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Resumen

Antecedentes. La infección rotaviral es causa principal

de gastroenteritis aguda severa en niños menores de cinco

años. La capa protéica externa de la partícula viral está

implicada en las interacciones iniciales virus-superficie

celular. El mecanismo rotaviral de unión y entrada a la

célula parece ser un proceso de múltiples pasos donde las

proteínas rotavirales VP4 y VP7 interaccionan con dife-

rentes moléculas de la superficie celular.

Objetivo. Proponer un mecanismo de entrada de rotavirus

a la célula que incorpore la actividad de la proteína disulfuro

isomerasa (PDI).

Material y métodos. Utilizando bases de datos electró-

nicas, se realizó una búsqueda de literatura original y de

revisión publicada entre 1990 y 2009 sobre moléculas de

la superficie rotaviral o celular participantes en el proce-

so de entrada del virus. El análisis de los resultados enfatizó

las bases moleculares y celulares de las interacciones

temporo-espaciales de las proteínas virales y las molécu-

las de unión/receptoras de la célula.

Resultados. Se encontró fundamentos moleculares y

celulares para incorporar la actividad de PDI a un meca-

nismo coherente de vías secuenciales o alternativas pre-

vias a la penetración viral.

Se propone un mecanismo en que interaccionan las pro-

teínas virales VP4, VP6 y VP7 con las moléculas de la

superficie celular ácido siálico, integrinas, Hsc70 y PDI

en un proceso endocítico caveola/“raft”-dependiente,

caveolina/clatrina-independiente, dinamina-dependiente

y sensible a depleción de colesterol.

Conclusión. Se amplía el concepto de múltiples pasos

en el proceso de entrada de rotavirus, donde la partici-

pación de PDI podría ser un blanco potencial de la ac-

ción de inhibidores de grupos tiol/disulfuro.

Palabras clave: rotavirus, integrinas, proteína de choque

térmico, disulfuros, isomerasas.
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Introducción

En muchas partes del mundo los rotavirus cons-

tituyen la primera causa de gastroenteritis agu-

da en niños menores de cinco años. La deshi-

dratación ocasionada por el evento diarreico es

la causa más significativa de muerte en los in-

fantes de países en desarrollo, donde se produ-

ce más del 80 por ciento de las muertes estima-

das anualmente en cerca de 600.000 a nivel

mundial (1,2). La infección rotaviral tiene cos-

tos sociales muy elevados para los gobiernos y

las familias, la mayoría de ellos representados

en costos médicos directos (3). Recientemente

se han introducido dos vacunas (RotaTeq,

Rotarix) que han sido bien toleradas y han mos-

trado una buena eficacia en la protección de los

infantes (2, 4). Sin embargo, el desarrollo de estas

vacunas (virus vivos atenuados) ha suscitado

algunos interrogantes sobre su costo, eficacia,

seguridad (5) y riesgos de transmisión (6).

Summary

Background. Rotavirus infection is the leading single

cause of severe acute gastroenteritis in children under five

years of age. The outermost layer of the triple-layered

protein capsid of the non-enveloped virus particle has

been involved in initial interactions between virus and

host cell surface. The rotavirus mechanism for cell

attachment and entry seems to be a multistep process in

which outermost layer virus proteins VP4 and VP7

interact with different cell surface molecules.

Objective. To propose a mechanism for rotavirus entry

to the host cell incorporating the protein disulfide

isomerase (PDI) activity.

Materials and methods. A systematic search for origi-

nal and review literature published from 1990 to 2009 on

rotavirus and cell surface molecules participating in virus

entry process was conducted through the use of electronic

Databases. The analysis of the published results

emphasized the molecular and cellular bases of time and

space interactions between virus proteins and cell surface

attachment and receptor molecules.

Results. We found molecular and cellular bases for

incorporating PDI within a coherent mechanism involving

sequential or alternative paths previous to virus

penetration. A mechanism is proposed in which virus

proteins VP4, VP6 and VP7, and cell surface sialico acid,

integrins, Hsc70, and PDI interact as part of a caveola/

raft-mediated endocytic process that is characterized by

its caveolin and clathrin independence, dynamin

dependence, and sensitivity to cholesterol depletion.

Conclusions. The rotavirus entry mechanism appears

to be a complex multistep process in which the path

using PDI could be a potential target for antiviral agents

reacting with thiol/disulfide groups.

Key words: rotavirus, integrins, heat-shock cognate

protein 70, disulfides, isomerases.

Acosta O, Calderón MN, Moreno LP, Guerrero CA. A

model for the mechanism of entry of rotaviruses into the

host cell. Rev.Fac.Med. 2009; 57: 124-148.

Los rotavirus, pertenecientes a la familia

Reoviridae, están constituidos por partículas

carentes de cubierta lipídica, las cuales contie-

nen un genoma de dsRNA distribuido en 11 seg-

mentos.

Las proteínas estructurales (VP1-VP4, VP6 y

VP7) de la partícula viral se disponen en tres

capas concéntricas. La capa más interna está

constituida por la proteína VP2 y contiene ade-

más el genoma y las proteínas VP1 y VP3. La

VP6, la más abundante e inmunogénica, con-

forma la segunda capa del virión. Las proteínas

de la cápside más externa corresponden a las

proteínas de superficie VP7 y VP4, las cuales

contienen los determinantes del tipo G

(glicoproteína) y del tipo P (proteasa), respecti-

vamente y ambas son el blanco de la acción de

anticuerpos neutralizantes. La VP4 es fragmen-

tada por la tripsina para producir las proteínas

VP5* y VP8* (7, 8, 9, 10). Las partículas virales
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con las tres capas proteicas concéntricas (TLPs)

son infecciosas, mientras que aquellas no infec-

ciosas poseen sólo dos capas (DLPs). El pre-

sente artículo se centra en la consideración de

las interacciones entre las moléculas receptoras

de la superficie de las células MA104 y las pro-

teínas estructurales de partícula rotaviral, apor-

tando como nuevo componente del mecanismo

de entrada de este virus la actividad de óxido-

reducción (redox) de la proteína disulfuro

isomerasa (PDI). Aunque el mecanismo

molecular aquí propuesto recoge resultados pre-

vios de varios laboratorios, se destaca la partici-

pación de la actividad redox, se sugiere la exis-

tencia de posibles vías alternativas para la en-

trada de los rotavirus y se enfatiza la posibilidad

de la utilización de agentes antivirales interfe-

rentes del intercambio de los grupos tiol-disulfuro

durante la etapa más temprana del proceso de

infección.

Material y métodos

Se realizó una búsqueda sistemática de la litera-

tura original y de revisión publicada entre 1990

y 2009 sobre las moléculas rotavirales y de la

superficie de la célula hospedera participantes

en el proceso de entrada de los rotavirus. Se

tuvo acceso a las bases de datos Science Direct,

Jstor, Ebsco, Medline, Pubmed, utilizando las

palabras claves “rotavirus entry”, “rotavirus

integrins”, “rotavirus hsc70”, “virus entry protein

disulfuro isomerase”, “integrin disulfide”,

“rotavirus VP6”, “rotavirus DLP”. Los criterios

de inclusión en la búsqueda de literatura fueron

los siguientes: que la literatura estuviera com-

prendida entre 1990 y 2009; que el aspecto cen-

tral de la literatura estuviera representado por

los receptores o moléculas de superficie de la

célula o por las proteínas de superficie de la par-

tícula viral que toman parte en la interacción vi-

rus-célula durante el proceso de entrada del vi-

rus a la célula hospedera; o que la literatura in-

cluyera propuestas de modelos sobre el meca-

nismo de entrada del rotavirus a la célula hos-

pedera. Las palabras claves utilizadas produje-

ron 207 artículos, de los cuales 98 cumplieron

con los criterios de inclusión. Se citó un total de

142 artículos, incluyendo 44 referidos a los as-

pectos básicos del rotavirus y célula. La unidad

de análisis de la literatura se delimitó especial-

mente a las interacciones virus-célula en el con-

texto del proceso de entrada del rotavirus. Se

destacaron los resultados que permitieran dar

un fundamento celular y molecular a la propuesta

de un mecanismo coherente de entrada del

rotavirus, en el cual se pudiera enfatizar la no-

ción secuencial, simultánea o alternativa de las

interacciones virus-célula, previas a la penetra-

ción del virus.

El modelo original de mecanismo aquí propues-

to sobre la entrada de rotavirus a la célula hos-

pedera tendrá como insumos los resultados con-

tenidos en la literatura original seleccionada de

acuerdo con los criterios de inclusión antes re-

feridos. Estos resultados originales serán resu-

midos en la subsiguiente sección, en donde se

hace evidente la ausencia de la consideración

de la actividad redox de PDI en el mecanismo

de entrada de los rotavirus, ausencia que amerita

la formulación de un nuevo modelo de mecanis-

mo de entrada, en el cual la PDI se constituye

en un elemento central de este nuevo modelo.

Resultados

Fundamentos del mecanismo de entrada

Entrada de virus a la célula. El ciclo de infección

viral incluye varias etapas, entre las cuales el

evento de entrada a la célula constituye la pri-

mera de ellas. Como vías generales de entrada

de los virus a la célula se han descrito la

endocítica y la no-endocítica (11). La primera

de estas vías implica transporte en vesículas
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cubiertas por clatrina o a través de micropino-

citosis y caveolas (12), aunque otros virus utili-

zan vías independientes de clatrina (13,14) o pro-

mueven su internalización al inducir la

polimerización local de actina y agrupamiento

de dinamina en el sitio de entrada (13,15).

La segunda vía comprende el paso a través de

la membrana mediante fusión de membranas,

un evento típico de los virus con cubierta lipídica,

el cual también puede ser utilizado en la vía

endocítica. El proceso de entrada también im-

plica cambios conformacionales en las proteí-

nas estructurales del virus o en las proteínas re-

ceptoras de superficie de la célula, así como la

desestabilización o remoción gradual de las pro-

teínas de la cubierta de la partícula (13). La en-

trada de algunos virus puede ser intensificada

por microdominios lipídicos (“rafts”) (16). Otros

virus pueden entrar a las células a través de

contacto célula-célula (17) y algunos pueden

entrar y salir de las células a través del proceso

conocido como transitosis (18), el cual implica

un transporte vesicular de partículas virales des-

de un lado a otro de la célula.  Las proteínas de

la superficie de las partículas virales determinan

la utilización específica de receptores y el rango

de hospedero del virus. Por lo tanto, la identifi-

cación de las vías de entrada de los virus a la

célula no solo es importante para el entendimiento

de los mecanismos de patogénesis, sino para el

desarrollo de estrategias terapéuticas de inter-

ferencia de la infección viral. En consecuencia,

los mecanismos de entrada de los virus a la cé-

lula se han constituido en un objeto central de

investigación básica con amplias perspectivas

de aplicación terapéutica (19).

Células hospederas de rotavirus y moléculas recep-

toras. Las células hospederas principales de los

rotavirus son los enterocitos diferenciados ma-

duros de las vellosidades del epitelio intestinal,

aunque se puede presentar escape viral desde

el tracto gastrointestinal y producirse viremia con

detección de virus en órganos extra-intestinales

tales como hígado, bazo, pulmón, riñón, páncreas,

timo, vejiga y sangre (20,21,22). In vitro, los

rotavirus parecen tener un rango de tejidos rela-

tivamente amplio, dado que células de origen

renal e intestinal, o líneas celulares transforma-

das derivadas de seno, estómago, hueso y pul-

món son susceptibles a la infección rotaviral (23).

La entrada de los rotavirus a sus células hospe-

deras utiliza receptores de la superficie celular,

los cuales incluyen ácido siálico (SA), integrinas,

hsc70 y PDI (24,25,26). Estos receptores pare-

cen ser utilizados en una forma secuencial para

asegurar una infección exitosa.

Glicoconjugados. El tropismo de los rotavirus se

atribuye a la presencia de receptores en la su-

perficie celular a los cuales se unirían las partí-

culas virales. Se han propuesto como recepto-

res rotavirales glicoconjugados (glicoproteinas

y glicoesfingolípidos) (27 - 33), en los cuales se

ha destacado la unidad de ácido N-acetil

neuramínico o ácido siálico (SA) (34). Relativa-

mente pocos rotavirus animales requieren la pre-

sencia de SA sobre la superficie de la membra-

na celular, mientras que la mayoría son indepen-

dientes de SA (35), dado que el proceso infec-

cioso no se interfiere después de la remoción

del SA con la enzima neuraminidasa (NA).

Sin embargo, estudios de espectroscopia de re-

sonancia magnética nuclear (NMR) sugieren que

el SA es un elemento clave en la unión de

rotavirus tanto sensibles o insensibles al trata-

miento con NA (34). La unión de los rotavirus al

SA tiene lugar a través de los aminoácidos 93 a

208 de VP8* (36). Algunos autores han consi-

derado que la unión a SA no es esencial, debido

a que mutantes independientes de SA derivados

de cepas dependientes de SA son capaces de

unirse eficientemente a la superficie celular y

de producir infección (35,37). Por lo tanto, estos
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autores proponen que en la superficie celular

existe un receptor para las cepas de rotavirus

independientes de SA, el cual también es utiliza-

do por las cepas de rotavirus dependientes de

SA en un segundo evento después de su unión a

SA. Ambos tipos de cepas utilizan a VP5* para

su unión a este receptor (9,38).

Integrinas. Las integrinas son receptores

transmembranales de la superficie celular, con-

formados por proteínas heterodiméricas

(subunidades a y b) ricas en cisteína. Cada

subunidad presenta un dominio extracelular re-

lativamente grande, un domino transmembranal

y una cola citoplasmática corta (39). La unión

de virus o proteínas de la matriz extracelular

(ECM) induce agrupamiento y cambios

conformacionales en la estructura cuaternaria

de las integrinas. Las integrinas han sido impli-

cadas en los eventos de unión, post-unión y en-

trada de rotavirus durante el proceso de infec-

ción. Entre estas integrinas se encuentran α2β1,

α4β1, αxβ2, αvβ3 y α4β7 (23, 40 -  44), las

cuales se han identificado como participantes

en la unión y entrada de los rotavirus del grupo

A a la célula (40-42). Sin embargo, se han re-

portado cepas rotavirales que no requieren de

integrinas para infectar la célula hospedera (45).

Las integrinas actúan como receptores de se-

ñalización bidireccionales, pero también actúan

como receptores o co-receptores celulares de

varios virus, tales como ecovirus (46), virus

coxacki (47), virus de la fiebre aftosa (48),

adenovirus (49) y papilomavirus (50).

La proteína VP4 (VP5*) de rotavirus contiene

la secuencia DGE en la posición 308-310 (43,

40,51), la cual es reconocida por la integrina

α2β1, mientras que la secuencia IDA (aa 538-

540) parece representar un sitio potencial de

unión para la integrina α4β1. Sin embargo, la

integrina α2β1 en sí misma no es responsable

de la unión inicial a la célula en el caso de los

rotavirus dependientes de SA. Es así como la

cepa rotaviral nar3, una mutante independiente

de SA, se une a la célula a través de α2β1, mien-

tras que la cepa RRV se une a esta integrina en

un evento posterior a su unión a SA (37,38). Las

integrinas α4β1 y α4β7 también se han repor-

tado como mediadores de la unión y la

infectividad de algunos rotavirus, siendo VP4

(VP5*) responsable de la unión a α4β1 a través

de la secuencia YGL (44), y VP7 a través de las

secuencias potenciales LDV o LDI (40,44).

Por otra parte, la proteína VP7 contiene la se-

cuencia GPR en los aminoácidos 253-255, con-

formando el ligando de la integrina αxβ2 (40,

42). Se ha podido concluir que αxβ2 estaría im-

plicada en un evento posterior a la unión del virión

a la célula (45). VP7 participa en un evento de

post-unión de acuerdo con la inhibición de la in-

fección producida por anticuerpos dirigidos con-

tra esta proteína estructural (52) y la inhibición

obtenida con los péptidos GPR. Además, VP7

también interacciona con αvβ3 en una etapa de

post-unión, facilitando así la entrada del virus y

la infección (45). Anticuerpos contra las

subunidades αv y β3 de integrina y vitronectina

(ligando de αvβ3) bloquean la infectividad de la

cepa RRV dependiente de SA, de la mutante

independiente de SA (nar3) y de la cepa huma-

na Wa resistente a NA (41).

Sin embargo, no se ha reportado en VP4 o VP7

el motivo RGD, característico de las proteínas

que se unen a la  integrina αvβ3. La compara-

ción de secuencias de las proteínas de superfi-

cie de rotavirus y hantavirus condujo a estable-

cer que estos virus interaccionan con la integrina

αvβ3 a través de una secuencia compartida que

para el caso de VP7 corresponde a

161NEWLCNPMD169, denominada CNP y al-

tamente conservada en la mayoría de las cepas

rotavirales secuenciadas. Un péptido sintético

que incluía esta secuencia fue capaz de inhibir
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la infección con las cepas RRV y nar3, sin alte-

rar la unión del virus a la célula, indicando que la

interacción VP7-αvβ3 ocurre en un paso pos-

terior a la unión del virus a la célula (41,45).

Proteína de choque térmico Hsc70. La proteína

Hsc70 (heat shock cognate protein 70) es la

forma constitutiva de Hsp70, una familia de pro-

teínas inducidas por choque térmico. Hsc70

consiste de dos dominios comunicados

alostéricamente (53): un dominio ATPasa N-

terminal y otro dominio C-terminal que une

como sustrato las cadenas polipeptídicas ex-

tendidas (54). Las funciones de la familia Hsp70

son amplias en los procesos de plegamiento y

el desplegamiento de los polipéptidos durante

la traslocación o después de la desagregación,

durante el ensamblaje y el desensamblaje de

los complejos de las proteínas y en la señaliza-

ción de choque térmico (55).

Típicamente los miembros de la familia Hsp70

se localizan en el núcleocitoplasma, pero algu-

nas de estas proteínas se han encontrado en la

superficie celular (56). Específicamente, Hsc70

se ha detectado en la superficie de las células

MA104 y Caco-2 y su implicación en el proce-

so de entrada de los rotavirus se ha evidencia-

do mediante la inhibición de la infección produ-

cida por anticuerpos anti-Hsc70 (57). La

interacción entre la partícula viral y la Hsc70

ocurre en un evento subsiguiente a la unión del

virus a la célula y es un evento compartido por

las cepas rotavirales sensibles y resistentes a

la NA (57). La interacción entre el rotavirus

RRV y la Hsc70 implica una secuencia de

amino ácidos comprendida ente las posiciones

642 y 649 de VP5* (58). Sin embargo, en la

cepa rotaviral CRW8 esta interacción parece

implicar la secuencia 650-657 de la proteína

VP5* (32). La interacción del rotavirus y Hsc70

en solución parece inducir cambios

conformacionales en las proteínas de superfi-

cie del virus (59). Recientemente se ha sugeri-

do que Hsc70 interacciona durante el proceso

de entrada de los rotavirus con VP6 y VP4

(VP5*) a través las secuencias amino acídicas

280-297 y 531-554, respectivamente (60).

Estos hallazgos también sugirieron la participa-

ción de las DLPs durante el proceso de entrada

debido a que la adición de estas partículas virales

purificadas o de péptidos sintéticos comprendien-

do estas secuencias inhibió la infección de célu-

las MA104 y Caco-2. La posible implicación de

la VP6 de las DLPs tanto in vivo como in vitro

también ha sido propuesta durante el proceso

de entrada de los rotavirus a partir de los resul-

tados obtenidos con fragmentos de anticuerpos

de cadena simple (VHH) derivados de llama y

dirigidos contra la conformación nativa de la VP6

en la partícula viral (61).

Proteína disulfuro isomerasa (PDI). Las tiol

isomerasas conforman una familia de enzimas

localizadas en el retículo endoplásmico (ER)  que

incluyen, entre otras, la PDI, ERp5, ERp57 y

ERp72. Estas enzimas catalizan reducción, oxi-

dación y rearreglos de las cadenas polipeptídicas

nacientes asegurando así la correcta formación

de los enlaces disulfuro (62). Sin embargo, se

ha demostrado que estas enzimas no se encuen-

tran confinadas al ER, sino que también están

presentes en la superficie celular, confiriéndole

a las proteínas presentes en la superficie dife-

rentes estados conformacionales y funcionales

(63). La PDI de la superficie celular hace parte

a su vez de una familia de enzimas de mamífero

denominada genéricamente como familia de las

proteínas disulfuro isomerasa (PDI), las cuales

comparten características estructurales y de

secuencia y la capacidad de catalizar la forma-

ción de enlaces disulfuro, su reducción o inter-

cambio; Además de esta actividad redox y de

isomerasa, estas enzimas poseen actividad de

chaperona (64,65).
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La familia de las enzimas PDI pertenece a la

superfamilia de enzimas tioredoxina, la cual in-

cluye las tioredoxinas y las glutaredoxinas huma-

nas (64). Las PDIs poseen uno o más dominios

relacionados con la tioredoxina del citoplasma,

presentando al menos un dominio que contiene la

actividad redox alojada en el tetrapéptido CXXC

(65). La PDI de la superficie celular es secretada

por varios tipos de células, asociándose luego a la

superficie celular mediante interacciones

electrostáticas o a través de otras proteínas (67,

68, 69). PDI se desprende fácilmente de la mem-

brana celular y es rápidamente remplazada por

nuevas moléculas provenientes del interior de la

célula (70). La PDI asociada a la membrana ce-

lular se ha encontrado en varios tipos de células

tales como células endoteliales, hepatocitos, cé-

lulas pancreáticas, linfocitos, plaquetas y células

cancerosas (63,71).

Se ha demostrado que la integrina αIIbβ3
 
es-

pecifica de la superficie celular de plaquetas

pose actividad endógena de tiol isomerasa en

ensayos libres de células. Esta actividad se

deriva de la presencia del motivo tetrapeptídico

CXXC en cada una de las repeticiones ricas

en cisteínas de los polipéptidos β3
 
(72). Este

motivo comprende el sitio activo de enzimas

implicadas en reacciones de intercambio tiol-

disulfuro, las cuales incluyen la PDI y las

tioredoxinas. Actividad intrínseca tiol isomerasa

también se ha encontrado en la integrina αvβ3,

la cual comparte la subunidad común β3 (72).

Las integrinas αIIbβ3
 
y α2β1 se han identifi-

cado como sustratos de PDI de la superficie

celular (71,73).

La PDI de la superficie celular de plaquetas

regula su agregación y adhesión dependiente

de integrinas (73,74), lo que ha conducido a su-

gerir que su mecanismo implica las cisteínas

extracelulares de la subunidad β de las

integrinas. Se ha demostrado que la exposición

de células endoteliales a iones de Mn++ induce

la aparición de grupos tiol en la membrana ce-

lular, los cuales pueden ser encontrados en PDI

y en la integrina αvβ3, co-localizadas en la su-

perficie celular. Además, la exposición a este

ion induce la formación de complejos

estequiométricos de PDI/αvβ3 (75). La acti-

vidad regulatoria de la PDI en el complejo con

αvβ3 induce la conversión de la integrina a su

estado de alta afinidad competente para unir

ligandos. Varias observaciones indican que la

unión del ligando a integrinas induce cambios

conformacionales asociados a intercambio de

enlaces disulfuro dentro de la integrina (76).

La PDI de la superficie celular ha sido implica-

da en la reducción de los enlaces disulfuro del

heterodímero de la toxina diftérica (77) y en el

desencadenamiento de la entrada del virus de la

inmunodeficiencia humana (HIV) a las células

linfoides (78). Otros miembros de la superfamilia

de proteínas tioredoxina, como la glutatio-

redoxina-1, han sido sugeridos como participan-

tes en la reacción redox asociada a la entrada

de este virus (79,80). En el proceso de entrada

del HIV a las células linfoides humanas se ha

encontrado que la PDI de la superficie celular

se une al receptor CD4 en la proximidad del

sitio de unión de la glicoproteína gp120 de la

cubierta lipídica del virus, facilitando así la re-

ducción de enlaces disulfuro de gp120 (78,81).

Con relación al ensamblaje de los rotavirus, la

VP7 es una glicoproteína residente del ER con

una orientación luminal necesaria para el ensam-

blaje sobre la superficie de las DLPs. Se ha en-

contrado que la PDI interacciona con la VP7

glicosilada para asegurar la formación y el ple-

gamiento correctos de la VP7 en el ER, y

consecuencialmente la ocurrencia del ensam-

blaje viral (82). El silenciamiento de la expre-

sión de chaperonas del ER, entre ellas la PDI,

interfiere la formación o el rearreglo de los en-
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laces disulfuro de la VP7 y la formación de TLPs

(83). Se ha demostrado que la interferencia en

la formación de los puentes de disulfuro en la

VP7 afecta la formación de partículas virales

infecciosas debido al bloqueo en el ensamblaje

de la capa más externa del virion (84).

Hallazgos previos relacionados con proteínas de

membrana con potencialidad de interacción con

rotavirus sugirieron la participación de la PDI

en el proceso de infección (85). Recientemente

se reportó la inhibición de la infección rotaviral

mediante el tratamiento previo de células MA104

con inhibidores del intercambio tiol-disulfuro ta-

les como bacitracina y DTNB [5,5-dithio-bis-

(2-nitrobenzoic acid)]. Dado que estos inhibidores

no son transportados a través de la membrana

celular, se sugirió la participación de la PDI de

la superficie celular en el proceso de entrada de

los rotavirus (26). Ensayos de biotinilación con

reactivos que no permean la membrana celular

y análisis de citometría de flujo (FACS) confir-

maron la presencia de PDI en la superficie de la

célula. La especificidad del bloqueo de la infec-

ción con bacitracina y DTNB se confirmó con

la adición de anticuerpos anti-PDI o de péptidos

sintéticos correspondientes a VP4 y VP7 que

contenían cisteínas en su secuencia, los cuales

inhibieron significativamente la infección con

rotavirus RRV (26).

El análisis de co- inmunoprecipitación sugirió que

PDI  se encuentra asociada en “rafts” con

Hsc70 y αvβ3, mientras que un ensayo de unión

indicó que la interferencia de la infección con

inhibidores del intercambio tiol-disulfuro o con

anticuerpos anti-PDI no afecta la unión de las

partículas virales a la superficie celular, sugiriendo

la participación de PDI (o de otra actividad

enzimática similar) en un evento de post-unión

durante la entrada del rotavirus (26). En estos

estudios también se demostró in vitro la

interacción directa entre de PDI y TLPs, la cual

se vio interferida por inhibidores de grupos tiol

(bacitracina).

Microdominios lipídicos. Los “rafts” son

operacionalmente definidos como microdominios

de membrana celular resistentes a detergente y

enriquecidos en colesterol y glico-esfingolípidos,

dentro de los cuales se concentran proteínas aso-

ciadas. Existe evidencia de la heterogeneidad de

los “rafts”, los cuales tienen diferencias en com-

posición lipídica, protéica, en funciones y en pro-

piedades físicas (86,87,88). Se asume que los

“rafts” funcionan como plataformas para el an-

claje de proteínas de señalización y receptores, y

además para la recepción de virus con envoltura

o sin envoltura lipídica (16, 89,90). Se ha sugerido

que microdominios lipídicos de membranas ricos

en esfingolípidos y colesterol podrían estar impli-

cados en la entrada de los rotavirus (41,91 - 93).

La unión de los rotavirus a la célula parece de-

pender de gangliósidos como se ha deducido del

bloqueo parcial de la infectividad producido por

inhibidores de la síntesis de glicolípidos (29). Re-

cientemente se ha demostrado la participación del

colesterol en el ensamblaje de las partículas

rotavirales en células tratadas con lovastatina (94).

Cambios conformacionales. Cambios conforma-

cionales en las proteínas estructurales de virus

con cubierta lipídica o sin ella se han encontrado

asociados a los eventos de entrada del virus a la

célula. En virus con cubierta lipídica, como en el

caso de HIV se ha demostrado que las proteí-

nas gp120 y gp141 de la cubierta sufren cam-

bios conformacionales mayores durante el pro-

ceso de entrada (95). Se han reportado cambios

conformacionales en la proteína de las espículas

de coronavirus debidos al contacto con sus re-

ceptores (96), o en las glicoproteínas de la cu-

bierta lipídica de la partícula viral de

ortomixovirus y paramixovirus debidos a la re-

ducción de enlaces disulfuro (97). Reacciones

redox, la acción de proteasas o variaciones de
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pH también han sido reconocidas como causas

de la inducción de cambios conformacionales

en las proteínas de fusión de virus con cubierta

lipídica (98 - 100).

En el caso de virus carentes de cubierta lipídica,

tales como adenovirus, reovirus, virus adeno-

asociados y poliovirus, también se ha evidencia-

do cambios conformacionales durante la

interacción con sus receptores celulares (101-

104). Cambios conformacionales se ha demos-

trado en rotavirus como consecuencia del clivaje

de VP4 con tripsina (7,20,105). En el modelo de

múltiples pasos propuesto para rotavirus se ha

sugerido cambios conformacionales en las pro-

teínas de la partícula viral durante los eventos

de unión y post-unión (105). Esta hipótesis se ha

visto fortalecida por los estudios cristalográficos

de un fragmento de VP5*, los cuales indican

que esta proteína modifica su estructura al re-

traerse sobre sí misma, pasando de una estruc-

tura dimérica a una trimérica, para permitir su

interacción con la membrana celular a través de

la exposición de un dominio hidrofóbico (106,

107). Experimentos en solución conducidos para

esclarecer la interacción de Hsc70 con las pro-

teínas de la cápside externa del rotavirus, per-

mitieron sugerir la ocurrencia de cambios

conformacionales detectables producidos en las

proteínas virales como consecuencia del con-

tacto con esta chaperona (59,105).

Aproximaciones al proceso de entrada de

múltiples pasos

Aunque se han propuesto varias moléculas re-

ceptoras para los rotavirus, permanece en me-

dio de controversia el mecanismo por medio del

cual entran los rotavirus a la célula (93,105,91).

El primer contacto del rotavirus con la superfi-

cie celular implica la participación de moléculas

sensibles o resistentes a neuraminidasa, depen-

diendo de la cepa viral. Se han propuesto entre

estas moléculas de la célula a los gangliosidos

GM1 y GM3, y la integrina α2β1 (9,30,45). In-

dependientemente de la molécula utilizada para

la unión inicial a la célula, los rotavirus después

de interaccionar con la integrina α2β1 utilizan la

integrina αvβ3 y la proteína hsc70 como recep-

tores de post-unión (41,57), así como la integrina

αxβ2 (40,41). La proteína VP4 es responsable

por la unión inicial del virus a la célula (108) y

también por los eventos de post-unión que impli-

can a α2β1 (23) y hsc70 (58), mientras que la

VP7 interacciona con las integrinas αvβ3 y αxβ2

en una etapa de post-unión (45).

Penetración del rotavirus a la célula

El proceso de entrada de los virus a la célula

hospedera termina finalmente con la penetra-

ción de la partícula viral al interior de la célula.

Se ha sugerido que el rotavirus podría penetrar

directamente o por endocitosis mediada por re-

ceptor (109,110). Tratamientos interferentes de

la endocitosis mediada por clatrina o caveolina

no tuvieron efecto sobre la infección con

rotavirus, mientras que ésta fue inhibida por el

secuestro del colesterol de la membrana o por

la expresión de un mutante dominante negativo

para dinamina, una GTPasa implicada en la es-

cisión de las vesículas formadas de novo (25,

111). La dinamina se organiza en estructuras

tubulares ordenadas helicoidalmente, las cuales

se constriñen por la adición de GTP, conducien-

do a su vez a la constricción de los cuellos de las

invaginaciones de la membrana y a la fisión

(excisión) de las vesículas (112,113).

Las caveolas son pequeñas invaginaciones de

la membrana plasmática, de 50-100 nm de diá-

metro, estabilizadas por caveolina asociada a

ciertos microdominios lipídicos (“rafts”) ricos en

colesterol y esfingolípidos. Sin embargo, se ha

sustentado que las caveolas y los “rafts” son
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internalizados como parte de una vía endocítica

común denominada endocitosis dependiente de

caveola/raft, caracterizada por su independen-

cia de clatrina, dependencia de dinamina y sen-

sibilidad a la depleción de colesterol (114,115).

Se debe destacar que aún en la ausencia de

caveolina, la internalización de “rafts” involucra

la invaginación y la gemación de estructuras

vesiculares ricas en colesterol y esfingolípidos

(114). Se ha documentado endocitosis depen-

diente de caveola/”raft” e independiente de la

expresión de caveolina  (116-118). Es posible la

existencia de múltiples vías endocíticas depen-

dientes de caveola/”raft” y variadas formas de

reclutar ligandos y receptores para posibilitar el

ingreso endocítico de ligandos o virus (13,114).

Recientemente se ha propuesto un mecanismo

de entrada de rotavirus que implica endocitosis

dependiente de caveola/“raft”, independiente de

clatrina y caveolina, dependiente de dinamina y

sensible a la depleción de colesterol (105,114, 115).

Tanto el mecanismo de penetración directa o el

mediado por endocitosis, implican que las partí-

culas virales infecciosas (TLPs) deben despojar-

se durante el proceso de entrada de las proteínas

de la capa externa para generar las DLPs

transcripcionalmente activas. Se ha sugerido que

las concentraciones diferenciales de Ca++ en el

medio intracelular y extracelular podrían desen-

cadenar el evento de generación de DLPs (119,

120). Estas concentraciones diferenciales de Ca++

y los efectos experimentales in vitro de Ca++ so-

bre VP7 han conducido a concluir que tanto la

formación de la capa mas externa de la partícula

viral como su remoción durante el proceso de

entrada se encuentran mediadas por cambios

conformacionales en VP7 dependientes de Ca++

(121). La interferencia de la infección mediante

el tratamiento con bafilomicina A1, un inhibidor

de la ATPasa de la bomba vacuolar de protones y

la capacidad de la proteína soluble de la superfi-

cie del rotavirus para permeabilizar la membra-

na, han conducido a proponer que la entrada de

los rotavirus implica un mecanismo endocítico

sensible a las concentraciones de Ca++ y depen-

diente de clatrina (122).

En este mecanismo endocítico la partícula se

ubicaría en el endosoma donde las proteínas de

la cápside externa serían solubilizadas como

consecuencia de la disminución de la concen-

tración de Ca++ ocasionada por la ATPasa de la

bomba vacuolar de protones. La acidificación

producida en el endosoma por esta ATPasa se

encuentra acoplada a la pérdida de concentra-

ciones de Ca++ en el endosoma (123). La

permeabilización de la membrana endosomal

facilitaría la liberación de las DLPs en el cito-

plasma (122,124). Sin embargo, en este modelo

se han resaltado algunos aspectos en conflicto

relacionados con la endocitosis dependiente de

clatrina, dado que la interferencia del ensambla-

je de clatrina no afecta la infección de rotavirus

(105,111). Además, se ha encontrado que la

bafilomicina A1 no solo inhibe la ATPasa de la

bomba de protones, sino que también afecta otras

funciones celulares utilizadas por virus (105,125).

Construcción del modelo del mecanismo de

entrada

El mecanismo de entrada de los rotavirus a la

célula hospedera parece estar compuesto por

múltiples interacciones que ocurren entre las

proteínas estructurales del virión y moléculas

receptoras de la superficie celular (24,25,105).

Los hallazgos experimentales indican que al

menos tres de las interacciones virus-célula tie-

nen lugar en un orden secuencial (126), en el

cual cepas dependientes de SA como RRV se

unen inicialmente a la unidad de SA antes de su

unión a la integrina α2β1, mientras que cepas

independientes de SA, como la mutante nar3 de

RRV, se unen directamente a α2β1 (9,37). El

análisis de unión y post-unión para los rotavirus
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RRV, nar3, Wa y SA11 reveló que estas cepas

interaccionan con las integrinas α4β1, αxβ2 y

αvβ3 después de su unión a α2β1 (41,45), de

acuerdo con el bloqueo de la infección produci-

do por anticuerpos dirigidos contra las integrinas

α4β1, αxβ2 y αvβ3, o por ligandos específicos

de  esta última, sin afectarse la unión del virus a

la célula. Los estudios de la implicación de la

Hsc70 en la entrada de los rotavirus, utilizando

metodologías similares a las citadas para las

integrinas, han conducido a conclusiones simila-

res en términos de su participación en un evento

de post-unión necesario para el proceso de in-

fección mas no para el evento de unión inicial a

la célula (57,58,60).

La participación de la PDI de la membrana ce-

lular en un evento de post-unión (26) estaría

añadiendo otra molécula al catalogo de molécu-

las previamente reportadas como implicadas en

el proceso de entrada de los rotavirus (25,105).

Adicionalmente, la Hsc70 de la superficie celu-

lar estaría extendiendo su participación al

interaccionar con VP4, a través de un nuevo

motivo, y con VP6 cuando ésta hace parte de

DLPs (60). Esto nuevos hallazgos conducirían

a hacer más complejos los eventos de post-unión.

A la utilización secuencial de SA y α2β1 segui-

ría la interacción de la partícula rotaviral con

Hsc70, las integrinas αxβ2, αvβ3 (25,105) y

α4β1 (44) y PDI (26) en un orden aun no esta-

blecido. Los contactos subsiguientes de la partí-

cula viral con los receptores adicionales propues-

tos no se encuentran esclarecidos con relación

a su posible orden secuencial, su utilización al-

ternativa o su naturaleza molecular.

Después de la interacción del virus con SA y

integrina α2β1, las interacciones entre las pro-

teínas estructurales del virion y los receptores

celulares propuestos incluyen de una parte VP4,

VP7 y VP6 (DLPs), y de otra parte Hsc70, PDI

e integrinas α2β1, α4β1, αxβ2 y αvβ3.

Adicionalmente, se ha evidenciado la co-

immunoprecipitation de PDI, Hsc70, integrina

αvβ3 y partículas rotavirales presentes en

microdominios lipídicos (“rafts”) (23), en con-

diciones en las cuales el componente lipídico

ha sido removido. Esta concurrencia o asocia-

ción en “rafts” sugiere la posibilidad de la

interacción  física y específica (directa o indi-

recta) proteína-proteína entre las proteínas del

virion y los receptores celulares, así como de

éstos entre sí. De hecho, se ha reportado que

algunas integrinas son sustrato de la PDI de la

superficie celular (71,73,75). Aunque la PDI

clásica carece del dominio J, propio de algunas

PDIs que reclutan y estimulan proteínas de la

familia Hsp70 (65, 127), no se podría descartar

que actividades de tiol isomerasa de la mem-

Molécula de Proteína de la Etapa del proceso Estructura de la Referencias

Superficie partícula viral de entrada partícula viral

SA/gangliósido VP4(VP8*) Unión TLP (30,33-36)

α2β1 VP4(VP5*) Unión/postunión TLP (37,38)

α4β1 VP4(VP5*) Postunión TLP (40,44)

α4β7 VP4(VP5*)/VP7 Postunión TLP (40,44)

αxβ2 VP7 Postunión TLP (40,42,45,52)

αvβ3‡ VP7 Postunión TLP (41,45)

Hsc70 VP4(VP5*)/VP6 Postunión TLP/DLP (32,57-60)

PDI VP4/VP7 Postunión TLP (26)

Tabla 1. Moléculas de la superficie celular y proteínas virales implicadas en el proceso de entrada de rotavirus

  ‡ αvβ3 es un sustrato potencial de PDI.
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brana distintas a la PDI pudieran actuar even-

tualmente sobre Hsc70. Con fundamento en la

información antes referida, se amplía el mode-

lo de trabajo sobre el mecanismo de entrada

del rotavirus a la célula hospedera, en términos

del número de moléculas participantes y sus

interacciones, como se ilustra en la figura 1.

Las interacciones entre las moléculas de la

superficie celular y las proteínas de la partícula

viral son resumidas en la tabla 1. En el modelo

aquí propuesto, las cepas rotavirales sensibles a

NA se unirían inicialmente a un receptor que

contiene la unidad de SA, para lo cual utilizarían

el dominio VP8* de  VP4 cuyo sitio de unión se

encuentra localizado en el extremo de las cabe-

zas globulares diméricas de VP4 (128, 129). Este

evento de unión inicial a SA puede ser omitido,

como en el caso del mutante nar3, en el cual el

Figura 1. Interacciones entre proteínas de la partícula viral y moléculas de la superficie de la célula hospedera. De

acuerdo con los resultados descritos en las secciones precedentes, se ilustra el catálogo de interacciones entre las

proteínas virales VP4 (VP5* y VP8*), VP7 y VP6 (DLP) y las moléculas de la superficie celular ácido siálico (SA) (muy

probablemente haciendo parte de un gangliosido) (30, 33), Hsc70, Integrinas (α2β1, α4β1, αxβ2 y αvβ3) (25, 44)

y PDI (26). Se ilustra además la insinuación de una invaginación (caveola/“raft”) en la membrana celular, la cual

sería prerrequisito para la unión del virus o, alternativamente, la unión del virus promovería su formación y el

reclutamiento y/o disposición especifica de al menos algunas de las proteínas receptoras asociadas al “raft”. (Cons-

trucción colectiva de los autores con base en la literatura citada. Diseñador gráfico: Felipe Guaque).
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dominio de unión de VP8* a SA ha sido afecta-

do conformacionalmente por substitución de un

aminoácido (130). En este caso, el virus transi-

taría directamente a un segundo receptor repre-

sentado por la integrina α2β1 (9). Las cepas

dependientes de SA experimentarían un cambio

conformacional en VP4 como consecuencia de

su interacción con SA a través del dominio VP8*,

lo que capacitaría a la partícula viral para

interaccionar con el segundo receptor (integrina

α2β1) a través del domino VP5* de VP4, de

manera similar a como lo hacen las cepas natu-

ralmente independientes de SA, las cuales se

unen inicialmente a la célula a través de la

interacción VP5*-α2β1.

Sin embargo, modelos derivados de estudios

cristalográficos de un fragmento de VP5* (107)

permiten sugerir que el clivaje de VP4 con

tripsina sería determinante en generar cambios

conformacionales que capacitarían los produc-

tos (VP8*y VP5*) de este clivaje para

interaccionar con sus respectivos receptores. En

estos mismos estudios, Dormitzer y colaborado-

res (107) introducen la hipótesis de un evento

desconocido que propiciaría la dimerización de

VP5*, lo cual sería seguido por la trimerización

de VP5*, la liberación de VP8* y el retro-ple-

gamiento (“folding-back”) de VP5*. Estos

rearreglos conformacionales transicionales se

asemejarían a los presentados en las proteínas

de fusión de membrana de los virus con cubier-

ta lipídica. Se ha propuesto como hipótesis la

participación de Hsc70 en los cambios

conformacionales de la glicoproteína E de fu-

sión de membrana del virus de la encefalitis ja-

ponesa (JEV), un virus con cubierta lipídica. La

Hsc70 no sólo jugaría papel importante en an-

clar este virus a la membrana, sino que modifi-

caría los cambios conformacionales de la tran-

sición de la forma dimérica a la forma trimérica

de esta proteína (131). La hipótesis del funcio-

namiento de Hsc70 como un receptor de pene-

tración que media la entrada de JEV se ha visto

soportada por los parches (regiones) hidrofóbicos

presentes en Hsc70 que habilitarían su

interacción con la membrana (131,132).

A partir de otros estudios se ha sugerido que VP5*

unida a la integrina α2β1 podría adoptar un cam-

bio conformacional asociado a su trimerización,

proponiéndose la ocurrencia de cambios

conformacionales y activación de esta integrina

como requisitos previos a la unión de VP5* (45,

51). De sucederse esta secuencia de eventos

en condiciones in vivo, sería interesante consi-

derar la posible participación de

Hsc70 y PDI en los cambios conformacionales

asociados a estos eventos asumidos como parte

del mecanismo de desestabilización de la mem-

brana de la célula hospedera. Y si la eventual

participación de la actividad redox/chaperona se-

ria concomitante con la interacción VP4 (VP5*)-

α2β1 o posterior a ella. Como se señaló ante-

riormente, α2β1 es sustrato de la PDI de la su-

perficie celular de plaquetas y su activación im-

plica generación de de grupos tiol (71- 73).

Se ha reconocido que las chaperonas del tipo

Hsp70/Hsc70 comúnmente interaccionan con

regiones hidrofóbicas de proteínas para facilitar

el desensamblaje de complejos de proteínas en

una forma dependiente de ATP (133). Aunque

Hsc70 interacciona con VP4 a través de los

dominios aa 642-658 (58) y aa 531-554 (60), el

dominio hidrofóbico potencialmente fusiogénico

de VP5* (aa 385-404) podría ser un sustrato

potencial de Hsc70.

La interacción de Hsc70 con TLPs en solución

parece producir cambios conformacionales en

VP5* y VP7, de acuerdo con la modificación

de las reactividades de estas proteínas a

anticuerpos monoclonales, y por los efectos di-

ferenciales de la temperatura y el pH sobre la

infectividad (59). Sería informativo determinar
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si los efectos conformacionales de Hsc70 en

solución sobre VP7 son directos o consecuen-

ciales de la unión con VP4. En conjunto, las an-

teriores consideraciones conducen a formular

la hipótesis de que la interacción post-unión del

rotavirus con HSc70 facilitaría la generación de

cambios conformacionales en VP5* que  le per-

mitirían asumir su forma trimérica desestabili-

zadora de la membrana celular o de la vesícula

endocítica. La presencia de VP4 en “rafts” de

células Caco-2, donde participaría en los even-

tos finales de ensamblaje de la partícula viral

(134) y la actividad lipofílica de VP5* residente

en su dominio hidrofóbico y causante de

permeabilización en ensayos en membranas

bacterianas (135), son indicativas de la afinidad

de VP4 por la membrana celular y fortalecen la

semejanza entre esta proteína y aquellas proteí-

nas implicadas en la fusión de membrana de vi-

rus con cubierta lipídica (107). Además, VP7 es

una proteína residente del ER con capacidad de

desorganizar membranas (136).

La reversión, en alguna medida, del evento de

ensamblaje de TLPs, podría proponerse dentro

del mecanismo de entrada con respecto a la

generación de DLPs a partir de la remoción de

VP4. Esta remoción, y la de VP7, generaría una

superficie hidrofóbica que facilitaría el proceso

de entrada de las DLPs transcripcionalmente

activas al citoplasma a través de la membrana

celular o de la membrana de la vesícula

endocítica, de manera similar a como las DLPs

ensambladas en inclusiones citoplasmáticas son

luego translocadas al ER, donde adquieren tran-

sitoriamente una cubierta lipídica (137).

El orden en el ensamblaje de VP4 y VP7 para

generar TLPs a partir de DLPs (134) no parece

coincidir con el orden de su remoción en el pro-

ceso de entrada (107). El orden y la localización

del ensamblaje de VP4 in vivo continúan sien-

do objeto de controversia (138), aunque el or-

den que permite obtener un recubrimiento efi-

ciente in vitro de las DLPs se encuentra a fa-

vor de la hipótesis de que in vivo VP4 precede

la unión de VP7 (138).

La unión del virión a la superficie celular y los

eventos de post-unión parecen implicar cam-

bios conformacionales y eventos de óxido-re-

ducción, los cuales podrían ser conseguidos con

la contribución de las actividades de chaperona

y redox/isomerasa presentes en Hsc70, PDI o

aún en integrinas como αvβ3 (actividad tiol-

isomerasa). Las dos proteínas de la cápside

externa (VP4 y VP7) poseen enlaces disulfuro.

VP4 de muchos rotavirus animales dependien-

tes de SA contiene cinco cisteínas en las posi-

ciones 203, 216, 318, 280 y 774. En particular,

en la cepas simianas RRV y SA11 se han iden-

tificado dos enlaces disulfuro en VP4, uno en

el dominio VP8* (Cis-203/Cis-216) y otro en

el dominio VP5* (Cis-318/Cis-380) (139). En

variantes de RRV independientes de SA se han

podido determinar tres mutaciones puntuales

en VP4, una de las cuales corresponde al cam-

bio Tir→Cis en la posición 267.

En el caso de la variante gp18, la presencia de

esta cisteína adicional permite la formación de

un enlace disulfuro alternativo (Cis-267/Cis-

318) en el dominio VP5* de VP4 (92), el cual

puede coexistir con el enlace disulfuro Cis-318/

Cis-380. Se ha sugerido que la presencia de

estos enlaces disulfuro en el dominio VP5* de

las variantes independientes de SA podría con-

tribuir al aseguramiento de cambios

conformacionales favorables para la

interacción de esta proteína con el primer re-

ceptor (integrina α2β1) de la superficie celular

para este tipo de cepas (92).

Con base en lo anterior, y en que PDI parece

interaccionar con VP4, de acuerdo con la inter-

ferencia de la infección producida por péptidos
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sintéticos de VP4 potenciales substratos de PDI

o por anticuerpos dirigidos contra estos péptidos

(26), se podría especular que PDI estaría redu-

ciendo los enlaces disulfuro de VP4 (VP8* o

VP5*) o produciendo cambios conformacionales

en esta proteína a través de su actividad de

chaperona, con dos consecuencias: 1- promover

la separación de VP8*, y 2- disminuir la afinidad

de VP5* por la integrina α2β1 para contribuir a

hacer irreversible la vía de entrada del virus.

Como se indicó anteriormente, VP7 requiere la

obtención de un estado oxidado (formación de

enlaces disulfuro) para constituir partículas virales

viables, de acuerdo con resultados derivados del

tratamiento de células infectadas con agentes

reductores (84).

Se asume que el enlace disulfuro (s) de VP7

juega un importante papel estructural y funcio-

nal en esta proteína, tanto para su ensamblaje

como para su interacción con los receptores de

la célula. Los enlaces disulfuro de VP7 estarían

contribuyendo a  la adecuada tridimensionalidad

de dominios dependientes de conformación para

la interacción con receptores (Hsc70, PDI,

Integrinas). La interacción entre VP7 y PDI ha

sido recientemente sugerida (26).

Por otra parte, la condición reducida de la VP7

del ER (136) parece ser desfavorecida para

hacer parte de las TLPs maduras, lo que condu-

ciría a suponer que la reducción de enlaces

disulfuro de la VP7 de la partícula viral promo-

vería su desprendimiento y aumentaría su afini-

dad por membranas o ambientes hidrofóbicos.

Algunas de las regiones de las proteínas VP4 y

VP7 que interaccionan con los receptores han

sido identificadas y no solo es posible que la se-

cuencia primaria esté implicada en el reconoci-

miento sino también las características

conformacionales y probablemente el enlace

disulfuro, sustrato potencial de la actividad tiol-

isomerasa de PDI.

La actividad redox de PDI, entendida en su con-

cepto bidireccional, actuaria predominantemen-

te como oxidante (formando enlaces disulfuro)

en el ER para propiciar el estado conformacional

adecuado de VP7 para la generación (ensam-

blaje) de TLPs intracelularmente. Por otra par-

te, el evento de entrada del rotavirus a la célula

podría implicar en alguna medida la reversión

del proceso de desensamblaje, bajo la conside-

ración de que en la superficie celular PDI pre-

domina con su capacidad reductora y que la

posible generación de grupos tiol en VP7 y VP4

contribuiría al desensamblaje de las TLPs y a la

capacitación de estas proteínas para su

interacción secuencial con los receptores de la

superficie celular.

El hallazgo en plaquetas que la integrina β3 es

sustrato de PDI y que, de otra parte, se ha en-

contrado que estas dos proteínas están asocia-

das en “rafts” en las células MA104, permitiría

proponer que PDI podría estar capacitando a la

integrina (mediante la generación de grupos tiol)

para interaccionar con la partícula viral a través

de VP7. No se podría excluir que alternativa-

mente PDI con su actividad tiol-isomerasa o de

chaperona pudiera estar capacitando a VP7,

mediante reducción de enlaces disulfuro o me-

diante cambios conformacionales, respectiva-

mente, para interaccionar con integrinas (αxβ2/

αvβ3), o para su posible remoción antes de que

VP4 clivada (VP8* y VP5*) se desprenda de

VP6 (DLP) (107).

En cualquier caso, parece plausible que la

interacción de VP7 con las integrinas tenga su

mayor significado en eventos de señalización

propios de la inducción de la internalización

endocítica dependiente de receptor. En el caso

de que la interacción inicial de PDI se realizara

con VP4, se podría postular (además del posible

efecto de disminución de su afinidad por la

integrina α2β1) que una eventual reducción de
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Figura 2. Modelo del mecanismo de interacción del rota-

virus con las moléculas de la superficie de la célula hospe-

dera. El proceso de entrada del rotavirus es descrito dentro

del concepto de interacciones secuenciales virus-receptor

(24,25), y como parte de un evento dependiente de un micro-

dominio lipídico caveola/“raft”, independiente de clatrina y

caveolina, dependiente de dinamina y sensible a la depleción

de colesterol. Los rotavirus dependientes de ácido siálico

(SA) interaccionarían en un evento inicial de unión a través

del dominio VP8* de VP4 con un receptor que contiene SA

(a) (muy probablemente un gangliosido) (30, 33). Esta inte-

racción produciría un cambio conformacional en VP4, ca-

pacitándola para unirse al dominio I de la subunidad a de la

integrina α2β1 (44, 45), a través del dominio VP5* de VP4

(43, 51) (b). Las cepas independientes de SA se unirían di-

rectamente a α2β1. La unión de VP4 (VP5*) a α4β1 ocurri-

ría de manera subsecuente a la unión a α2β1. La secuencia

de eventos subsiguiente no está aun establecida, pero algu-

nos de los eventos probables son propuestos en el presente

modelo. En un evento simultáneo o secuencial, VP4 (c) y

VP7 (d) experimentarían cambios conformacionales pre-

vios a su interacción con la membrana celular y a su des-

prendimiento de la TLP. Hsc70 y PDI contribuirán a estos

cambios conformacionales, facilitando que VP4 (VP5*), una

vez desprendido el dominio VP8*, se asocie con la membra-

na celular (c). PDI con su actividad redox induciría a la

integrina av²3 a un estado de alta afinidad por VP7 (d), y

PDI, simultánea o alternativamente, con su actividad redox,

de isomerasa o de chaperona produciría en VP7 rearreglos

conformacionales que permitirían la exposición de VP6 y su

interacción con Hsc70 (60) (d). En una etapa subsiguiente,

las proteínas VP4, VP7 y VP6 conformacionalmente modifi-

cadas, serían compartamentalizadas en una vesícula endo-

cítica mediante la constricción o fisión producida por la

dinamina (111) (e). Dentro de las vesículas internalizadas,

las proteínas VP4 (VP5*) y VP7 se separarían de la partícu-

la viral para generar la DLP y para desestabilizar la mem-

brana de la vesícula, siguiendo dos rutas alternativas o

complementarias (f, g): estas proteínas se  desprenderían

de la partícula viral como consecuencia de  los cambios

conformacionales previos (f), o como consecuencia de la

reducción de la concentración de Ca++ en el interior de la

vesícula (105, 122, 124), debida a la actividad de la ATPasa

de la bomba vacuolar de protones (g). Las proteínas VP4

(VP5*) y VP7 desestabilizarían la membrana de la vesícula

(h) para facilitar la salida de la DLP al citoplasma en su

condición transcripcionalmente activa (i).  (Construcción

colectiva de los autores con base en la literatura citada.

Diseñador gráfico: Felipe Guaque).
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su enlace disulfuro presente en el dominio VP5*

podría facilitar su interacción con Hsc70, la cual

a su vez podría imprimirle cambios

conformacionales adicionales necesarios para

las subsiguientes interacciones del virus con

otros receptores o para la desestabilización de

la membrana. También cabe considerar el po-

sible papel de PDI o Hsc70 en la facilitación

del desprendimiento de VP4 (VP5*) de VP6.

La participación de Hsc70 en la entrada de los

rotavirus se vería aun más justificada teniendo

en cuenta su interacción con VP6 (DLPs) (60),

posiblemente en un evento de post-unión muy

posterior, cuando el acceso a VP6 sea facilitado

por cambios conformacionales ocurridos en VP7

o por el eventual desensamblaje de VP4 y VP7,

o alternativamente, en un evento necesario para

el desensamblaje al menos de VP4 de VP6

(DLP). No es claro en el momento si la libera-

ción de VP4 de VP6 (DLPs) implica cambios

conformacionales adicionales en VP4 o VP6, o

en ambas proteínas y cuál sería el orden tempo-

ral de estos cambios, que finalmente generarían

las DLPs transcripcionalmente activas.

Como parte del proceso endocítico, se debe asu-

mir la necesidad de la insinuación de caveolas/

rafts independientes de caveolina presentes pre-

viamente (prontamente o transitoriamente for-

madas) en la membrana plasmática para la unión

inicial del virus. Esta unión del virus podría pro-

mover el reclutamiento de receptores adiciona-

les o su asociación en el “raft” con una geome-

tría particular dinámica coherente con potencia-

les eventos físicos y bioquímicos secuenciales o

alternativos.

Se hace necesario entonces delimitar los even-

tos de interacción virus-célula que ocurrirían

antes y después de la excisión (fisión) de la ve-

sícula endocítica como consecuencia de la cons-

tricción producida por la dinamina. La afinidad

de VP5* y de VP7 (en su estado reducido o

conformacionalmente modificado) por membra-

nas, podría dar lugar a la desestabilización de la

membrana. Esta desestabilización  podría tener

lugar desde la condición de proteínas modifica-

das unidas, o liberadas de la DLP. Tal evento

desestabilizador de la membrana podría ocurrir

antes o después de la excisión de la vesícula

endocítica.

Sin embargo, la sensibilidad del evento endocítico

a las concentraciones de Ca++ y la capacidad de

la proteína soluble de la superficie del virus para

permeabilizar la membrana, hacen suponer que

la disminución de Ca++ ocasionada por la ATPasa

de la bomba vacuolar de protones podría contri-

buir a la liberación de las proteínas de superficie

del virus y a la consecuencial permeabilización

de la membrana del endosoma y a la liberación

de las DLPs en el citoplasma (122). No se po-

dría excluir la ocurrencia alternativa o comple-

mentaria de ambos eventos de permeabilización

de la membrana. Es probable que los cambios

conformacionales ocurridos en las proteínas de

la superficie viral ocasionados por sus

interacciones con tripsina, Hsc70 y PDI sean

suficientes para liberarlas de la superficie del

virus y producir la permeabilización.

También es probable que la disminución de Ca++

en la vesícula endosomal haga más suscepti-

bles las proteínas de superficie a la ocurrencia

de cambios conformacionales, o que la dismi-

nución de este catión contribuya al desprendi-

miento y solubilización de las proteínas de su-

perficie con cambios conformacionales previos.

En la Figura 2 (a-i) se ilustra un modelo de

interacciones secuenciales o alternativas entre

las proteínas virales y las moléculas de la su-

perficie de la célula hospedera y que son com-

patibles con la argumentación descrita en el pre-

sente artículo.
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Discusión

El modelo de entrada del rotavirus a la célula pro-

puesto en el presente artículo describe las posi-

bles vías alternativas de entrada del rotavirus a la

célula. En particular, se ha introducido la partici-

pación de la PDI y sus actividades redox y de

chaperona, con fundamento en la inhibición de la

infección mediante la adición de inhibidores del

intercambio tiol-disulfuro y de anticuerpos anti-

PDI. En nuestro modelo, consideramos como una

alternativa en el proceso de entrada que la PDI

puede actuar reduciendo receptores celulares y

ligandos virales en el ambiente extracelular. Esta

hipótesis permitiría explicar cambios conforma-

ciones como consecuencia de la ruptura de enla-

ces disulfuro en proteínas estructurales del

rotavirus, tales como VP4 y VP7, lo que podría

capacitarlas para interacciones subsiguientes con

receptores adicionales de la superficie celular.

Adicionalmente, la PDI podría ejercer su activi-

dad redox reduciendo receptores celulares como

las integrinas, particularmente la cadena β3, so-

bre la cual se ha demostrado que es objeto de

reducción por parte de la PDI en células

endoteliales (75). La generación de grupos

sulfidrilo (tiol) en la cadena β3 de la integrina la

capacitaría para interaccionar con ligandos

virales (VP7) en el proceso conducente a la

internalización del virus. El soporte experimen-

tal que permita decidir el orden secuencial de

interacciones entre PDI, VP7 e integrina αvβ3

no se encuentra disponible, pero podría ser fac-

tible que PDI actuara sobre VP7 y αvβ3, pre-

vio a la interacción virus-receptor.

La participación de la actividad redox cobraría

importancia terapéutica en el marco de interfe-

rencia potencial del intercambio tiol-disulfuro con

agentes antivirales que implicarían consecuen-

cialmente la interferencia de los cambios

conformacionales requeridos en el proceso de

entrada de los rotavirus. Bajo la consideración

de la presencia de enlaces disulfuro en la es-

tructura tridimensional nativa de VP4 y VP7, y

la interferencia de sus interacciones con PDI a

través de la adición de péptidos sintéticos deri-

vados de secuencias de estas proteínas virales,

postulamos que los eventuales cambios confor-

macionales requeridos por estas proteínas virales

podrían ser facilitados por la PDI con su activi-

dad redox, sin excluir la participación de su acti-

vidad de chaperona y la contribución de Hsc70.

La participación de Hsc70 de la superficie celu-

lar en su interacción con VP4 (VP5*), y en la

producción de cambios conformacionales en la

partícula viral en solución (59), sugieren la im-

plicación de la actividad de esta chaperona en la

inducción de cambios conformacionales en el

virion durante el proceso de entrada.

No hay evidencia experimental en el momento que

sugiera el posible orden relativo de las interacciones

entre el virus y los receptores celulares PDI y

Hsc70. En este contexto, sería importante deter-

minar experimentalmente si la interacción PDI-

TLPs genera grupos sulfidrilo (tiol) en VP4 y VP7.

En el momento, en nuestro laboratorio se adelanta

experimentación tendiente a establecer si la parti-

cipación de PDI en la entrada de rotavirus se su-

cede de manera directa sobre las proteínas virales

o indirectamente a través del estado de óxido-re-

ducción de las integrinas.

El hallazgo de la co-localización de PDI, Hsc70,

αvβ3 (26) y partículas rotavirales (93) en

microdominios lipídicos (“rafts”), también contri-

buye a dar soporte a la hipótesis de que la partí-

cula rotaviral no necesita transitar un espacio de

largo rango para llevar a cabo sus interacciones

secuenciales a través de los diversos receptores

celulares. De la misma manera, cualquier even-

tual interacción entre receptores se vería favore-

cida por la proximidad física. A las interacciones

virus-receptor se le podría atribuir el concepto de
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procesividad característico de las polimerasas, en

el sentido de que el virus una vez unido al “raft”

que contiene el complejo de receptores, procede

en sus interacciones secuenciales hasta el final

de todas ellas, previo a su proceso de penetra-

ción a la célula.

En los eventos de entrada del virus a la célula se

hace necesario resolver experimentalmente la

posibilidad de degeneración en el sentido de que

una misma cepa viral pueda utilizar más de una

vía para ingresar a la célula, o que necesaria-

mente no deba transitar por todos los posibles

contactos virus-receptor. La ausencia de inter-

dependencia de las interacciones de VP4 y VP7

con las integrinas y el carácter aditivo del efec-

to sobre la infectividad ejercido por reactivos

anti-integrina (45) sugieren la posibilidad de la

existencia de vías alternativas de entrada para

una misma cepa viral. En este caso, la

infectividad máxima de un rotavirus se podría

interpretar como el resultado de la sumatoria de

la utilización de todas las vías alternativas de

entrada a la célula, lo cual no excluiría que algu-

nos pasos sean prerrequisito de otros. La alta

relación de partículas físicas/unidades infeccio-

sas encontrada en rotavirus se ha interpretado

parcialmente en términos de muchas partículas

que tratan de entrar a la célula por vías que no

tienen salida (138).

Esto también podría sugerir la existencia de vías

alternativas o combinaciones de eventos

secuenciales que no culminarían en la penetra-

ción exitosa del virus. La ocurrencia de una por-

ción común entre vías alternativas para diferen-

tes cepas rotavirales tampoco puede ser exclui-

da, es decir, que diferentes cepas virales utilicen

parcialmente vías diferenciales de entrada a una

misma célula, o que dependiendo del tipo de cé-

lula, una cepa rotaviral pueda utilizar al menos

parcialmente diferentes vías. Un examen expe-

rimental sistemático del posible carácter aditivo

(o no aditivo) del efecto sobre la infectividad

viral de los inhibidores de los diferentes recep-

tores podría aportar información sobre la

factibilidad de vías alternativas en la entrada de

los rotavirus.

La neutralización de la infección rotaviral exhi-

bida por fragmentos recombinantes de

anticuerpos (VHH) dirigidos contra VP6 (61),

brinda soporte a la participación de VP6 en el

proceso de entrada. Especialmente porque esta

neutralización fue conseguida mediante pre-tra-

tamiento de las partículas virales con los frag-

mentos VHH, seguido de incubación de las cé-

lulas con la mezcla rotavirus-VHH a 37 °C.

Exceptuando que el efecto de los fragmentos

VHH haya sido intracelular, parece que VP6

(DLPs) requiere exponerse durante el proceso

de entrada, al menos como consecuencia de la

remoción de VP7, para interaccionar con molé-

culas receptoras de la superficie celular. La

interacción de VP6 con Hsc70 y la inhibición de

la infección mediante la adición de DLPs o de

anticuerpos dirigidos contra un péptido sintético

de VP6 (60) conducen a sugerir la participación

de VP6 en el proceso de entrada de los rotavirus.

No obstante que la interacción VP6-Hsc70 su-

pone la posibilidad de la ocurrencia de cambios

conformacionales en VP6, la ausencia de

infectividad de las DLPs sugiere que estas par-

tículas podrían carecer de todos los cambios

conformacionales necesarios en el proceso de

entrada e internalización de esta sub-partícula

rotaviral y que contribuciones de VP4, VP7 y

de otras moléculas de la célula serian requeri-

das para la facilitación de su translocación a tra-

vés de la membrana celular. A partir de estudios

bioquímicos de complejos DLP-anticuerpos, se

ha propuesto que el efecto inhibitorio de

anticuerpos sobre la actividad de transcripción

de las DLPs implicaría la interferencia de cam-

bios conformacionales en la capa conformada



A
C

T
U

A
LI

Z
A

C
IÓ

N

Rev.Fac.Med  2009 Vol. 57 No. 2 143

por la VP6 (140). Se podría especular que tales

cambios conformacionales solo podrían ser po-

sibles si la partícula viral completa (TLP) transi-

ta a través de las interacciones previas que im-

plican la participación de VP4, VP7, moléculas

receptoras de la superficie celular y asociadas

al evento de penetración, para culminar en la

translocación de las DLPs a través de la mem-

brana y su ubicación en el citoplasma en su con-

dición transcripcionalmente activa.

Se debe destacar que los eventos del proceso

de entrada del virus a la célula tienen lugar so-

bre la superficie celular (141,142). Por lo tanto,

las estrategias de interferencia de la infección a

nivel de esta etapa se han visto justificadas de-

bido a que se podrían llevar a cabo con molécu-

las que no permean la membrana celular, y por

lo tanto no ingresarían al metabolismo de la cé-

lula ni se acumularían dentro de ella. No obstan-

te, se abre también la posibilidad del ensayo de

inhibidores, que aunque ingresen a la célula, co-

rrespondan por su naturaleza química a modifi-

cadores del estado de óxido-reducción

extracelular y intracelular con aprobación para

uso terapéutico en humanos, o que hagan parte

de la dieta anti-estrés oxidativo.

En nuestro laboratorio actualmente se estudian

moléculas potencialmente reactantes con gru-

pos tiol/disulfuro, las cuales han producido drás-

ticas disminuciones de la infección rotaviral en

un modelo animal (Datos no publicados). Agen-

tes anti-rotavirales se podrían basar en ligandos

naturales de los receptores celulares. Algunas

moléculas también podrían actuar a manera de

antagonistas de las proteínas (o dominios de és-

tas) receptoras del virus en la superficie celular.

También podrían ensayarse varios inhibidores si-

multáneamente, con el propósito de aumentar la

eficiencia del tratamiento. Serian preferibles aque-

llos inhibidores que pudieran ser administrados por

vía oral. Sin embargo, una conclusión inevitable a

partir del modelo aquí propuesto es la reafirmación

de la complejidad del mecanismo de entrada de

los rotavirus a la célula hospedera.
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