático. Las POls
actúan como "chaperonas" y por ello hacen parte
del sistema de vigilancia del correcto plegamiento de
las proteínas (Xiao et al., 2005). Un miembro de esta
familia es la POI (EC 5.3.4.2), una oxido-reductasa
cuya función redox involucra la secuencia aminoaci-
dica distintiva (motivo) Cys-Gly-His-Cys (CXXC), que
constituye el sitio activo de la enzima localizado en
los dominios a y a' de esta proteína (Freedman et
al., 1989).

La POI también está presente en la superficie
celular, aunque carece del sitio clásico de unión a
membrana, y se encuentra en concentraciones muy
inferiores a las determinadas en el retículo endo-
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plásmico (Ryser et al., 1997). La PDI de la membra-
na celular se ha involucrado en el mantenimiento
del estatus reductivo de la membrana plasmática,
también en procesos que incluyen adhesión celular,
maduración de las plaquetas, transporte de oxido
nítrico, modulación de la actívidad de la trombospon-
dina e interacción con el ectodominio del receptor de
la tírotropina humana (Pariser et al., 2000; Bennett
et al., 2000; Essex et al., 1995; 2000; Essex et al.,
2001; Ramachandran et al., 2001; Huang et al., 1997;
Couet et al., 1996).

PDI actúa en la reducción de uno de los puentes
disulfuro de la toxina de la difteria requerido en la
entrada a las células; se sugiere que PDI cata Iiza
la remodelación de la proteína gp120 del virus de la
inmunodeficíencia humana-1 (HIV-1) en el proceso
de entrada y por ello se ha postulado la PDI como un
blanco potencial en terapías anti-HIV (Mandel et al.,
1993; Barbouche et al., 2005, Ryser et al., Fluckiger
et al., 2005).

Dentro de la investigación de la búsqueda de
receptores celulares para rotavirus, el análisis de las
proteínas obtenídas a partir de un extracto derivado
del tratamiento de las células MA 104 con el detergen-
te no iónico octil-~-glucósido en condiciones en que
no ocurre lisis celular, permitió aislar proteinas con
habilidad de bloquear eficientemente la infección por
rotavirus (Guerrero, 2000b). En este estudio, el Dr.
CA Guerrero (2000b) determinó que la proteina de
73KDa compartía en 100% identidad con la proteína
Hsc70, caracterizándola como receptor de post-adhe-
rencia para rotavirus; mientras que la proteína de 57
KDa fue relacionada con dos miembros de la familia
de las PDls (Guerrero et al., 2000; 2002c).

Los resultados del presente trabajo dan eviden-
cia de la inhibición de la infección rotaviral cuando
se bloqueó la actividad redox de la proteina disulfuro
isomerasa (PDI) asociada a la membrana celular con
reactívos como el DTNB y la bacitracina o con anti-
cuerpos especificos contra la PDI. De igual forma, se
analizaron péptidos rotavirales que estarían actuando
como posibles sustratos de la enzima, inhibiendo por
competencia la infección de las células MA 104 con la
cepa rotaviral RRV. Además, se demostró que la PDI
asociada a la membrana celular de células permisivas
a la infección por rotavirus forma complejos proteicos
con este virus.
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Materiales y Métodos

Líneas celulares y cepas de rotavirus

La infección rotaviral se analizó en las lineas
celulares MA 104 Y Caco-2. Las cepas rotavirales
analizadas fueron: Wa (origen humano), RRV (ori-
gen simiano) y Ym (origen porcino) procedentes del
laboratorio del Doctor Carlos Arias, de la Universidad
Autónoma de México. El rotavirus fue propagado en
células MA 104, previo tratamiento del virus con 10
¡Jg/ml de tripsina a 37" C por 30 minutos y con adición
de 10 mM de CaCI2, justo antes de ser inoculado a las
células MA 104 (Pando v., 2002). Ellisado celular se
congeló y se descongeló con el fin de liberar el virus
intracelular y el adherido a la membrana. El lisado
celular infectado fue titulado y almacenado a -70cC
en alícuotas hasta su uso.

Purificación y modificación de partículas
virales

Las particulas virales (TLPs) se purificaron me-
diante extracción con Freón, centrifugación diferencial
seguida de separación en gradientes discontinuos de
sacarosa y CsCI en buffer TNC (Tris 10 mM, NaCI
150 mM, MgCI2 1 mM, CaCI2 10 mM, pH 7.5) (Pa-
vel, 1.,2004), colectando las bandas que contenian
las TLPs y DLPs. Alternativamente, una alícuota de
la preparación viral antes de ser colocada en los
gradientes discontinuos de sacarosa y Csel, se trató
con 55 mM de iodoacetamida en buffer TNC, con el
fin de alquilar cualquier cisteína libre y accesible en
la partícula viral (Cuadras et al., 1998).

Titulación viral e inmunocitoquimica

El lisado de células infectadas con las cepas
de rotavirus y las TLPs se titularon para establecer
la dilución viral que permitiera obtener alrededor de
100 unidéldes formadoras de foco (UFF) (relación de
unidades infecciosas por célula) a lo largo del cam-
po de observación con el microscopio invertido en
un aumento 20X; con esa dilución se realizaron los
ensayos de infectividad. Células MA 104 confluentes
se infectaron con diluciones seriadas del lisado viral
previamente tratado con tripsina Después de una
hora de adsorción del virus, las células fueron incu-
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badas con MEM (Medio Minimo Esencial de Eagle)
por 12 h a 3rC. Las células fueron pre-enfriadas y
fijadas en metanol por 45 min a 4oC. Para el ensayo
inmunocitoquímico se adicionó un suero policlonal
contra rotavirus preparado en conejo (producido en
nuestro laboratorio), se incubó por 1 h a 3rC, se-
guido de tres lavados con PBS (buffer fostafo salino:
Cloruro de Potasio 2.7 mM, Fosfato de Potasio 1.8
mM, Cloruro de Sodio 137 mM, Fosfato de Sodio 10
mM). Como anticuerpo secundario se utilizó anti-co-
nejo conjugado con peroxidasa (Santa Cruz Biotech-
nology). La placa se reveló con aminoetilcarbazol
0.25 mg/ml en 50 mM de buffer de acetato de sodio
pH 5.2 Y peroxido de hidrógeno al 0.04%.

Estudio de inhibidores de la actividad
disulfuro isomerasa en ensayos de
infección con rotavirus

La función de la PDI fue inhibida por los reactivos
químicos DTNB y bacitracina (Sigma St Louis, MO,
U.S.A), a los cuales es impermeable la membrana
celular. Previamente se determinaron las dosis no
tóxicas de estos reactivos durante todo el proceso
de infección celular mediante los métodos de azul
de Tripan y MTT [3-(4,5 dimetiltiazol-2-il)-2-5-difenil-
tetrazolium]. Para determinar el efecto de los inhibi-
dores sobre la infección viral, monocapas celulares
distribuidas en placas de 96 pozos, se incubaron con
diferentes concentraciones de los inhibidores por 30
minutos a 3rC, se adicionó el virus y se continuó con
el proceso de infección e inmunocitoquimica. Cada
experimento se realizó por duplicado, repitiéndose
tres veces. El 100% de infección corresponde a cé-
lulas infectadas en ausencia de inhibidor. La etapa
del evento infeccioso afectada por los inhibidores
DTNB y bacitracina se determinó modificando los
tiempos y temperaturas de incubación de la siguiente
manera: (a) adicionando los inhibidores a las células e
incubando por 30 min y luego retirándolos con lavado
antes del desafío con el virus, (b) dejando los inhibi-
dores permanentemente durante todo el experimento,
(c) adicionándolos simultáneamente con el virus, y
(d) adicionándolos una hora después del inicio de
la etapa de post-entrada. Para determinar el efecto
de los inhibidores sobre el virus, éste se incubó con
30mM de DTNB por 30 minutos a 37°C, seguido de
dilución de la mezcla virus-DTNB hasta obtener una
concentración 1.5 mM de DTNB y un MOl de 0.5. Esta

mezcla diluida se incubó con las células a 3rC por 12
h como se describió anteriormente. Para los ensayos
de unión virus-célula, las células se preincubaron con
los inhibidores a 37°C; luego este complejo se enfrió
sobre hielo por 5 minutos y se adicionó el virus pre-
enfriado; el complejo virus-célula se incubó a 4°C por
1 h. Las células se lavaron con MEM preenfriado, se
lisaron y el virus unido fue medido mediante ELlSA
de captura.

Para determinar el efecto especifico de la acti-
vidad de PDI sobre la in~ección rotaviral, las células
se preincubaron durante 30 minutos a 3rC, con
los anticuerpos anti-PDI (Mouse IgG1 monoclonal
- Stressgen), anti-PDI (Goat polyclonal IgG), anti-
ERp57 (Goat polyclonal IgG), anti-Calregulin (rabbit
polyclonal IgG) anti-calnexin (rabbit polyclonal IgG),
todos ellos obtenidos de Santa Cruz. Como control, se
utilizaron células incubadas con un anticuerpo irrele-
vante (isotipo). Las células fueron retadas con el virus
y se continuó con el proceso de infección durante 12
horas, como se describió anteriormente.

Localización de POI sobre la membrana
celular

Para detectar la presencia de la PDI en la mem-
brana citoplasmática mediante inmunofluorescencia,
las células se sembraron en laminillas hasta con-
fluencia de 80%, se fijaron con paraformaldehído al
4%, se incubaron con el monoclonal anti-PDI IGg1
monoclonal (Stressgen) a 4 ¡Jg/ml y con el anticuerpo
secundario anti-ratón-FITC (Santa Cruz Biotechno-
logy). Se detectó la fluorescencia en un microscopio
VanGuard 1486 FL, comparando la intensidad de las
células tratadas con aquellas del control. Estos resul-
tados se corroboraron mediante el uso de citometría
de flujo en un FACSCalibur (BD Biosciences). Para
esto, 5 x 105 células se trataron con PBS 1X - EDTA
2 mM para obtenerlas en suspensíón y fueron man-
tenidas a 4°C; se incubaron con 4 ¡Jg/ml de anti-PDI
monoclonal (Stressgen) diluido en MEM-BSA al 1%.
Como anticuerpo secundario se utilízó anti-ratón-FITC
disuelto en PBS-BSA al 1%. Otra fracción celular se
trató con 7-AAD (7 amino-actinomicina D) (Pharmin-
gen) como control de viabilidad.

Para confirmar la presencia de PDI asociada a
la membrana, se realizó el marcaje con biotína de
las proteínas asociadas a la superficie externa de la
membrana celular, con el reactivo reversible Sulfo
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NHS-SS-Biotin (Pierce) siguiendo las indicaciones
del fabricante. Brevemente, las monocapas celulares
dispuestas en placas de seis pozos, se lavaron con
PBS frio para retirar todas aquellas moléculas con
grupos ami no libres. Se adicionó una solución 5mM
de Sulfo NHS-SS-Biotin, se incubó por 30 minutos,
se agotó el reactivo en exceso con tris-HCI 20 mM,
se realizó la lisis celular y se aislaron las proteínas
biotiniladas con agarosa-avidina.

Las proteínas inmovilizadas por la agarosa-avi-
dina, y aquellas presentes en el sobrenadante, se
separaron mediante electroforesis desnaturalizante
bajo condiciones reductoras y no reductoras, con el
objeto de detectar la biotina incorporada a las proteínas
en ausencia del agente reductor 2-mercaptoetanol (2-
ME). Las proteínas separadas electroforeticamente a
una membrana de PVDF y el "Western blof' se analizó
con avidina-HRP (peroxidasa de rábano) y anticuerpos
anti-PDI. Otra fracción de este lisado celular biotinilado
fue analizado por ELlSAde captura utilizando alterna-
tivamente anticuerpos anti-PDI generados en conejo o
proteina avidina para capturar la proteína biotinilada, la
detección del complejo capturado se realizó con avidi-
na-HRP, y anticuerpos anti-PDI, respectivamente.

Localización de POI en los microdominios
lipídicos "rafts"

Las células MA 104 (1 x 107) se trataron con
buffer de lisis (50mM de Tris-HCI 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 (fenilmetil
sulfonilfluoruro) (Sigma) y 1mM de EDTA a 4°C. El
lisado se sometió a centrifugación en un gradiente
lineal de sacarosa (5-40%) a 4°C. Como control se
utilizó una preparación derivada de células trata-
das con 10 mM de metil ~-ciclodextrina (Sigma, St
Louis, MO, U.S.A) por 1 hora a 3rC, con el objeto
de secuestrar el colesterol para desestabilizar los
microdominios "rafts" (Isa e1'al., 2004). Después de
la centrifugación se tomaron fracciones sucesivas de
500 !JI iniciando desde la parte superior del tubo y
terminando en el fondo; cada fracción fue tratada con
0.2% de octil glucósido, 1% de Tritón X-1 00, y 10 mM
de metil- ~-ciclodextrina durante 30 min a 3rC para
deshacer los "rafts" y permitir evaluar la interacción
proteina-proteína. Estas fracciones fueron analizadas
por "SDS-PAGE-Western Blotting", co-inmunopreci-
pitación y ELlSA de captura.
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La co-inmunoprecipitación se realizó adicio-
nando a las diferentes fracciones procedentes del
gradiente de sacarosa, anticuerpos policlonales anti-
POI, incubándolos por 1 hora a 3rC. El complejo
antigeno-anticuerpo fue inmunoprecipitado con pro-
teína A-sepharosa (Biorad). El inmunoprecipitado se
analizó por "SDS-PAGE-Western blotting", incubando
la membrana con anticuerpos anti-integrina ~3 yanti-
Hsc70. Para el ELlSA se utilizó como anticuerpo de
captura anti-PDI generado en conejo; cada fracción
del gradiente de sacarosa tratada con los detergentes
como se indicó antes, se adicionó a las placas de ELI-
SAy se realizó la detección de los complejos protéicos
con los anticuerpos anti-ERp57, anti-IB yanti-Hsc70,
todos ellos generados en cabra. Las reacciones de
los anticuerpos fueron reveladas mediante el sistema
de conjugado- peroxidasa-OPD.

Modificación de los grupos tiol sobre
la superficie celular

La marcación de los grupos tiol de las proteí-
nas virales y de la superficie celular se realizó con
Biotinyl-3-maleimidopropionamidyl-3-6-dioxaoctane-
diamine (EZ-link Maleimide PE02-Biotin de Pierce).
A las monocapas de células MA 104 preincubadas
en presencia y ausencia de DTNB se les adicionó
simultáneamente rotavirus purificado (TLPs de RRV)
y 0.6 mM del reactivo EZ-link Maleimide PE02-Biotin.
El reactivo de biotina no reaccionante se trató con
GSH (glutation reducido) (Markovic et al., 2003).
Alternativamente, el reactivo de biotina se adicionó
a las TLPs, o también a monocapas celulares sin
virus. Las células se lavaron y se lisaron con buffer
de lisis (PBS pH 7.5, 0.1 % SOS, 1.5% Triton X-1 00)
en presencia de PMSF. Una fracción de este lisado
se analizó por ELlSA, capturando con anti-rotavirus,
o anti-PDI y reconociendo las proteinas capturadas
con anti-PDI o anti-rotavirus respectivamente; la placa
'fue revelada con el sistema HRP-OPD. Para detectar
la incorporación de la biotina, otra fracción de las
proteínas capturadas con anti-rotavirus o anti-PDI
fueron analizadas con avidina-HRP (Pierce).

Péptidos sintéticos y anticuerpos
anti-péptidos

Con base en un análisis de las secuencias de las
proteínas rotavirales VP7 y VP4, las cuales contienen
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cisteínas, se seleccionaron péptidos con tamaños
entre 19 y 22 residuos aminoacidicos, que fueron
sintetizados en fase sólida por la estrategia F-moc.
Los péptidos se caracterizaron por espectrometria de
masas Maldi-Tofy cromatografía HPLC. Se incluyeron
secuencias control en las que se cambió la cisteína
por serina, así como también el péptido con la secuen-
cia de aminoácidos en desorden y secuencias no rela-
cionadas con rotavirus que contienen o no contienen
cisteínas (Tabla 1). A los péptidos se les analizó su
posible efecto tóxico sobre las células realizando un
ensayo de viabilidad mediante azul de Tripán y MTT.
Los péptidos, designados aquí como P2, P6, P8 Y P17
(Tabla 1), fueron inoculados en conejos Nueva Ze-
landa con el esquema de inoculación O,20 Y 40 dias,
a una concentración de 1 mg/ml, emulsificados en
adyuvante completo de Freund (primera dosis) y con
adyuvante incompleto de Freund (segunda y tercera
dosis). Seseparó una alícuota de suero preinmune
de cada conejo, al igual que el suero total después
de la tercera dosis Se determinó la especificidad
estos sueros hacia los péptidos y hacia las particulas
virales mediante ELlSA. Tanto los péptidos como los
anticuerpos se analizaron en ensayos de infectividad
y de unión como se describió anteriormente.

Interacción PDI-TLPs y PDI-péptidos

PDI soluble (3IJg) purificada de hígado de bovino
(Sigma) se adicionó a TLPs de RRV (1 IJg), se íncubó
a temperatura ambiente por 30 minutos; la muestra se
centrifugó a través de un colchón de sacarosa a140%
en PBS con 0.01 % de BSA, por 50 minutos a 133.000
x g, con el objeto de precipitar el virus. El precipitado
se reconstítuyó en PBS y la composición de proteínas
fue determinada por "Western blotting", utilízando
anticuerpos antí-PDI y ar;¡ti-rotavirus. La interacción
de las proteínas también se analizó mediante ELlSA
de captura utilizando alternativamente anti-PDI-ratón
o anti-rotavirus-cabra como anticuerpos de captura y
detectando las proteínas del complejo con anti-rotavi-
rus o anti-PDI, respectivamente. El revelado se realizó
con anti-conejo- HRP y el sistema OPD-peroxidasa
(Pierce). Igualmente se realizó un ensayo de interac-
ción PDI-péptidos, en una relación molar 1:4 en pre-
sencia y ausencia de DTNB, incluyendo un ensayo de
competencia añadiendo diferentes concentraciones
de péptido a la PDI soluble; después de 30 minutos
de interacción, se adicionó el virus (1 IJg de TLPs de
RRV) y se incubó por otros 30 minutos; el complejo
proteico se analizó mediante ELlSA de captura.

TABLA 1. Secuencias de aminoácidos de péptidos rotavirales, modificados y no rotavirales

.-

# PROTEíNA POSICiÓN SECUENCIA

1 VP7 243-264 TCTIRNCKKLGPRENVAVIQV
2 VP7* 243-264 TCTI RNCKKLAPLENVAVIQV
3 VP7* SerxCys de P2 TSTIRNSKKLAPLENVAVIQV
4 VP7 192-210 TVKVOPLNTQTLGIGCQTT
5 SerxCys de P4 TVKVOPLNTQTLGIGCQTT
6 VP7 189-210 SSCTVKVOPLNTQTLGIGCQTT
7 SerxCys de P6 SSSTVKVOPLNTQTLGIGSQTT
8 VP4 RRV 200-219 TAFODFYII PREEESTCTEY
9 SerxCys de P8 TAFSDFYIIPREEESTSTEY

10 2Cys, azar P* No relacionada FATIDESCTETFRCYPEEYI
11 VP4wa 213-232 QESKCNEYINNGLPPIQNTR
12 VP& Unión [13 161-169 (CNP) EWLCNPMDI
13 SerxCys de P12 EWLSNPMDI
14 1Cys No relacionada TEKRVTNSKKAVPICLRVIGN
15 3Cys No relacionada NRRKSCQACRLRKCY
16 4Cys No relacionada YCAVCNDYASGYHYGVWSCEGCKAFFKRSIQGHND
17 OCys No relacionada RSIVDIPTALLALVTVALLLK
18 OCys SerxCys de P10 FATIDESSTETFRSYPEEYI
19 OCys, azar P3 No relacionada INKVLPRTAVSKTQLlSNEVA

- ----

* Secuencia modificada, con cambios en el motivo GRP por APl.
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Interacción TLPs-PDIde la membrana
celular

Para examinar la posible interacción PDI de la
membrana celular con las proteínas del rotavirus,
células MA 104 Y Caco-2 previamente marcadas con
5mM sulfo-NHS-SS-biotin, se incubaron con rotavirus
RRV durante 30 minutos a 4°C y 15 minutos a 20°C.
Después de este tiempo se adicionó 40mM de N-
etilmaleimido (NEM) por 30 minutos a temperatura
ambiente para alquilar cualquier grupo tiol reactivo al
interior de la célula. Las células se lavaron y lisaron en
presencia Triton X1 OO. El producto de lisis se analizó
mediante ELlSAde captura, utilizando anti-PDI yanti-
rotavirus alternativamente para capturar y detectar los
antígenos. La posible interacción PDI superficial- TLPs
se analizó 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 evaluó el efecto de agentes bloqueadores
de las reacciones de intercambio tiol(-SH)/disulfuro
(S-S-) sobre la membrana de células MA 104 durante
el proceso infeccioso del rotavirus. Este efecto fue
medido usando dos reactivos que no son interna-
lizados por la célula, el DTNB y la bacitracina. La
infección del rotavirus se midió mediante inmuno-
citoquimica, como unidades formadoras de foco
(UFF). La infección disminuyó hasta un 70 y 75%
cuando se adicionó 30 mM de DTNB y 20 mM de
bacitracina, respectivamente, siendo el efecto inhi-
bitorio dependiente de la concentración de reactivo.
Las cepas rotavirales (RRV, Wa y YM) evaluadas
se comportaron de forma ~imilar en las pruebas de
inhibición de la infección con los bloqueadores de la
actividad disulfuro isomerasa en las células MA 104
(Fig. 1A, By C). La viabilidad de las células medida
por exclusión de azul de Tripán y por ensayo de MTT
no se vio afectada por el DTNB en las concentracio-
nes analizadas, mientras que la bacitracina afecta
el 100% de la viabilidad de las células MA 104 a 40
mM (Fig. 2A). Las células Caco-2 mostraron mayor
susceptibilidad a la bacitracina ya que a concentra-
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FIGURA 1. Efecto inhibitorio de la infección rotaviral en células

MA 104 por bloqueadores de la actividad tioldisulfuro de la

rnernbrana celular. Las rnonocapas celulares fueron incubadas en

presencia y ausencia de las concentraciones indicadas de DTNB
y bacitracina e infectildils por rotavirus (A. cepa RIN; B. cepa Wa

y C. cepa Yrn), con MOl 0,5 (0.5 partículas virales por célula).

El porcenlilje de infección se rnidió cuanlificando el virus corno

unidildes forrnadoras de foco (UFF) rnediante inrnunociloquirnica

con anli-rolavirus hecho en conejo, y anli-conejo peroxidasa

(H RP)arninocarbazol.

ciones superiores 1 mM, tienden a desprenderse
después de 12 horas de incubación.

Dado que al bloquear la actividad disulfuro
isomerasa sobre la superficie celular de las células
MA 104 se inhibe el proceso infeccioso del rotavirus,
se quiso determinar el momento del proceso infeccio-
so en el cual la actividad del intercambio tiol-disulfuro
está implicada. Para esto, las células se incubaron
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con 30 mM de DTNB por 30 minutos a 37°C, luego de
este tiempo a una parte de las células se les remo-
vió el DTNB por lavados con medio y se procedió a
infectarlas con los rotavirus RRV y Wa. Otras células
fueron tratadas simultáneamente con el inhibidor y
el virus. Los porcentajes de infección obtenidos bajo
estas condiciones, indican que la infección rotaviral
disminuye hasta un 70% cuando se realiza incubación
previa con DTNB o es adicionado simultáneamente
junto con el virus.

Cuando se retira el inhibidor con lavados antes
del reto viral, se reestablece la infección hasta el 86%.
Se obtuvo un porcentaje de infección del 83% cuan-
do el DTNB se adicionó a las células en el periodo
de post-adherencia, es decir, una hora después de
ser éstas infectadas con el rotavirus. Este resultado
indica que este tipo de inhibidor, que no atraviesa la
membrana, no altera el proceso de replicación del
rotavirus l.jna vez éste se ha internalizado (Fig. 3A).

Para determinar si la acción 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 diluida hasta 1,S mM al momento del reto
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FIGURA 2. ViabilieJileJeje célul;ls MA 10·1 (A) y Caco 2 (1)) irJfeclildas
pOi rotavirus RRV, fIledida a 1,ls12 hOlilS de infecciórl pOI ells,IYO
Mnen presencia ele DTNB, bacltraclln

con las células; bajo estas condiciones la infección
rotaviral fue del 93% indicando que el inhibidor no
actúa sobre las proteínas virales (Fig. 3A). Ambas
cepas rotavirales se comportaron de forma similar
en estos experimentos, excepto que la cepa Wa dis-
minuyó su infectividad alrededor de un 20% después
del tratamiento de las particulas virales con DTNB,
sugiriendo que posiblemente presente en sus pro-
teínas estructurales grupos tiol disponibles para la
reacción redox.

La actividad disulfurp isomerasa no parece ser
necesaria en el proceso inicial de unión (adherencia)
del rotavirus a la célula, ya que al adherir el virus a
4°C por una hora en presencia de DTNB o de bacitra-
cina, no se detectaron diferencias apreciables en la
cantidad de virus unido al comparar con monocapas
celulares no tratadas (Fig. 3B). Estos resultados su ..
gieren que el DTNB actúa sobre proteínas celulares e
interfiere la infección de las células durante el proceso
de entrada del rotavirus, en un paso posterior a la
unión virus-célula pero anterior a la internalización
del virus.

Anticuerpos anti-PDI disminuyen
la infección por rotavirus

Para confirmar la especificidad del bloqueo de
la actividad disulfuro isomerasa con los inhibidores
químicos, se realizó la infección de las células en
presencia de anticuerpos contra la proteína POI. A
una concentración de 1O ~g/ml de anticuerpo anti-
POI, la infección rotaviral disminuyó de manera dosis
dependiente y la inhibición máxima fue del 90% (Fig.
4A). El anticuerpo de conejo usado como control de
isotipos no tuvo incidencia alguna sobre la infección,
descartando cualquier interacción inespecífica de la
región Fc del anticuerpo. De otro lado, al preincubar
las células con anticuerpos anti-PDI, y luego adicionar
el virus a 4°C por 1 hora, no se detectaron diferen-
cias del virus adherido con respecto a las células sin
tratamiento con anticuerpo (FigAB). Estos resultados
reafirman que la POI está implicada en un evento
posterior a la unión del virus a la célula.

La interacción de las células con los anticuer ..
pos anti-ERpS7 (miembro de la familia de las PDls)
afectó la infección con rotavirus RRV en cerca del
SO% solo a concentraciones relativamente altas de
anticuerpo (18 ~g/ml) y con un perfil lineal sugestivo
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FIGURA 3. Efecto del DTNB en las diferentes etapas del proceso infectivo del rotavirus RRV y Wa en células MA 104. En A, inmunocito-

quimica de células infectadas con rotavirus Wa y RRV. (1) Infección sin inhibidor; (2) El proceso de infección se incubó permanentemente

con DTNB; (3) se pre-incubó las células con DTNB por 30 minutos antes del reto; (4) se adiciOílÓ el virus y el DTNB simultáneamente,

(5) se pre-incubó las células con el DTNB por 30 minutos y se retiró por lavados, después las células fueron retadas con el virus; (6)

el DTNB se adicionó 1 h después de iniciado el proceso de internalización o post-adherencia y (7) el virus concentrado fue pretratado

con 30 mM de DTN B, luego diluido hasta la concentración de trabajo y el DTN B hasta 1.5 mM. El] B, unión a 4oC de rolavirus RRV a las

células en presencia y ausencia de DTNB o bacitracina. El virus unido se cuantificó mediante ELlSA de captura, capturando los antígenos

con anticuerpo anti-rotavirus hecho en cabra y detectando con anti-rotavirus hecho en conejo con el sistema peroxidasa-OPD. El 100'0,
de unión delta de absorbancia corresponde al delta de absorbancia de la sustraccion de la absorbancia de células lisadas en ausencia de

inhibidor y células sin virus.

de una reacción inespecífica (Fig. 5A). Anticuerpos
contra calexina Cchaperona" que actúa en el RE)
presentaron un perfil similar de inespecificidad, pero
con menor capacidad inhibitoria que para el caso
de los anticuerpos dirigidos contra ERp57 (Fig. 5A).
Los anticuerpos anti-calregulina mostraron un efecto
similar al de los anticuerpos anti-PDI pero con una
afinidad promedio tres veces menor (Fig. 5A). En el
caso de la cepa Wa, los perfiles de inhibición 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 aquel presentado por los anticuerpos
anti-PDI (Fig. 58).

La proteína disulfuro isomerasa (PDI) se en-
cuentra en la membrana de células permisivas a la
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infección por rotavirus, asociada a los microdominios
lípidicos "rafts".

El carácter de proteína de superficie de la PDI
en las células MAl 04 Y Caco-2 fue analizada por
inmunofluorescencia sobre monocapas celulares no
permeabilizadas, señalando un perfil positivo aunque
de baja intensidad (Fig5A). La citometría de flujo de
células en suspensión refleja que solo el 17% de la
población presenta reactividad hacia el anticuerpo
monoclonal anti-PDI (Fig. 58). Para confirmar la
presencía de PDI asociada a la membrana celular se
marcaron las proteinas superficiales con el reactivo
sulfo-NHS-SS-biotin, que adiciona reversiblemente
una molécula de biotina a los grupos amino libres de
las proteínas, en este caso a las proteínas asociadas
a la membrana celular Ellisado celular fue analizado
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FIGURA 4. Disminución en la infección pOI rotavirus RRV y Wa en células MA 104 con Anti-PDI en un paso post-unión. En A, las células se

incubaron en ausencia y pl·esellcia del anticuel·po durante 30 minutos y luego se desafiaron con el rotavirus, la infección se dejó por 12h.

El número de UFF se determinaron mediante inmunocitoquimica. En S, Unión a 4oC de rotavirus RRV a las células en presencia y ausencia

del Anti-PDI. El virus unido se cuantificó mediante ELlSA de captura, capturando los antígenos con anticuerpo anti-rotavirus hecho en cabra
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A. Rotavirus RRV
"f ••

B. Rotavirus Wa

-
FIGURA 5. DismilHJciol1 ell la ir!fecCloll pOI lol;iVIIUS I~RV (A) y Wa (B) en células MA 104 con anticuerpos dirigidos contra diferentes

chaperoll3s. Las célul;ls se IIICLJb;JIOli elr ;HJSClrciay plesellcia dcl ;lIlticuerpo durante 30 minutos y luego se desafiaron con el rotavirus,

la il¡fcccion sc dCJo pOI 1211.[IIHulICro de Uf-f se delclllllnalOI¡ medi;1Il1c inmunocitoquimica con el sistema peroxidasa-aminocarbazo.
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reversible de las proteínas superficiales de células MA 104; las células fueron rnilrcaeJas con el reativo sulfo-NHSSS-Giotin y lisadas. Una

fracción del lisado celular biotinilado fue analizado por ELlSA de captura utililiHldo iJltelllativarnente iHlticuerpos anti-PDI gerlerados en

conejo o proteína avidina para capturar los antígenos, la detección eJeéstos se hilO con avrdinaHRI) y anticuerpos iJllti-PDI respectivamente.
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se transfirió a una membrana de PVDF y el Westelll blot se analizó con avidina-HRf) y arlticuelpos iJllti-PDI.
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mediante ELlSA de captura usando alternativamente
anticuerpos anti-POI generados en cabra y la proteí-
na avidina; para la detección se utilizó avidina-HRP,
y anti-POI generado en conejo, respectivamente
Este ensayo mostró que el lisado celular contiene
POI biotinilada que está presente en las proteínas
asociadas a la membrana celular accesibles de ser
marcadas (Fig 6C) Al lisado celular se le adicionó
Avidina-agarosa con el objeto de separar las proteí-
nas que incorporaron el sulfo-NHS-SS-biotin. Tanto
las proteínas aisladas con avidina-agarosa como el
sobrenadante (aquellas no enlazadas por la avidina)
fueron analizados en un gel de electroforesis en pre-
sencia y ausencia del agente reductor 2-mercaptoe-
lanol (2-ME). Inmediatamente este gel fue analizado
por "Westem blotting".

Se detectó un perfil continuo de proteínas que
reaccionan con avidina-HRP en las muestras que
contenían las proteínas celulares marcadas con biotina
e inmovilizadas con avidina-agarosa, cuando éstas
fueron analizadas en ausencia del reductor 2-ME (Fig.
60). Este patrón de proteínas biotiniladas se perdió
cuando las proteínas inmovilizadas se trataron con
2-ME (Fig 60), indicando que la unión de la biotina
ha sido revertida por la acción del reductor. Cuando
se analiza la fracción proteica del lisado no inmovili-
zado (sobrenadante), no se detectó interacción con
avidina-HRP, indicando la ausencia de biotina en las
proteínas analizadas (Fig. 60). Esta misma membrana
del "Westem blotting" se analizó con anticuerpos anti-
POI y el sistema fosfatasa alcalina (AP); se observaron
bandas de interacción a la altura del peso molecular de
la POI mostrando las formas reducida y oxidada de la
proteína (Fig. 60). En el sobrenadante no biotinilado,
que contiene la fracción citoplasmática, el anticuerpo
anti-POI detectó una banda mas intensa respecto a la
banda separada con avidina (Fig 60).

Estos resultados junto con los encontrados por
las técnicas de citometría de flujo e inmunofluorescen-
cia concuerdan con lo ya reportado acerca de la baja
concentración de POI en la membrana celular.

Se ha reportado que proteínas receptoras para
rotavirus, como la Hsc70 y la integrina lB, se encuen-
tran en los microdominios lipidicos "rafts" (Pavel et
al., 2004), por ello se decidió explorar la posibilidad
de que POI estuviera asociada a los "rafts". Para esto
las fracciones de lisados celulares enriquecidas en
membranas, separadas por gradientes de sacarosa
y tratadas, como se describió en Materiales y Méto-

dos para deshacer los "rafts", fueron analizadas por
"Westem blotting" y ELlSA de captura.

Mediante "Westem blotting" se encontró a POI
y la proteína Hsc70 en las fracciones de menor den-
sidad, correspondientes a aquellas enriquecidas en
membranas que incluyen los microdominos lipídicos
"rafts"; también se detectaron estas proteinas en
las fracciones del extremo de alta densidad, que
corresponde a las proteinas citoplasmáticas solubles
(Fig. 7A). Cuando las células se trataron con ~-me-
tilciclodextrina antes de ;;er lisadas y separadas en
el gradiente, no se detectaron POI y Hsc70 en las
fracciones de baja densidad, lo cual es compatible
con la disociación de los "rafts" ocasionada por el tra-
tamiento previo con ~-metilciclodextrina (Fig. 7B).

Para determinar si en estas condiciones expe-
rimentales POI está unida por interacción proteína-
proteína a moléculas receptoras como la Hsc70 y
la _v_3, los lípidos de cada fracción del gradiente
de sacarosa fueron solubilizados, incubando cada
fraccíón con octilglucósido, Triton al 1% Y ~-ciclo-
dextrina. Posteriormente, cada fracción se sometió
a inmunoprecipitación con anti-POI; se encontró que
POI co-inmunoprecipita con Hsc70 y la integrina _3
en las fracciones del gradiente analízadas (Fig. 7C).
Estos resultados se confirmaron mediante ELlSA de
captura, determinándose nuevamente interacciones
que implicaban POI, Hsc70 e integrina ~3 (Fig. 70).
El reconocimiento de los anticuerpos específicos
anti-ERp57 no presentó afinidad significativa por los
componentes del complejo examinado.

En conjunto, los resultados obtenidos por las
diferentes técnicas de inmunodetección y marcaje,
indican la presencia en muy baja concentración de
la proteína POI asociada a la membrana celular en
células MA 104 Y Caco-2; haciendo parte de los micro-
dominios lipidicos "rafts" y formando complejos con
las proteínas Hsc70 e integrina ~3, utilizadas como
receptores por las proteínas VP7 y VP4 del rotavirus
en el proceso de internalización.

Interacción rotavirus - POI

Para determinar si existe interacción entre POI y
el rotavirus, se realizó un ensayo de unión entre POI
soluble y TLPs de la cepa RRV y Wa. La presencia del
complejo proteico rotavirus-POI se estableció median-
te "Westem blotting" y ELlSA de captura. El análisis
por "SOS-PAGE/Westem blotting" de la mezcla POI-
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FIGURA 7. PDI está presente en los microdominios lipídicos Rafts, En A, células MA 104 lisadas a 4oC con buffer Tris NaCI, TritónX1 00
1% Y centrifugadas en un gradiente de sacarosa (5-40%). En B, como control, células tratadas con I)-metilciclodextrina 1OmM antes de
lisarlas, Las fracciones recuperadas del gradiente fueron tratadas con octil-glucósido 0,2'0" I)-metilciclodexlr-ina 1OmM, con incubación
1h a 3rc. 30 f.l1 de cada fracción fue separada por SDS-PAGE, transferidas a membrana PVDF y ésta revelada con anticuerpos Anti-
PDI y Anti-Hsc70, y el sistema fostatasa alcalina-NBT /BCIP. En C, las fracciones se inrnunoprecipitéJl'Orl con Anti-PDI, se separaron por
SDS-PAGE, fueron transferidas a membrana de PVDF, la membr-ana se reveló con anticuerpos contra las protelllas Hsc70 e integrina lB,
y peroxidasa-Iuminol. En D, ELlSA de captura con Anti-PDI de cada una de las fracciones, las proteínas se detectaron con Anti-Hsc70,
Anti-Integrina 133y Anti-ERp57, la placa fue revelada con el sistema peroxidasa-OPD. El delta de absorbancia es la difererlCia después de
restar el promedio de los pozos sin antígeno.
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fondo del tubo en las condiciones de centrifugación
utilizadas en este experimento.

La POI aislada, tiene un coeficiente de sedimen-
tación mucho mas bajo que el de las TLPs, el cual
no le permitiria sedimentar a través del colchón de
sacarosa sometido al campo centrifugo aplicado (Fig.
8A) Mediante ELlSA de captura se encontró a POI
en interacción con las TLPs cuando se utilizó alter-
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nativamente anti-POI y anti-rotavirus para capturar
los complejos proteicos (Fig. 8B). Esta interacción
disminuyó cuando la reacción se hizo en presencia de
OTNB (Fig.8C), sugiriendo que en dicha interacción
puede estar interviniendo el motivo catalítico redox
de la POI, sin descartar alguna interacción de tipo
chaperona. Las células Caco-2 se marcaron en sulfo-
NHS-SS-biotin, como se describió anteriormente para
las células MA 104, se adicionó virus Wa y se incubó
por 40 minutos a 4oC, se dejaron15 minutos más a
temperatura ambiente y luego se lisaron las células.
Al lisado celular se le adicionó Avidina-agarosa con
el objeto de separar las proteínas que incorporaron
el sulfo-NHS-SS-biotin; las proteínas aisladas con
avidina-agarosa fueron analizadas por "Western blo-
tting" (Fig. 80). Los resultados señalan la presencia
de POI superficial, la cual fue marcada con biotina,
aislada con avidina-agarosa y detectada con avidi-
na-HRP y anticuerpos anti-POI. Además POI estaría
interactuando con el rotavirus Wa, ya que se detectó
al menos una proteína de éste cuando la misma mem-
brana fue revelada con anticuerpos anti-rotavirus y el
conjugado de fosfatasa-alcalina (Fig. 80).

Para determinar la existencia de grupos tioles
libres en el complejo POI-rotavirus, se utilizó El-link
Maleimide PEü2-Biotin, un reactivo que forma un en-
lace tioeter con los grupos tioles libres, esta reacción
es medible por la incorporación de biotina. El El-link
Maleimide PEü2-Biotin se adicionó simultáneamente
con el virus a las células en presencia y ausencia de
OTNB. El lisado celular se examinó en ELlSA, cap-
turando los respectivos antígenos con anti-rotavirus
(Fig. 9A) o con anti-POI (Fig. 98), seguido de la detec-
ción con los anticuerpos recíprocos correspondientes,
los resultados nuevamente reafirman la interacción
entre la POI y el rotavirus

La incorporación de biotina fue medida cuando
los antigenos se detectaron con avidina-HRP. Se
observan diferencias en la cantidad de biotina incor-
porada por los complejos protéicos POI-rotavirus en
presencia o ausencia de OTNB; la presencia de este
inhibidor redujo la incorporación de biotina, debido
a una menor disponibilidad de grupos tioles. Este
ensayo muestra que hubo incorporación de biotina
sobre el complejo protéico rotavirus-POI, indicando
la presencia de proteínas con cisteínas accesibles a
la alquilación dentro del complejO que incluye a POI
y al rotavirus.

Péptidos sintéticos con cisteínas
de secuencias rotavirales inhiben la
infección en células MA104

Para realizar una aproximación a la implicación
de las proteínas del rotavirus como sustratos del
intercambio tiol/disulfu posiblemente catalizado por
la POI, se sintetizaron péptidos sintéticos de los
rotavirus RRV y Wa, correspondientes a secuencias
de las proteínas VP7 y VP4 que contienen cisteínas.
Las secuencias seleccionadas incluyeron la región
constituida por los aminoácidos 200-219 de VP4, las
regiones 189-210 Y 243-264 de la proteína VP7 de
las cepas RRV y Wa. Como controles se sintetizaron
péptidos no relacionados con rotavirus y aquellos
rotavirales en los que se sustituyó la cisteína por
serina, además de los péptidos con la secuencia de
aminoácidos al azar con y sin cisteínas (Tabla 1).

Se evaluó la infección de rotavirus RRV en células
MA 104 en presencía de diferentes concentraciones de
los péptidos mediante inmunocitoquimica midiendo las
UFF. Recientemente se ha reportado que los rotavirus
interactúan con la integrina av~3 a través de la región
161-169 de la proteína VP7, región peptídica llamada
CN P (Péptido 12 o P12 de la Tabla 1); esta secuencia
en VP7 es altamente conservada entre las diferentes
cepas de rotavirus y bloquea eficientemente la infec-
ción de la cepa RRV mas no la unión a la célula (larate
et al., 2004); este péptido fue utilizado como control
positivo de inhibición. La disminución en el porcenta-
je de infección para el P12 es dosis dependiente, el
50% de inhibición se logró a una concentración 1,5
mM de péptido. Tanto el péptido original, P12, como
su versión modificada de Cys por Ser (P13), inhiben
la infección por rotavirus con un perfil similar (Fig.
10A), indicando para este caso poca relevancia de
ese aminoácido cisteína en el proceso infectivo.

La secuencia de la proteína VP8 (200-219) de
la cepa RRV, P8, tiene un efecto inhibitorio de la
infección rotaviral dependiente de la concentración,
se inhibió el 50% de la infección con una concen-
tración de 0.34 mM de péptido (Fig. 10B). Para el
caso de la versión modificada el P9 aunque tuvo un
comportamiento similar de inhibición dependiente de
la concentración, el 50% inhibitorio se logró a una
concentración de 0.8 mM, esto podría reflejar una
mayor afinidad del P8 por la molécula receptora en
la célula.
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FIGURA 8A. Interaccioll entre POI y TLPs de RRV.
A. Westelll blot de 3 ~g de POI con 1 ~g de TLPs, la

mezcla se incubó por 30 min a temperatur'a ambiente,

luego se colocó sobre un colchón de sacarosa aI401y!,
y se centrifugó a 133.000 x g; la membrana se reveló

con anticuerpos Anti-POI (detección con fosfatasa

alcalina-N BT/BCI p) y luego con anticuerpo Anti

rotavirus (detección peroxidasil-Iuminol).

FIGURA 8 (B Y e). Interacción entre POI y TLPs de

RRV. En B, las TLPs se mezclaron con 4 ~g de POI

soluble (bovina-Sigma) por 30 min a 20"C, el complejo

se adicionó sobre UIliJ placa de ELlSA sensibilizada

con anti-rotavirus generado en cabra y detectada

con arlti-rotavirus o ilnli-POI generados en conejo. El

delta correspondc a sustracción de la absorbancia del

control consistente dc células lisadas sin virus, o POI

sin virus. En C, diferentes concentraciones de POI se

adicionaron al virus, en presencia y ausencia de OTNB,

siguicndo el proccdimiento illltcrior.

FIGURA 8D. Interacción entre PDI y TLPs dc RRV.
Células Caco- 2 fueron rn;¡rcadas con sulfo-N HS-SS-

Biotin, se ildiciarló rotavilus Wa por 40 mirl a 4 oC y 15
milI a 20 oc. Las celulas flJerarl lisadas y las plOteinas

biotiniladas irllJlovililad,Js con agarosa-avidim. Las

pi oleínas inmovililadas se illl,lliliJlOn por "Westem

bloltilJg" con avidirl,I·Hf\P y illlticuerpos anti-POI,

par,l detectar PDI y con illlti-lOlavirus pilla detectar

las protelllas vlI;lles.
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FIGURA 9. El complejo Rotavirus-PDI tiene cisleínas accesibles

de alquilación. Las células MA 104 recibieron simultáneamente el

rotavirus RRV y EZlink Maleirnide PE02·Biotin para alquilar los

grupos tioles libres en presencia y ausencia de DTNB durante 30

min a 20"(, se adicionó glutatión reducido y se reliró por lavado

el virus y los reactivos solubles, Ellisado celular se adicionó a Urla

placa de ELlSA, preincubada con anlirotavirus (A), o anli·PDI

(8) hechos en conejo y se reveló corl anti-rotavirus o anti·PDI

generados erl cabra para detectar los antígerlos proléicos y con

avidina-HRP para evaluarla irlcorporación de biotina,

Al parecer estos dos péptidos son de mayor
afinidad al ser comparados con el P12, cuya concen-
tración inhibitoria al 50% fue 44 veces mayor que la
encontrada para PB, Al aumentar la concentración
de los péptidos PB y P9 hasta 1,7 mM se logra un
porcentaje de inhibición del 90%; sin embargo el perfil
observado a esas concentraciones para los péptidos;
sin embargo el perfil de inhibición de P9 no es satu-
rable correspondiente a aquellos que se describen

como de baja especificidad (Fig, 10B), El efecto de
péptidos sintéticos de secuencias no relevantes de
rotavirus no produjo inhibición de la infección, sin
embargo el P1O,un péptido con un contenido de ami-
noácidos igual al de P8 pero organizados al azar, tuvo
un efecto inhibitorio de menor afinidad, alcanzándose
el 50% solo hasta 1,2 mM (Fig, 108),

Anticuerpos generados en conejo contra el P8
fueron capaces de reducir la infectividad por rotavirus
en un 90% con un perfil de saturación, Esto se logró
cuando los anticuerpos fueron adicionados al comple-
jo células-virus, después del proceso de adherencia
del virus a 4°C. Cuando el anticuerpo anti-péptido P8
es incubado con el virus y luego esta mezcla adiciona-
da a las células, la inhibición es del 70%, comparados
contra el 100% de infección mostrado por el suero
preinmune (1OC), Este anti-péptido no afecta el pro-
ceso de adherencia del virus a la célula según indican
los resultados de unión rotavirus-células medido por
ELlSA de captura (Fig, 100), El comportamiento del
anticuerpo anti-péptido P8 frente a la infección rota-
viral, apoya los resultados encontrados de inhibición
de la infección con el péptido P8, también sugieren
un efecto neutralizante de este anti-péptido sobre
las particulas virales, El anticuerpo anti-P8 reconoció
tanto al P8 como a la versión modificada P9, más no a
la versión desordenada P1O;sin embargo, el péptido
P8, al igual que el P9 y el P1Ono fueron reconocidos
por los anticuerpos anti-rotavirus generados en un
conejo inoculado con las TLPs (Fig, 10E),

Para determinar la posible interacción entre los
péptidos derivados de VP4 y POI, tanto el péptido
como la enzima se mezclaron, la interacción fue anali-
zada en un sistema de ELlSA de captura, capturando
los antigenos alternativamente con anti-PDI (de ratón)
o anti-péptido P8, y detectando la interacción con el
anticuerpo reciproco, respectivamente,

Se determinó una fuerte interacción entre el pépti-
do P8 Y POI, la cual disminuyó cuatro veces al cambiar
en el péptido las cisteínas por serinas (Fig, 11A), en el
que se muestra además el bajo reconocimiento hacia
el complejo POI-P17, por parte de los anticuerpos
anti-POI y anti-péptido P17, siendo este un péptido de
secuencia sin cisteinas y no relacionada con rotavirus,
Para confirmar la especificidad de la interacción POI-
VP8 mediada por el péptido P8, se realizó un ensayo
de competencia medido por ELlSA de captura, en
el cual se capturaron los antigenos rotavirales y se
detectó POI en interacción con las TLPs de RRV, en
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FIGURA 10. Infección de virus RRV a Células MA 104 en presencia y ausencia de péplidos rolavirales, modificados y no rolavirales: A
Péptido CNP (P12) de VP7 (161169) de unión a Integrina (xvlB y la versión modificada P13 (Cys x Ser). 8. Péplido de RRV VP4 (200

219) (o igualmente VP8 200-219); la versión modificada P9, la versión de secuencia al alar del origirlal (Pl O) Y la ver-sión al azar del

modificado (P18). Las monocapas fueron infectadas por rotavirus MOl 1 :0,5 en las concenlraciones indicadas de péptido. El porcentaje

de infección se midió cuantificando el virus como unidades formadoras de foco (UFF) mediante inmunocitoquimica con anti-rotavirus

hecho en conejo y el sistema peroxidasa. C. Inmunocitoquimica del lratamiento de las celulas con el anticuerpo ;J11li-péptido P8 en el

proceso infectivo con rotavirus RRY. D. Unión a 4oC de rotavirus RRV a las células en presencia y ausencia del suero del anti.peptido P8.

El virus unido se cuantificó mediante ELlSA de captura. E. Reconocimienlo especifico del ;Hlticuerpo anli-P8 hacia los peptidos P8, P9 Y
P1 O, Y hacia las TLPs de RRV; asi como también reconocimiento especifico del anli-rotavirus h;lcia los péplidos. Todo medido mediante

ELlSA y el sistema peroxidasa-OPD.

presencia de diferentes concentraciones de péptido
P8. Los resultados de este ensayo mostraron que
a medida que aumenta la concentración de P8 hay
menor detección de POI. E~tos resultados sugieren
que el rotavirus RRV interacciona con POI mediante
la secuencia de VP8 (200-219) (Fig 11B).

De la proteína VP7 se seleccionaron dos re-
giones que contienen císteínas en sus secuencias,
y que corresponden a los aminoácidos 189-210 Y
243-264. La secuencia peptidica de VP7 189-210
(P6) incluye 3 cisteínas (Cys) y una versión truncada
de esta secuencia ubicada ente lo aminoácidos 192
y 210 (P4) Y que posee solo 2 cisteínas (Cys) Se

estudiaron también las versiones modificadas me-
diante el cambio de cisteina por serina (Cys x Ser),
correspondientes repectivamente a los péptidos P7 y

. P5 (Tabla 1) Los resultados indican que al adicionar
los péptidos a la célula, a una concentración de 2 mM
y luego infectarlas, hay inhibiciones de la infección
rotaviral hasta en un 70%, con tendencia a un perfil
de saturación Para alcanzar el 50% de inhibición
de la Infección se requirió de una concentración de
126 mM para el péptido P4 y de 109 mM para el
péptido P6 Hay un efecto Importante de las cisteinas
en la Interacción con el (los) receptor(es), ya que al
analizar las respectivas versiones modificadas (Cys
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x Ser) el 50% de inhibición de la infección se obtiene
prácticamente con el doble de la concentración de
péptido original (Fig. 12A).

Anticuerpos generados en conejo contra el
péptido P6 fueron capaces de reducir la infectividad
del rotavirus en un 90% cuando los anticuerpos
fueron adicionados después del proceso de unión
(adherencia) del virus a las células a 4°C. Cuando
los anti-P6 son incubados con el virus y luego esta
es mezcla adicionada a las células, el perfil de la
curva de inhibición de la infección no es saturable,
con un valor de 60% a la máxima concentración de
anicuerpos utilizada (Fig. 12B). Los anticuerpos anti-
P6 no afectan el proceso de adherencia del virus a la
célula a 4 (C, según indican los resultados de unión
rotavirus-células obtenidos por ELlSA de captura
(Fig.12C).

Los resultados de inhibición de la infección ro-
taviral con los anticuerpos anti-P6, apoyan los datos
obtenidos con los péptidos P4 Y P6 con relación a la
infección por rotavirus. Los anticuerpos anti-P6 no
presentan un efecto neutralizante sobre las particulas
virales antes de su unión a la superficie; mientras que
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el efecto inhibitorio de estos anticuerpos sólo se ex-
presa cuando son añadidos en un momento posterior
a la unión (adherencia) del virus a la célula. Además,
no se detectó un apreciable reconocimiento de los
anticuerpos anti-P6 hacia las TLPs de la cepa RRV, de
acuerdo con las determinaciones realizadas con ELI-
SA (Fig. 120). Estos resultados, en conjunto, sugieren
que el virus requiere de cambios conformacionales
que impliquen la exposición la región 189-210 de VP7
para ser utilizada en las interacciones subsecuentes
del virus con las moléc~las de superficie de la célula.
Los anticuerpos anti-P6 reconocieron los péptidos P4,
P6 y en menor medida a los péptidos modificados P5
y P7, mientras que ninguno de estos péptidos fue re-
conocido por los anticuerpos anti-rotavirus generados
en un conejo inoculado con TLPs (Fig. 120).

Para determinar la posible interacción entre la
POI y los péptidos derivados de VP7, las dos enti-
dades se mezclaron en una proporción 4 a 1 (POI:
péptido) en términos _g. La interacción fue analizada
en un sistema de ELlSA de captura, capturando los
antígenos alternativamente con anticuerpos anti-
POlo anti-péptido P6, y detectando la interacción

4()

FIGURA 11A. Interacción POI con los

Peptidos P8, P9, P17. POI (4 fJg) se mez-

cló con los péptidos en relación 4 a 1,

la interacción fue analizada por ELlSA de

captura. B. Ensayo de competencia entre

el P8 y el rotavirus por POI. Oiferentes

cantidades (fJg) de POI se incubaron con el

P8 y se adicionó el virus y se detectó POI,

mediante ELlSA de captura, con el sistema

peroxidasaOPO.
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similares a los obtenidos en ausencia del inhibidor,
lo que sugiere que el estatus reductor de la mem-
brana es rápidamente alcanzado siendo el rotavirus
sensible a la interacción las proteínas de actividad
tiol-disulfuro.
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con estos mismos anticuerpos en forma recíproca.
Los resultados muestran una apreciable interacción
de los péptidos que contienen cisteínas con PDI,
interacción que es minimizada cuando la reacción
se hace en presencia de DTNB o con los péptidos
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FIGURA 12A. Infección de virus RRV a Células MA 104 en presencia y ausencia de los péptidos rolavirales P/l y P6 de VP7 (189-210,
192-210) Y la versión modificada P5 y P7 (Cys x Ser). Las monocapas fueron infectadas por rotavirus MOl 1 :0,5 en las concentraciorles

indicadas de peptido. El porcentaje de infección se midió cuantificando el virus como unidades formadoras de foco (UFF) mediante

inmunocitoquimica con anti-rotavirus hecho en conejo y el sistema peroxidasa. B. IrHTlunocitoquimica del tratamiento de las células con

el anticuerpo anti-péptido P6 en el proceso infectivo con rotavirus RRV C. El virus unido se cuantificó en presencia del anti-peptido P6

mediante ELlSA de captura. D. Reconocimiento especifico del anticuerpo anti-P6 hacia los pcptidos P6 y P7, Y hacia las TLPs de RRV; así

como también reconocimiento especifico del anti-rotavirus hacia los péptidos. Todo medido mediante ELISAy el sistema peroxidasa-OPD.

E. Interacción PDI con los Peptidos P6 y P7. PDI (4 ~g) se mezcló con los péptidos, la interacción fue anali/3d3 por ELlSA de captura.
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modificados por cambio de las cisteinas por serinas
(Fig. 12E). Estos resultados sugieren que el rotavirus
interacciona con POI involucrando el sitio catalítico
redox de POI.

La segunda región de VP7 estudiada correspon-
de a la secuencía de aminoácidos 243-264, cuyo pép-
tido original (P1) incluye la secuencia de aminoácidos
GPR que constituye el ligando de unión a la íntegrina
uXf:l2(Coulson et al., 1997). Los aminoácídos glicina
y arginina fueron reemplazados en el péptído P2 por
alanina y leucina respectivamente, se sintetizó tam- :
bién el péptido modificado en el que se cambiaron
las cisteínas por serinas, asignado como el péptido
P3. Cuando las células se infectaron con rotavirus
en presencia de concentraciones crecientes de estos
péptidos, se observó inhibición de la infección de
manera dosis dependiente hasta del 85%, con un
perfil de saturación a partir de 0.25 mM para el pép-
tido P2 (Fig. 13A). Existe una apreciable diferencia
de comportamiento frente a la infección mediada por
los péptidos P2 y P3, ya que para alcanzar el 50%
de inhibición con el péptido P2 se requiere 0.18 mM
de péptido, mientras que para su versión modificada
Cys por Ser (P3) aumenta hasta 0.82 mM, en una
relación de 4,5 veces, reflejando una disminución
de la afinidad del péptido por la molécula receptora
(Fig.13A).

Los anticuerpos generados en conejo contra el
péptido P2 redujeron la infectividad por rotavirus en
un 90%, cuando se adicionaron al complejo células-
virus. Esta inhibición ocurrió cuando se adicionó el
anticuerpo después que el virus ya estaba adherido
a la célula, a 4°C, en un perfil saturable. Cuando el
anticuerpo anti-P2 fue incubado con el virus y esta
mezcla adicionada a las células, la inhibición de la
infección fue del 50% a la máxima concentración de
suero analizada, en un perfil no saturable que se re-
laciona con un comportamiento de baja especificidad
(Fig. 13B). Al igual que en los casos anteriores, estos
anticuerpos contra el péptido P2 no afectan el proceso
de adherencia del virus a la célula (Fig 13C).

Los resultados obtenidos con los anticuerpos
anti-péptido P2 en el ensayo de inhibición de la in-
fección, apoyan los resultados obtenidos al incubar
estos péptidos con las células, en los cuales P1 y P2
compiten con el rotavirus por los receptores celulares.
Al parecer, de manera similar a lo obtenido para la
región de VP7 189-210, la secuencia de VP7 243-
264 no estaría expuesta en la particula viral. Esto se

deduce porque no se observa un efecto neutralizante
de los anticuerpos anti-P2 sobre las TLPs, cuando
los anticuerpos se incuban con las TLPs a 37 (C y
luego se adicionan a la célula. Estos resultados en
conjunto, sugieren que el rotavirus requiere de cam-
bios conformacionales una vez se une a la célula,
en lo denominado post-unión, para que esta región
243-264 de VP7 sea expuesta a la superficie celular
y pueda utilizarse en el proceso de entrada del virus
a la célula.

Los anticuerpos antj-péptido P2 reconocieron el
péptido P2, yen menor medida a los péptidos P3 Y P1,
mientras que ninguno de estos péptidos fue recono-
cido por los anticuerpos anti-rotavirus generados en
un conejo inoculado con TLPs (Fig. 130). Siguiendo
el esquema expuesto anteriormente de incubación de
la POI y los péptidos, analizamos si hay interacción
entre POI y estos péptidos. Los resultados muestran
interacción de los péptidos P1 y P2, que contienen
cisteínas, con la POI. La interacción disminuye cuan-
do la reacción se hace incubando POI con el péptido
modificado P3 (Cys por Ser) (Fig. 13E).

El péptido P11 corresponde a la secuencia de la
proteína VP8 (213-232) de la cepa Wa. La secuencia
de aminoácidos de esta región carboxiterminal pre-
senta diferencias entre las cepas Wa y RRV. L cepa
Wa tiene una serina en la posición 203, mientras que
la cepa RRV (y otras cepas dependientes de ácido
siálico) contiene cisteina. En la posición 216 de la VP8
hay una cisteína conservada en las diferentes cepas
rotavirales. A 1 adicionar el péptido P11, a una con-
centración 1.57 mM a las células MA 104, se inhibió la
infección del rotavirus RRV en un 50% (Fig. 14).

Este mismo experimento se llevó a cabo con
otros péptidos no rotavirales que tienen cisteínas
en su secuencia. En este caso, se presentó inhibi-
ción de infección, sugiriendo que la presencia del
aminoácido cisteina confiere capacidad de inhibir la
infección por rotavirus. Probablemente hay inhibición
porque estos péptidos, a pesar de ser secuencias no
relacionadas con rotavirus, también son sustrato de
la POI (Fig. 14).

Los péptidos sin cisteinas y no relacionados con
rotavirus, como el P17 y su anticuerpo, no tienen efecto
alguno sobre la infección rotaviral y tampoco interaccio-
nan con POI. Los péptidos P18 Y P19, constituidos por
secuencias al azar pero compuestas por los aminoáci-
dos de los péptidos modificados (Cys x Ser), tampoco
tuvieron incidencia sobre la infección rotaviral.
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FIGURA 13 (A Y B). En A, Infección de virus RRV a Células

MA104 en presencia y ausencia del péptido rotaviral P2 de VP7

(243-264) y las versiones modificadas P2 y P3. Las monocapas

fueron infectadas por rotavirus MOl 1 :0,5 en las concentracio-

nes indicadas de péptido. El porcentaje de infección se midió

cuantificando el virus como unidades formadoras de foco (UFF)

mediante inmunocitoquimica con anti-rotavirus hecho en conejo
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de las células con el anticuerpo anti-péptido P2 en el proceso

infectivo con rotavirus RRV.
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FIGURA 13 (C, D y E). Infección de virus RRV a Células MA 104 en

presencia y ausencia del péptido rotaviral P2 de VP7 (243- 264) Y

las versiones modificadas P2 y P3. C. El virus unido a la células en

presencia de anticuerpo anti-péptido P2, se cuantificó mediante

ELlSA de captura. O. Reconocimiento específico del. anticuerpo

anti-P2 hacia los péptidos P1, P2 Y P3, Y hacia las TLPs de RRV;
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P3. POI (4 pg) se mezcló COII los péptidos en relación 4 a 1, la

illteracción fue all,Jlizada por ELISA de caplura.
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Discusión

Las proteínas PDls se han visto implicadas en
importantes procesos biológicos en sitios diferentes
al RE, aunque no se conoce mucho acerca de las
funciones y los mecanismos de acción de las PDls,
en esos sitios. Al menos tres proteínas de esta familia
en mamíferos han sido encontradas en la superficie
celular, el espacio extracelular, el citosol y el núcleo
(Essex et al 1995; Turano, C. 2002). A nivel de la
membrana celular la PDI ha sido encontrada en
diferentes células, entre ellas plaquetas activadas,
hepatocitos, páncreas exocrino, células endoteliales,
linfocitos CHO, BHK (Chen et al., 1992; Terada et al.,
1995; Yoshimori et al., 1990; Hotchkiss et al., 1998).
En este trabajo reportamos, por primera vez, que
PDI se localiza en la membrana cítoplasmática de
las células MA 104 Y Caco-2, permisivas a la infección
por rotavirus, en una concentración muy inferior a la
encontrada al interior de la célula (Fig 4C).

La presencia de PDI en estos sitios puede darse
por un mecanismo aún no elucidado de exportación,
existiendo rápidamente recambio de ésta; sin embar-
go, su función en membrana citoplasmática no está
aún completamente determinada aunque sigue estan-
do relacionada con las propiedades redox (Schwaller
et al., 2003) La PDI asociada a la superficie celular
está implicada en la reducción de los puentes disulfuro
de la toxina de la difteria, que por esta vía adquiere
la capacidad de entrar en la célula y desplegar su
actividad citotóxica (Mandel et al., 1993). Está rela-
cionada con cambios estructurales de las proteínas
de diferentes virus, para un exitoso proceso infectivo
a las células; en el caso del virus HIV-1, los cambios
conformacionales en la envoltura lipídica del HIV
(Env), dependen de la acción coordinada de un siste-
ma tripartita en el cual la PDI trabaja concertadamente
con el receptor y correceptor, CD4 y CXCR4 respec-
tivamente, al parecer inmersos en microdominios
lipídicos "rafts" que sirven de plataforma y facilitan el
proceso de entrada del virus (Markovic et al., 2003,
Ou y Silver, 2006). Virus como el Sindbis, el bacu-
lovirus y vaccinia también dependen de la actividad
disulfuro isomerasa para la entrada a la célula, aunque
el mecanismo catalítico del intercambio tiol/disulfuro
en éstos no ha sido definido (Abell BA, et al.. 1993;
Markovic et al, 1998; Locker et al, 1999)

En células MA 104 Y en las Caco-2, nosotros
localizamos a PDI en los microdominios "rafts" de

la membrana celular, formando complejos proteicos
con los receptores de rotavirus, las proteínas Hsc70
e integrina av~3. HSC70 ya ha sido reportada en
los microdominios raft en células MA 104 (López S
2006, Isa P. 2004), sin embargo la característica del
complejo proteico PDI-Hsc70 y av~3 es la primera
vez que se reporta.

El rotavirus en su proceso de ensamblaje hace
uso de las "chaperonas" residentes en el reticulo
endoplasmatico para plegar sus proteínas estructura-
les, la conformación de la proteína VP7 es altamente
susceptíble a la inactivación de la proteína disulfuro
isomerasa, ya que este proceso inhibe la formación
de los puentes disulfuro nativos de VP7 y por ende
se inhibe el ensamblaje del virus, observándose este
efecto como acumulación de DLPs en el lumen del
reticulo endoplasmatico (Svensson et al., 1994; Mira-
zími et al. 1998, Delmas, et al., 2004; Maruri-Avidal, et
al., 2008). Dado que ese remodelaje de las proteínas
estructurales a nivel de grupos tioles es importante
para el ensamblaje el virus, en este trabajo quisimos
explorar si para la interacción con los receptores ce-
lulares, en el proceso de internalización, este proceso
redox también está implicado.

Los resultados mostraron que la inhibición de la
actividad disulfuro isomerasa de la superficie celular
mediante DTNB y bacitracina disminuye la infección
rotaviral en un modelo dosis dependiente y con un
perfil saturable, sugiriendo que el rotavirus requiere
de intercambios tiol-disulfuro en el transcurso de la
infección celular. El diseño experimental realizado
indicó que la interaccíón del rotavirus mediada por
grupos tioles transcurre en los eventos iniciales del
proceso infeccioso en una etapa de pos-adherencia,
ya que ni el DTNB ni la bacitracina impidieron la unión
del virus a las células. Además, no hubo variación de
los porcentajes de infección comparados con células
infectadas sin tratamiento, cuando estos reactivos se
adicionaron en la etapa de post-entrada.

Más aun, los inhibidores no afectan el estado
redox de las TLPs de RRV ya que al adicionarse a
éstas, el porcentaje de infección celular fue compa-
rable al de las partículas sin tratar. Este resultado y
el hecho que las TLPs de RRV no reaccionaran con
el reactivo EZ-link Maleimide PE02-Biotin indican la
naturaleza oxidada de las proteinas virales. Cuando
las células se incubaron con DTNB y luego éste fue
removido por lavados antes del reto con el virus, se
observó que la infección celular alcanzó porcentajes
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La inhibición de la infección rotaviral, en células
MA 104, en presencia de anticuerpos anti-POI fue do-
sis-dependiente y como en el caso del OTNB mostró
un perfil saturable, con una inhibición del 90% a 10
¡Jg/ml de anticuerpo anti-POI. La inhibición por blo-
queo de la POI con anticuerpos, apoya los resultados
obtenidos con los inhibidores quimicos y sugieren
que la POI de la superficie celular interacciona con
el rotavirus durante el proceso de entrada a la célula,
en una etapa posterior a la unión del virus a la célula.
La inhibición de la infección utilizando anticuerpos no
descarta la actividad del tipo chaperona de la POI
sobre el rotavirus, porque al adicionar el anticuerpo
anti-POI se puede estar inactivando esta función; en
cambio cuando se inhibe la infección con OTNB o la
bacitracina se está alterando es la función de inter-
cambio tiol-disulfuro de la POI. Cuando se bloquea
la POI celular con anticuerpos la inhibición es hasta
un 90%; mientras que bacitracina y OTNB inhiben la
infección en un 70-75%. Esta diferencia en la inhi-
bición se podría explicar por que el anticuerpo y los
reactivos inhiben funciones diferentes de la POI.

Este comportamiento es diferente al observado
en el modelo de difteria y VI H, donde el 100% de
inhibición de la infección se alcanzó con el aumento
de la concentración de OTNB, mientras que con los
anticuerpos anti-POlla inhibición fue menor (Mandel
etal., 1993; Ryseretal., 1991; 1994).

Una interacción directa entre las partículas rota-
virales y POI fue evidenciada en un sistema libre de
células, utilizando POI soluble, analizada mediante
western blot y ELlSA. Esa interacción también fue
analizada en un sistema celular en el cual se marcó
con biotina la POI exterior y se bloquearon las cistei-
nas internas de la célula con NEM, luego de adherido
el virus RRV a la célula; se logró detectar la presencia
de POI marcada con biotina y al menos VP4 en la
fracción enriquecida en membranas, correspondien-
te a los microdominios lípidicos rafts, implicando la
conformación de complejos proteícos en los que se
incluye POI-rotavirus en el proceso de entrada.

Para determinar que dominios de las proteínas
viales interactúan con POI, se seleccionaron secuen-
cias peptidicas con cisteínas, que en el caso de VP7,
éstas son totalmente conservadas en las diferentes
cepas rotavirales consultadas que incluyeron cepas
humanas, de porcino, de bovino y de simio. Los
péptidos sintéticos de las regiones 200-219 de la
proteína VP8, 189-210 y 243-264 de la proteína VP7

254

de la cepa RRV, están involucrados en el proceso de
entrada del rotavirus a la célula ya que tanto los pép-
tidos incubados con las células, como los anticuerpos
dirigidos contra éstos inhiben la infección rotaviral.
Al incubar las células con los péptidos modificados
(Cys por Ser), se requiere mayor concentración de
estos últimos para alcanzar el 50% de inhibición de
la infección rotaviral, indicando una posible dismi-
nución en la afinidad, probablemente mediada por
las proteinas de actividad disulfuro isomerasa de la
superficie celular.

Los estudios publicados sobre la unión de POI a
péptidos indican interacciones tanto con el sitio ca-
talítico redox como por su región "chaperona"; entre
ellos, la interacción de POI con la cadena polipeptídi-
ca de 28 residuos, aminoterminal de la nucleasa del
staphylococus, y también la somatostatina (Klappa,
et al 1997; Quan et al., 1995; Xiaou R 2005). En es-
tos casos, la afinidad de unión péptido-POI aumenta
cuando se incrementa la longitud del péptido, y para
péptidos de igual longitud, aquellos que contienen
cisteinas se unen 4 a 8 veces mas fuertemente a POI
(Morjana y Gilbert, 1991).

Los resultados obtenidos con los péptidos sin-
téticos de las proteínas VP4 y VP7 son compatibles
con lo reportado por Klappa et al, (1997 y Morjana
y Gilbert (1991). En nuestro caso, explica la menor
afinidad mostrada por el P9 sin cisteína, en el ensayo
de inhibición de la infección rotaviral, en el cual para
alcanzar el 50% de inhibición se necesitó hasta 0.90
mM de concentración del péptido En cambio, esta
misma inhibición se alcanzó con 0.34 mM de concen-
tración del péptido original con cisteína, P8 de VP4
(Fig. 8B). Igual comportamiento fue encontrado con
las secuencias peptídicas de VP7, en las que los pép-
tidos originales con cisteinas presentaron afinidades
mayores a las obtenidas con los péptidos modificados
con serina. En este caso, para el péptido P2 la afinidad
fue 4.5 veces mayor que para el péptído P3.

Según estos resultados de afinidad, relacionados
con las concentraciones inhibitorias al 50%, sugieren
que la secuencia de VP7 243-264 presenta una mayor
afinidad a la célula con 0.18 mM, le sigue la secuencia
de VP4 200-219 con 0.34 mM, y luego la secuencia
de VP7 189-210 con 1.09 mM. Todos los péptidos
modificados (cambio de Cys por Ser) presentaron
mayor valor de concentración inhibitora al 50% al
compararlas con el péptido original. Se han descrito
proteínas que no son miembros de la familia POI que
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muestran algún grado de actividad disulfuro iso me-
rasa, algunas de ellas son las integrinas, la proteina
espliceosomal humana y la fibronectina.

Las integrinas tienen 9 repeticiones CXXC en cada
subunidad _, en los dominios ricos en cisteínas; la ac-
tividad tiol-disulfuro ha sido medida en experimentos
libres de células, en procesos de renaturación de enzi-
mas como la Ribunucleasa A; ensayos de inhibición de
la actividad se han obtenido al incubar estas proteínas
con bacitracina (O'Neill et 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 In, pueda también influir en
este proceso redox en rotavirus ya que justamente, el
péptido rota vi ral CPN (161-169) de VP7 es ell igando
de esta integrina en rotavirus. Sin embargo, el cambio
de la Cys por Ser en este trabajo indicó que no afecta
el porcentaje inhibitorio de la infección que ejerce el
péptido CPN. Se ha reportado que la proteina trans-
membranal TM-SU del virus de la leucemia murina
está implicada en la actividad de fusión membranal,
para cual exhibe actividad de isomerasa que actúa
sobre sus propios enlaces tiol-disulfuro por poseer
es proteina viral en su secuencia el motivo catalitico
CXXC (Wallin et al., 2004), motivo que está ausente
en el caso de las proteinas rotavirales.

No se ha determinado si el rotavirus utiliza todas
las moléculas candidatas a receptores, hasta ahora
publicadas, o solo alguna de ellas, dependiendo
de la linea celular y de la cepa de rotavirus. Proba-
blemente algunos rotavirus inicialmente utilizan las

fracciones de ácido siálico y otros glicoconjugados,
por el dominio galectina de la proteína VP8 (Oormít-
zer et al., 2002). Las interacciones secuenciales con
las proteinas de la célula, probablemente dependen
de qué receptores tíene la célula. Quizá diferentes
cepas utilizan una o varias proteínas dependiendo
de la disponibilidad en cada célula. Quizá también
utilicen díferentes dominios de las proteínas virales,
para producir los cambios conformacionales que el
virus necesita, uniéndose en diferente momento con
la misma proteína cellllar. Así, otras regiones ex-
puestas por las que continuaría la interaccion podría
involucrar la parte carboxi Terminal de VP8 analizada
en este trabajo, la región de 200 a 219, que podría
ser de interacción con POI.

Igualmente está las ínteracciones con diferentes
integrinas, entre éstas, la integrina cx1~2 con el motívo
OGE de VP5 y los díferentes dominios de VP7 con
las integrinas cx1134,cxv~3,cxx~2y Hsc70 (Graham et
al., 2003, 2005; Guerrero et al., 2000, 2002; Zárate
et at., 2003, 2004; Coulson et al., 1997; López et al.
2006). Una de las interacciones de pos-adherencia
es la región carboxi-terminal de VP5 con Hsc70 en un
paso que es posterior a la temprana permeabilización
de la membrana celular; además de la que involucra a
VP6 con Hsc70 (Pérez-Vargas et al., 2006; Gualtero
et al 2007). En todos estos pasos POI podría estar
involucrada, dado que el virus necesita la actividad
tiol-redox para tener los cambios conformacionales
indispensables para la unión sucesiva con las pro-
teínas de la célula, durante su internalización celular.

DLP

FIGURA 15. Mecanismo pro-
puesto para la entrada de rota-
virus, con adición de la partici
pación de la PDI en un evento
de post-unión pero antes de la
internalización. Imagen modi-
ficada y adaptada de: López y
Arias, 2004, y otras fuentes a sa-
ber: Graham et al., 2003, 2005;
Superti et al., 1991 ; Isa, P et al.,
1997; Rolsma, et al., 1998; Gua
etal., 1999;JollyetaI2000; Fiare
et al 1991; Fuentes et al 1995;
Dormitzer et al., 2002, Guerrero
et al., 2000, 2002; Zarate et al.,
2003, 2004; Coulson et al.,
1997; Gualtero et at., 2007.
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La incorporación de POI al mecanismo propuesto de
entrada del rotavirus se describe en la figura 15.
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