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RESUMEN

In células epiteliales, € principal blanco de la infeccidn por rotavirus, las integrinas
constituyen complejos esenciales en adhesion inter-celular. Dichos complejos son
colesterol-dependientes y las integrinas, las cuales han sido propuestas como receptores
para rotavirus, exhiben distribucion preferencial por e dominio basolateral y por tanto son
inaccesibles para la entrada de rotavirus. En este trabajo se describen las primeras
interacciones con células polarizadas de la linea MDCKII, de dgunas cepas de rotavirus
representativas de la dependencia de &cido sialico (AS+ 0 AS- seguin €l caso). Se evalla su
dependencia de &cido sidlico, € requerimiento de algunas proteinas de la capside externa, y
la polaridad de infeccion a modular los complejos de adhesion intercelular apical mediante
EGTA. También se evalla la polaridad de infeccion mediante incubacion directa con la
superficie basolateral de monocapas de células cultivadas sobre soportes permeables. La
infectividad se incrementd al exponer los bordes celulares quelando € calcio extracelular y
este comportamiento fue reversible al restituir el nivel normal de este cation. El aumento de
infectividad se asocio con eventos iniciales de entrada de rotavirus a su célula hospedera, su
principal componente parece ser a nivel post-union, y su magnitud fue cepa-dependiente,
siendo mas pronunciada para cepas AS-. La cepa AS+ RRV requirid de AS para infectar
células MDCKII y dependié de interacciones a través de su proteina VP8*, a un nivel
similar que su cepa variante NARS, la cual es AS-. Rotavirus mostré mayor infectividad
desde e dominio basolateral y requirié de las integrinas alfa2betal y alfavbeta3 segin
sugiere el silenciamiento de estas mediante metodologias de siRNA. Estos resultados
sugieren una importante interaccion con la superficie basolatera para la eficiente
infectividad de rotavirus en general, la cual es mas pronunciada para cepas AS. La
distribucion de los putativos receptores para rotavirus en células epiteliales concuerda con
los resultados obtenidos y permite estudiar su patogénesis en un modelo celular mas similar

al blanco de infeccion in vivo.



ABSTRACT

In epithelial cells, the main target of rotavirus infection, integrins are part of protein
complexes involved in inter-cellular and cell-substrate adhesion functions. These
assemblies are cholesterol-dependent. Integrins, which has been also proposed as rotavirus
receptors, exhibit preferential basolateral distribution therefore their function as rotavirus
cell-entry-receptors remains partially understood for a pathogen which uses the oroal-faecal
route of infection. Here, the first interactions with polarized Madin-Darby Canine Kidney
(MDCKII) cells for representative sialic acid dependent (SA+) and non-siaic acid
dependent (TSA-) rotavirus strains, are described. It was evaluated their dependence on
sialic acid, the requirement of some outer capsid proteins, and the polarity of infection upon
modulation of the apical junctional complex with EGTA. Infectivity was increased by
loosen the cell borders through extracellular calcium chelation and this was reversible upon
restoration of this ion to its cormal levels. Increased infectivity was associated with early
host cell entry of rotavirus, with a maor component at a post-binding step, and its
magnitude was strain-dependent, being higher pronounced for SA- strains. The SA+ strain
RRV did require SA for infecting MDCKII and was dependent on interactions through its
VP8* protein, at asimilar level than its variant SA~ strain NARS. Rotavirus showed higher
infectivity from the basolateral cell domain and it required of integrins apha2betal and
aphaVbeta3 according to their silencing through SSRNA methodologies. These results
support an interaction with the basolateral surface for the efficient infectivity of rotavirusin
general, which is more pronounced for SA- strains. These findings correlate with the
distribution of putative rotavirus receptors in epithelial cells and alow us to study its
pathogenesis in a cellular model more similar to the physiological target of infection in

vivo.



CAPITULO |

1 INTRODUCCION

1.1 Generalidades

Rotavirus es la principal causa de diarrea en varias especies de mamiferos neonatos,
incluyendo humanos. La diarrea debida a gastroenteritis infecciosa aguda es la causa méas
frecuente de morbi-mortalidad en nifios en los paises en desarrollo, con arededor de mil
millones de episodios anuales que ocasiona entre 2.5 y 3.2 millones de muertes (Parashar et
al., 2006). Alrededor de 111 millones de estos episodios en menores de 5 afios son debidos
a rotavirus, constituyendo asi la causa principal de diarreas virales deshidratantes severas
en nifios y responsable de aproximadamente 600.000 a 870.000 muertes al afio en todo el
mundo. Se estima que € 82% de estas muertes ocurren en paises en vias de desarrollo,
principamente por las deficiencias en los servicios de salud o la ausencia de tratamiento
(Parashar et al., 2003). Aunque la mortalidad en paises en desarrollo es notoriamente mayor

que en los industrializados, la frecuencia de infeccion es la misma (Parashar et al., 2006).

En México, de las muertes estimadas a afio por causa de diarrea en nifios menores de 5
anos, aproximadamente el 40% son causadas por rotavirus (Garcia-Escamilla, 2004;
Richardson, et al., 2010). En los adultos el rotavirus raravez produce la muerte, pero es una
causa de morbilidad bagjo condiciones de inmunosupresion (WHO, 2007). El Centro
Nacional de Enfermedades de la Infancia y la Adolescencia de la Secretaria de Salud de
Meéxico revela que en la actualidad el costo econdmico promedio para una familia por
episodio de infeccion con rotavirus es de 1,181 pesos. Lo que implica que solo en México
se necesitan 6 millones de ddlares para cubrir e tratamiento por infeccion de rotavirus en
nifios menores de 5 afios (Constenla, et al., 2009; Garcia-Escamilla, 2004).

La principa ruta de transmision de rotavirus es la via fecal-oral, aunque también se
propone que el contacto persona a persona, el contacto con secreciones respiratorias, y €l
contacto con superficies contaminadas pueden ser fuentes de transmision, ya que los altos
indices de infeccidn por estos virus en los primeros afios de vida en todo € mundo son



independientes de las condiciones higiénicas y sanitarias (Estes, 2001). La infeccion es
especie-especifica, aunque se ha sugerido la transmision de rotavirus entre humanos y
animales (Kapikian et al., 2001; Nakagomi & Nakagomi, 1991).

VP4 = VPE* + VPS*

VP6
VP2

Figura 1. Corte transversal de una particula de rotavirus basado en datos de reconstruccion por crio-
microscopia electrénica. Las proteinas codificadas en los colores mostrados en |a esguina superior izquierda.
Se pueden apreciar las capas concéntricas de las particulas de triple capa (TLPs), € contacto intimo con los
segmentos del genoma y la localizacion hipotética de las enzimas polimerasa (VP1) y guanilil-transferasa
(VP3). Las éspiculas de VP4 se muestran como dimeros y las flecha blancas destacan los brazos N-terminales
de VP7 que contactan la capa de VP6 subyacente. Dentro de la célula las particulas de doble capa (DLPs),
transcripcionalmente activas, liberan e mMRNA a través de canales, que también son usados para incorporar
nuevos MRNA parareplicar el genoma. Tomado de Rey, F.A. 2009. PNAS 106:10398-10399.
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Rotavirus, pertenece a la familia Reoviridae y exhibe tropismo intestinal.

Es un virus no envuelto, compuesto por tres capas concéntricas de proteina que rodean al
genomaviral, €l cual esta compuesto por 11 segmentos de RNA de doble cadena (RNAdC).
El genoma codifica para doce proteinas. 6 proteinas estructurales (VP's, por “viral
proteins’) que por lo tanto forman parte de la particula viral; y 6 proteinas no-estructurales
(NSP's, por “non-structural proteins’) las cuales participan en la replicacion y maduracion
del virus, y se encuentran unicamente en células infectadas (Arias et al., 2009). Algunas de
las proteinas virales sufren modificaciones post-traduccionales, tales como glicosilacion,
fosforilacion, o cortes proteoliticos (Arias et al., 2002; Estes, 2001; Lawton et al., 1997,
Pesavento et al., 2006).

Rotavirus tiene un tropismo muy especifico; in vivo infecta principalmente los enterocitos
de las micro-vellosidades del intestino delgado (kapikian et al, 2001). Sin embargo, in vitro
su tropismo es mas amplio, pudiendo infectar exitosamente células de diverso origen. Se ha
observado que los rotavirus son capaces de unirse a una gran variedad de lineas celulares;
sin embargo, infectan eficientemente solo células epiteliaes de origen renal o intestinal y
lineas celulares transformadas derivadas de hueso, pulmén, estdmago e higado (Ciarlet et
al., 2002). Ademas, esencialmente todas las células son permisivas a la replicacion siempre
gue su entrada sea facilitada por lipofeccion, asi que el paso limitante en la infeccion es a
nivel delaentradaalacéula(Ariaset al., 2002; Bass et al., 1991; Ciarlet et al., 2002a).

Recientemente se propuso que in vivo lainfeccion por rotavirus podria comprometer tejidos
y Organos no previamente descritos como blanco, con lo cual esta patogénesis podria tener
un componente sistémico bajo circunstancias particulares (Ramig, 2007). Desde un tiempo
atrés se han reportado antigenemiay viremia en organos y liquidos fuera del intestino, sin
embargo, no se conocia su papel en la patogénesis viral (Zhao et al., 2001). Recientes
hallazgos sugieren que la patogénesis de la enfermedad tanto en humanos como en modelos
animales justifican que rotavirus sea considerado un agente capaz de establecer infecciones
sistémicas (Banda et al., 2009). La cuidadosa evaluacion de la polaridad de infeccién
podria arrojar informacion crucial para entender |os reportes recientes para ciertas cepas de
rotavirus, que son capaces de alcanzar tejidos extrarintestinales e infectar via intersticial
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(Azevedo et al., 2005), €l conocimiento de la polaridad de infeccion de distintas cepas
puede arrojar elementos sobre e tropismo de este virus in vivo Yy SUs mecanismos de

patogénesis.

En lineas celulares no polarizadas la entrada de rotavirus es compleja'y comprende varias
fases que se detallaran mas adelante (Méndez et al., 1999; Lopez & Arias, 2003, 2006).
Rotavirus in vitro puede unirse a una gran variedad de lineas celulares, aunque solo infecta
a algunas de elas (Ciarlet et al., 2002a). Esto sugiere que la unién de rotavirus a la célula
es promiscua y que su entrada a la célula depende de un paso posterior ala union del virus
alasuperficie celular. Rotavirus inicia su ciclo de infeccion mediante el reconocimiento de
receptores especificos en la membrana de su célula hospedera, los cuales le permiten
acceder a citoplasma de una forma alin no bien comprendida (Lopez & Arias, 2004).
Considerando la alta complejidad de las primeras interacciones, y como consecuencia el
limitado conocimiento de su patogéenesis, el rango de células hospederas podria ser mayor a
lo esperado; por lo cua el conocimiento de la entrada del virus a la célula adquiere
importancia capital para el control de la enfermedad (Ciarlet & Estes, 2001a; Fenaux et al.,
2006; Pesavento et al., 2006; Ramig, 2004).

12
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Figura 2. Detalle del arreglo de la proteina VP7 dentro de la particula de rotavirus. (A) Estructura del
virion completo a una resolucion de 25 A. (B) Imagen de crio-electromicroscopia de TLPs carentes de la
proteina VP4. (C y D) Reconstrucciones de |a estructura de VP7, a unaresolucion de 4.2 A. (E) Organizacion
por dominios de VP7. En amarillo la regién ordenada, en gris las que adquieren estructura definida al
interactuar con otras proteinas de la DLP (VP2/VP6). Se destacan los puentes disulfuro mostrando los
residuos involucrados en cada uno. Tomado de Chen et al., 2009. PNAS 106:10644-10648.
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Rotavirus posee tres capas concéntricas de proteina, diferentes estructural y
funcionalmente.

Las particulas virales de triple capa (TLPs) pierden las dos proteinas de la capa externa
durante su entrada a la célula, dando lugar a particulas de doble capa ( DLPs), las cuaes
son transcripcionalmente activas. La sintesis de los mensgjeros virales se lleva a cabo
dentro de las DLPs por medio de una accion concertada de la polimerasa viral VP1, y la
guanilil-transferasa VP3, y los transcritos virales sintetizados son exportados a citoplasma
celular a través de los candes tipo | localizados en los vértices de la particula vira

icosaédrica.

Las DL Ps son responsabl es de una segunda ronda de transcripcion (Ayaaet al., 2009), mas
abundante que la primera, la cual resulta en un segundo ciclo de ensamble de DLPs. Las
DLPs recién formadas geman a través de la membrana del reticulo endoplasmico (RE).
Durante esta gemacién, la cual estd mediada por la interaccién de las DLPs con la proteina
NSP4 presente en la membrana del RE, las particulas adquieren una membrana lipidica
transitoria. Estas particulas contienen, ademéas de NSP4, las proteinas de superficie VP4 y
VP7. Posteriormente, en € lumen del RE se pierde la capa de lipidos a través de un
mecanismo no conocido aln, generdndose asi las TLPs maduras (Maruri-Avidal et al.,
2007). Finamente, los viriones maduros son liberados al medio por lisis celular. Todo el
ciclo replicativo de los rotavirus se lleva a cabo en e citoplasma celular, en

aproximadamente 12 horas.

L a capside externa derotavirusdirige lainteracciéon con su célula blanco.

Las interacciones con la superficie de la célula estan mediadas por las proteinas de la capa
externa, VP7 y VP4 (Fig. 1), responsables de la union y la penetracion de las particulas
(Lopez & Arias, 2006; Pesavento et al., 2006). La proteina VP7 conforma la superficie lisa
de la capside externa de rotavirus (Fig. 2). Esta capa debe ser desensamblada durante la
entrada para dar lugar a las particul as intracel ulares transcripcionalmente activas (Ludert et
al., 2002). VP7 contiene los motivos LDV y GRP, que se proponen como responsables de
su interaccion con las integrinas a4l y aXp2, respectivamente, asi como la region CNP
que interacttia con laintegrinaaVp3 (Fig. 3) (Graham et al., 2002; LOpez & Arias, 2004).

14
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Figura 3. Esquema de las proteinas de la capside externa de rotavirus. La proteina VP7 contiene los
motivos LDV y GRP de interaccion con las integrinas a4f1l y oXp2, respectivamente. La region CNP
interactda con la integrina avp3. En VP4 se muestra € sitio de corte por tripsina y las subunidades VP8* y
VP5* resultantes. En VP8* se localiza la region de unidn a écido sidlico (HA). En VP5*, se encuentran los
dominios DGE e IDA de unién a las integrinas a2B1 y o4f1, respectivamente, y e péptido KID que

interacciona con la proteina hsc70 (Tomado de Lépez & Arias, 2004).

VP4 es indispensable para que rotavirus infecte a las células hospedera, ya que media la
union a receptor y la penetracion a la célula. Para infectar, € virus depende del corte
proteolitico de VP4 con tripsina (Fig. 3). Este corte no afecta la union a la célula, pero es
necesario para su acceso a citoplasma (Arias et al., 1996, 2006). EI mecanismo por €l cual
el corte con tripsina incrementa la infectividad viral se desconoce; sin embargo, se propone
gue la penetracion del virus puede ser iniciada por los extremos recién generados ante €l

corte con tripsina (Fig. 3), o favorecido por el cambio conformaciona de VP4 (Fig. 4).

Los dominios generados por e corte permanecen asociados fisicamente en la particula y
exhiben importantes rearreglos conformacionaes durante la entrada (Dormitzer et al.,
2004). El corte de VP4 dalugar a dos subunidades:

15



a) VP8*. Comprende los residuos 1-231, incluyendo el dominio de hemaglutinacion (union
aAS) localizado entre los residuos 93-208 (Fuentes-Panana et al., 1995) (Fig. 3), aunque se
propone la existencia de otras regiones funcionales alin no bien caracterizadas (Monnier et
al., 2006). Las tirosinas en posiciones 155 y 188, y la serina en posicion 190, juegan un
papel esencia en la hemaglutinacion estableciendo los contactos directos con € sialosido
(Dormitzer et al., 2002, lsaet al., 1997). VP8* congtituye laregién globular distal de las
espiculas de VP4, accesible ainteracciones durante la entrada (Fig. 1).

b) VP5*. Comprende los residuos 248 a 776. Aqui reside la capacidad de interaccionar
especificamente en la superficie celular con integrinas (Zarate et al., 2000), particularmente
mediante la secuencia DGE presente en la posicién 308-310 de VP5*, y una regiéon que
podria actuar como péptido de fusion entre membranas (coiled coil en Fig. 3). Se ha
propuesto que VP5* pudiera interaccionar, ademas, con la integrina a4f1 a través de la
secuencia IDA y contiene a péptido KID localizado entre los aminoacidos 642 y 658, que
interacciona con la proteina Hsc70 (Coulson et al., 1997, Lépez & Arias, 2004; Perez-
Vargas et al., 2006). VP5* constituye laregién alargada proximal ala cdpside externay en
estrecha asociacion con VP7 y VP6, se presume que en ella radican los cambios

conformacionales méas importantes durante la entrada (Fig. 4).
Cambios confor macionales de VP4 definen la interaccion inicial con la membrana

Actuamente se alude a un modelo tectonico, en relacion con las transiciones estructurales
que operan sobre la estructura de los virus desnudos durante su entrada a la célula
hospedera, como paralelo con los movimientos concertados y modulares que acontecen
entre capas de la corteza de la tierra (Belnap et al., 2000). En este modelo los cambios
conformacionales operan de una manera interdependiente entre moléculas de la superficie

delacélulay moléculas de lacapside del virion.
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Figura 4. M odelo tectonico de rearreglos conformacionales de VP4 al contactar la célula huésped. A)
Estado previo a corte proteolitico. Las lineas representan la movilidad que exhibe la estructura, dos
moléculas agrupadas constituyen las espiculas visibles por crio-microscopia electronica. La region globular
distal (amarillo) es VP8* mostrando una hendidura para acomodar sialésidos. La region central de VP5*
(rojo) media oligomerizacién y el motivo de interaccion con la membrana se muestra en naranja. En azul y
verde seilustra el tallo que estabiliza la estructura en la region carboxilo terminal. B) Estado post-activacion.
C) Estado replegado, se presume que este se genera cuando se hacen los primeros contactos con moléculas de
la superficie celular y se habilita la proteina para penetrar la membrana. La linea punteada indica el
desensamble de la proteina VP7 durante la entrada del virus. D) Diagrama lineal de la codificacion en color
mostrada. Tomado de Dormitzer et al., 2004. Nature 430:1053-1058.

Los eventos tempranos de interaccion de rotavirus con sus receptores de membrana,
sugieren que €l virion interactlia exclusivamente a través de su proteina VP4, aunque VP7
se cree que cumple un papel modulador durante |os eventos que vinculan esta fase con lade
penetracion a la célula (Ludert et al., 2002; Isa et al., 2008). Se presume que la activacion
proteolitica de VP4 regula estructuralmente las asociaciones entre los dimeros de esta
proteina habilitandola para interacciones méas estrechas con moléculas de la membrana
celular (Fig. 3). El corte con tripsina permite que algunas regiones de VP5* sean accesibles
para interacciones adicionales sobre la superficie de la membrana. En paralelo, el dominio
VP8* en algunas cepas, a través de su unién a un sialésido de la membrana, facilita

cambios conformacionales adicionales que dan lugar a la exposicion de regiones del

17



dominio VP5* que le habilitarian para interacciones subsecuentes con receptores de
penetracion (Pesavento et al., 2006; Y oder & Dormitzer, 2006).

Recientemente, Zarate y colaboradores (Zarate et al., 2003) propusieron gue los eventos
iniciales de interaccion con la membrana celular se encargan de inducir los re-arreglos
conformacionales de VP5* para adquirir su forma competente para penetrar la membrana
de la célula hospedera (Fig. 4). Es importante destacar que las cepas de rotavirus que no
requieren hacer contacto con sialésidos para maxima infectividad, ya muestran variaciones
conformacionales en sus dominios VP8 y VP5* que simulan los rearreglos
conformacionales propuestos para las cepas que si requieren esos contactos (Lopez et al.,
2005; Monnier et al., 2006; Yoder & Dormitzer, 2006). Condiciones experimentales como
tratamientos con pH acalinos y otros agentes desnaturalizantes sugieren ademés que estos
cambios que acontecen luego del contacto con siddsidos y receptores post-unién tienen
caracter irreversible y ello concuerda con los eventos esperados durante la penetracion del

virus através de lamembrana (Y oder & Dormitzer, 2006).

Es importante destacar la amplia variabilidad de fenotipos que exhiben distintas cepas de
un mismo virus en lo que a las primeras interacciones con la célula se refiere. Rotavirus
incluye cepas que dependen para infectar de una interaccion inicia con sialdsidos
terminales (Fig. 5). Estas cepas han sido las més estudiadas estructuralmente y es en las que
se basa el modelo de rearreglos conformacionales antes discutido. Sin embargo, la mayoria
de las cepas parecen no requerir €l contacto con estos sialésidos terminales o bien usan
sialésidos subterminales y de éstas apenas se comienza a entender su estructura (Blanchard
et al., 2007; Monnier et al., 2006). Iniciativas recientes proponen la caracterizacion
simultanea de ambos tipos de cepas con miras a elaborar un modelo mas general de la
entrada de rotavirus (Graham et al., 2003; Isa et al., 2008).

Los modelos de interaccion de virus con su célula hospedera asumen que la entrada se
compone de tres fases: unién, penetracion y decapsidacion. La unién inicial es un proceso
reversible (de baja afinidad) y puede acontecer a bajas temperaturas pues se da a través de
glicanos en el glicocalix previo a la interaccion con co-receptores o receptores de

penetracion que se encuentran mas estrechamente asociados con la membrana plasmatica y
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por tanto exigen mayor fluidez y temperaturas fisiologicas para su funcion. La
decapsidacion debe acontecer durante su paso a citosol, para habilitar a virus en sus
funciones replicativas intracel ulares o subsecuentes eventos del ciclo infeccioso.

1.2 Patogénesis

Los virus que infectan epitelios encuentran células estrechamente asociadas lateralmente,
polarizadas morfolégica, fisioldgica y bioquimicamente, definiendo dos regiones con
dindmicas muy diferentes, las superficies apical (hacia € compartimiento luminal) y la
region basolateral (hacia e compartimiento serosal). En presencia de una infecciéon por
rotavirus la enfermedad que se desencadena se manifiesta como diarrea, vémito y sintomas
de involucramiento del sistema gastrointestinal principalmente. La diarrea por rotavirus es
particularmente abundante y se debe a la replicacion del virus en los enterocitos de las
microvellosidades del intestino delgado.

La diarrea causada por rotavirus puede ser consecuencia de la combinacion de varios de los
siguientes factores:

1. Lareplicacion del virus destruye los enterocitos maduros, |o que resulta en la pérdida de
la capacidad de absorcion de agua, sales 'y glucosa, y una disminucion de las actividades de
enzimas lactasas y sacarasas, con el consecuente aumento de osmolitos intraluminales, 1o
gue produce una absorcion disminuida y una secrecién aumentada por carga osmatica
(Morris & Estes, 2001).

2. El reemplazo de las células epiteliales maduras con los enterocitos inmaduros de las
criptas intestinales, los que no son aln competentes en absorcion, lo cual lleva a una
pérdida adicional de aguay sales (Ciarlet & Estes, 2001).

3. Al menos en parte, la diarrea puede ser causada por la proteina no estructural NSP4, que
estimula la secrecion transepitelial de cloro, por una via dependiente de calcio, o que
desequilibra el balance idnico de la célulay provoca la salida de agua. Aparentemente esto

sucede previo a la destruccién del epitelio intestinal por la replicacion viral. NSP4 es la

19



primera enterotoxinaviral descrita (Horie et al., 1999) y se ha propuesto que sus receptores

celulares corresponden a integrinas del tipo alfa2 (Seo et al., 2008).

4. También recientemente se ha involucrado al sistema nervioso entérico como responsable
de inducir la salida aumentada de fluido y electrolitos de las células de las criptas
intestinales (Ramig, 2004).

La mayoria de los estudios realizados sobre rotavirus se realizan en linges de células
epiteliales de origen rena o intestinal. Las células mas utilizadas corresponden a la linea
MA104 (originamente células epiteliales de rifidn de mono). Existe una gran controversia
acerca de la capacidad de este lingje celular para exhibir propiedades de células epiteliaes
(Ciarlet et al., 2001b), por lo cua la caracterizacion de la infectividad de rotavirus en
sistemas in vitro que exhiban propiedades semejantes a las células polarizadas in vivo,
requiere esfuerzos adicionales para dilucidar los mecanismos de la diarrea, que es €

principal sintoma de la enfermedad atribuida a este virus.

1.3 Entrada a la célula blanco

La entrada de rotavirus a la célula se da por un mecanismo alin no bien conocido. A través
del uso de microscopia electrénica, los primeros estudios propusieron gque los rotavirus
entran a la célula por endocitosis clasca (mediada por clatrina), o bien por penetracion
directa a nivel de la membrana plasmética. Recientemente se ha descrito que la cepa RRV
de rotavirus entra a la célula por un proceso endocitico independiente de clatrina y de
caveolas, € cual requiere de colesterol y de la funcion de una GTPasa conocida como
dinamina. Este novedoso sistema de entrada esta poco definido y hasta ahora se describe
méas bien en términos negativos (Sanchez-San Martin et al., 2004). Sin embargo se ha
demostrado que la cepa UK de rotavirus es endocitada a través del mecanismo clésico

dependiente de clatrina (Gutierrez et al., enviado).

En general, la interaccion inicial de un virus con sus receptores celulares da lugar a una
serie de eventos dinamicos que finalmente le permiten a virus entrar en € citoplasmade la

célula. La interaccion virus-receptor es en si misma un proceso de varios pasos, pero
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ademés, los virus pueden utilizar distintos receptores de manera secuencial, o bien un grupo
diferente de ellos dependiendo del tipo celular que estén infectando. Se ha encontrado que
virus de distintas familias utilizan cuando menos dos tipos de receptores para interaccionar
con su célula huésped: un receptor de unién, que generalmente le permite a virus anclarse
de manera répida a la superficie celular y un segundo tipo de receptores que le permiten la
entrada a la célula, a estos receptores se les ha llamado co-receptores, receptores post-
union, de entrada, de fusion, de internalizacion o secundarios, dependiendo de la funcién
gue se conoce que tengan durante el proceso de infeccion del virus (Schneider-Schaulies
2000, Lopez and Arias, 2006).
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2 RECEPTORES CELULARES PARA ROTAVIRUS

2.1 Receptores de anclaje inicial (uso de glicanos)

El proceso de entrada de rotavirus ha sido caracterizado principalmente en células de
epitelio de rifidn de mono, MA104, que son susceptibles a la infeccion del virus. El
contacto inicial de algunas cepas de rotavirus de origen animal con la superficie celular es
mediado por la presencia de &cido sidico (acido N-acetilneuraminico, SA), ya que €
tratamiento de las células con neuraminidasa (NA), una enzima que lo corta, evita que estas
cepas se unan a la superficie de la célula impidiendo asi la infeccion (Fukudome, et al.,
1989). Estas cepas se conocen como sensibles a NA o dependientes de acidos sidlicos
terminales (TSA+). En contraste, otras cepas de origen animal, y muchas aisladas de
origen humano, son resistentes in vitro a tratamiento con NA (Ciarlet, et al., 1999); sin
embargo esto no significa que estas cepas no se unan a AS in vivo, ya que muchos
estructuras de oligosacaridos que contiene AS son menos sensibles a NA 0 estdn menos
accesibles (Delorme, et al., 2001).

Reportes recientes destacan que el dominio VP8* de la proteina VP4 de la cepa de rotavirus
humano Wa, interacciona con AS subterminal (internos a la estructura del oligosacérido),
tales como los que se encuentran presentes en € ganglidosido GM 1, particularmente a través
de sus residuos aminoacidicos S190 y R101. En este glicolipido se ha demostrado que los
AS son resistentes al tratamiento con neuraminidasa (Blanchard et al., 2008; Haselhorst et
al., 2009).

Las cepas que son NA-sensibles interactiian con un primer receptor en la membrana celular
gue contiene acido sidlico (AS), a traves de la subunidad VP8* de la proteina VP4, en la
region comprendida entre los aminoacidos 93 y 208, donde se sabe que algunos de estos
residuos (R101, V144, Y155, K187, Y 188, Y189 y S190) son esenciales parala union con
AS (Fig. 2) (Haselhorst et al., 2009; Isaet al., 1997).
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Al observarse que las cepas que requieren AS corresponden a unos pocos aislamientos de
especies animales, y que se pueden aislar variantes virales que ya no |os necesitan (Méndez
et al., 1993), se propuso que este glicano no es indispensable para explicar las primeras
interacciones de los rotavirus con la célula hospedera (Méndez et al., 1993). El
requerimiento de AS parece relacionarse mas con lafacilidad de crecimiento de los virus en
cultivos celulares y correlaciona con € tipo de proteina VP4 que cada cepa contenga
(Ciarlet et al., 2002b). Estos datos sugieren que existe un receptor celular independiente de
AS, que participaria después de esa interaccion inicial en las pocas cepas que usan AS
(Méndez et al, 1996). Los datos generados en |os Ultimos afios sustentan esta idea (Arias et
al., 2002; 1saet al., 2008; Lopez & Arias, 2004).

Para las cepas que no dependen de AS terminales (TSA-), se han propuesto como posibles
receptores varios glicoconjugados que contienen AS subterminales para los contactos
iniciales con lamembrana. Tal es el caso de los gangliosidos GM3 en el intestino de cerdos
recién nacidos, 0 GM1 en células LLC-MK2 (Guo et al., 1999 y Rolsma et al., 1998). En
general € AS se requiere para la unién a la superficie de las células huésped.
Particularmente, la cepa aislada del mono rhesus, RRV, se une a receptores celulares que

contienen AS, sensibles a NA.

En epitelios polarizados la distribucién de glicanos es usada para direccionar proteinas alos
distintos compartimientos subcelulares. Proteinas cuya localizacion sea normalmente
apical, son glicosiladas postraduccionalmente y encaminados a la membrana por procesos
celulares distintos a los usados por aquellas proteinas cuya distribucion sea basolateral.
Como resultado, en la cara apical de los epitelios se encuentran enriquecidos muchos tipos
de glicanos, entre ellos los que contienen acidos sidlicos (Ulloa & Real, 2001). En
particular, se ha descrito que los gangliésidos GM1 y GM3 son dirigidos principalmente a

lacaraapical delos epitelios (Cereijido et al., 2004).
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2.2 Receptores post-adhesion

En € modelo celular MA104, usando la cepa de rotavirus RRV, se ha reconocido que
después de su primerainteraccion con AS, la proteina VP4 sufre un cambio conformacional
gue permite que el virus interactle con la integrina a2bl a través del motivo DGE,
comprendido entre los aminoacidos 308 y 310 en la subunidad VP5* (Fig. 3) (Zarate et al.,
2000). Se ha reportado que para las cepas NA-resistentes la integrina a2bl puede ser
utilizada como un receptor de unién ala célula, sugiriendo esto que la integrina a2blpuede
funcionar como receptor de unién o post-union dependiendo de la cepa (Graham et al.,
2003, Lépez et al., 2004). Teniendo en cuenta un corte tranversal del epitelio intestina
multiestratificado, la integrina a2bl se distribuye apicalmente sobre enterocitos de las
vellosidades inferiores (criptas), en forma basolateral alo largo de las vellocidades (villus),
y sobre célulasM anivel del intestino delgado (Beaulieu et al., 1992; Lussier et al., 2000).

Las integrinas son una familia de proteinas heterodiméricas compuestas por una subunidad
a Yy una subunidad B, que se encuentran en la membrana celular y que participan en las

interacciones de la célula con la matriz extracelular y en las interacciones célula-célula.

El papel de las integrinas durante la entrada de rotavirus ha sido recientemente revisado (Isa
et al, 2009). El papel iniciamente propuesto como co-receptores de entrada ha sido mejor
precisado a partir de experimentos de correlacion entre €l nivel de integrinas disponibles y
la infectividad exhibida por las cepas RRV y WA hacia la linea celular MA104. La
informacion sugiere que la importancia de las integrinas alfa2 y afaVbeta3 podria ser
menor de lo iniciamente descrito, a menos en 1o que se deduce de datos de deteccion de
infeccion mediante FACS (Isa et al., 2009). La importancia de este tipo de moléculas es un
excitante area de trabajo actuamente, sin embargo existen dificultades intrinsecas para
llegar a conclusiones precisas debido a las multiples funciones de estas proteinas y la
natural eza pleiotrdpica de los efectos fisiol 6gicos que las involucran.

Hsc70, es un miembro constitutivo de la familia de las proteinas de chogue térmico hsp70,
que se ha reportado se encuentra presente en la superficie de diferentes lineas celulares
(Multhoff et al., 1996, Guerrero et al., 2002). Se ha encontrado que esta proteina participa

en las primeras interacciones de los rotavirus en un paso posterior a la union (Guerrero et

24



al., 2001). A pesar de que la proteina de choque térmico hsc70 no tiene una secuencia de
sefidl de exportacion, por citometria de flujo e inmunofluorescencia se detectdé que esta
presente en la superficie de varias lineas celulares como BHK, Hep2, Caco y MA104 que
son susceptibles a rotavirus (Guerrero et al., 2002; 1sa et al., 2009; Multhoff et al., 1996).

Por ensayos de ELISA se ha demostrado lainteraccion de rotavirus con la proteina hsc70.

La informacién que sustenta la interaccion de hsc70 con rotavirus se puede resumir en 1os
siguientes puntos. i) Anticuerpos monoclonales dirigidos contra hsc70 bloquean la
infeccion del virus y no la union, pues cuando los anticuerpos se adicionan a las células
después de que € virus se ha unido, son capaces de inhibir la infeccion del virus, y ii) La
proteina recombinante hsc70 preincubada con el virus es capaz de inhibir lainfeccion y no
launién del virus ala célula. Todo esto indica que la cepa RRV de rotavirus interacttia con
la proteina hsc70 y esto ocurre en un paso posterior a la union del virus con la célula
huésped (Guerrero et al., 2001; Pérez-Vargas et al., 2006). La region de hsc70 con la cua
interacciona rotavirus es a través de su dominio de union a ligandos (Pérez-Vargas et al.,
2006).

Juntos todos estos resultados sugieren gque la proteina hsc70 puede tener un papel activo en
la infeccion de rotavirus, sirviendo no solo de anclgje en la membrana celular durante €l
transito del virus al interior de la célula, sino ayudando también a su entrada a la célula,
probablemente por la modificacion conformacional de sus proteinas de superficie
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2.3 Modelo de entrada a su célula huésped
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Figura 5. Modelo de entrada de rotavirus a su célula huésped. En células MA104 se muestran las
interacciones iniciales, destacandose la dependencia de colesterol (que constituye los lipid rafts) tanto parala
interaccién con sus receptores (integrinas Alfa2Betal, AlfaXBeta2 y AlfaVBeta3, proteina de choque térmico
hsc70) como para la entrada del virus; se ilustra la interaccion con acido sidlico a través de la proteina
rotaviral VP8*, asi como la capacidad de algunas cepas como NAR3 para interactuar directamente con co-
receptores a través de su proteina vV P5*. Modificado de Lopez & Arias, 2004.

En lugar de una Unica molécula clave, d receptor celular para rotavirus podria ser un
complgo de moléculas con una dinamica de membrana muy particular (Cuadras &
Greenberg, 2003; Isa et al., 2004), smilar a la estructura descrita para las uniones
intercelulares (Nusrat et al., 2000). En este modelo existirian moléculas de unién inicia a
VP8* (posiblemente glicoproteinas con AS terminal) y esta interaccion induciriaen € virus
la exposicion de regiones en VP5* previamente no accesibles que mediarian la interaccion

con co-receptores que lo habilitarian para la posterior penetracion y decapsidacion; luego
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las particulas prodrian continuar a nivel intracelular y establecer una infeccién productiva
(LOpez & Arias, 2004).

Existen reportes de que muchas cepas de rotavirus dependen de integrinas para infectar y
que esto podriareflgjarse en su patogénesis, lo cua podria estar directamente vinculado con
su tropismo hacia la membrana basolateral (Graham et al., 2005; Isa et al., 2009; Realpe et
al., 2010). Por ser los dos eventos més estudiados durante la entrada de rotavirus, el uso de
AS terminal y la dependencia de integrinas se han propuesto como categorias de
clasificacion de cepas y se presume que se comportan independientemente (Graham et al.,
2006), sin embargo ambas correlacionan con €l tipo de proteina VP4 que la cepa contenga
(serotipo P) (Ciarlet et al., 2002b; Graham et al., 2004).

2.4 Rotavirus infecta células polarizadas de origen epitelial

Rotavirus es un patdégeno gue se transmite por la via fecal-oral, por 1o cual debe interactuar
inicialmente con un epitelio para establecer unainfeccion productiva. Entre los epitelios, la

barreraintestinal es uno de |os ambientes mas complejos de |os organismos metazoarios.

Los epitelios constituyen la frontera entre el organismo y € medio ambiente y en
consecuencia regulan el intercambio de sustancias entre nuestro medio interno y el exterior.
Asimismo, los epitelios presentan dos caracteristicas fundamentales: 1) establecen uniones
estrechas (TJ s, por sus siglas en inglés "Tight Junctions™) que regulan €l transito deiones 'y
moléculas por € espacio intercelular y 2) estédn polarizados. Asi, en la célula epitelia
existen dos dominios estructural, fisioldgica y bioguimicamente diferentes. e apical o
luminal orientado hacia el medio externo y el basolatera dirigido hacia el compartimiento
intersticial (Cereijido et al., 2004; Gonzalez-Mariscal et al., 2009).

Debido a la distribucion polarizada de acarreadores, canales, receptores y bombas en la
membrana celular, los epitelios realizan e flujo transepitelial de iones y moléculas en
formavectoria (Cereijido et al., 2004). Por debajo de laTJ s se localiza la union adherente

(AJs, por sus siglas en inglés “"Adherens Junctions’), los desmosomas y las uniones
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comunicantes (UC). El conjunto de las cuatro estructuras forman el complejo de unién
intercelular apical (AJC, por sussiglaseninglés”Apica Junction Complexes’) (Figura6).
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Figura 6. Las células epiteliales estan polarizadas. A) Organizacion de las células epiteliales. Se
esguematizan las diferentes regiones. B) En el epitelio intestinal estan las microvellosidades (recuadro
punteado) y las criptas conectoras. Este epitelio esta recubierto de una monocapa de células epiteliales cuyo
nivel de diferenciacion aumenta conforme se acercan a la punta de la microvellosidad (recuadro punteado),
donde coincide con el sitio donde infecta rotavirus. C) Esquema donde se ilustran los diferentes tipos de
proteinas que conforman los complejos de adhesion apical (AJC, por “Apical Junction Complexes’). Estos se
dividen en uniones estrechas o “Tight Junctions™ (TJ) y uniones adherentes o “Adherens Junctions’ (AJ).
Nétese que varios de los componentes de esos complejos de unidn son proteinas transmembranal es.
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Ademas de la funcién de compuerta a paso de iones y moléculas por la via paracelular
(GATE en inglés), las TJ's tienen una segunda funcién denominada de cerca (FENCE en
inglés). Inmediatamente después de su biosintesis, los lipidos y proteinas de membrana
recién sintetizados, son dirigidos sel ectivamente desde lared trans-Golgi hasta los dominios
apical o basolateral de la membrana plasmética. Una vez establecida la distribucion
asimétrica de los componentes de la membrana celular, ésta se mantiene por € anclgje a
citoesqueleto de actina y porque las TJ's funcionan como cercas que restringen en el plano
de la membrana, el movimiento de los lipidosy proteinas de la cara apical ala basolateral
y viceversa, inclusive cuando las proteinas no estan unidas a citoesqueleto de actina
(Corveraet al., 2000).

Lejos de ser un escenario estatico, el mantenimiento de la barrera epitelia exhibe una
dindmica intrinseca muy complega. Se ha observado, por g emplo, que una rapida reduccion
del colesterol inducida por metil-b-ciclodextrina genera una caida en la TEER (una medida
de la comunicacion ionica entre los compartimentos apical y basolateral) y un aumento del
flujo paracelular de manitol, los cuales son reversibles s se restauran las condiciones
basales. Esto sugiere que las TJ's, a pesar de estar compuestas de proteinas, responden a
cambios bruscos en la composicion lipidica de la membrana (Nusrat et al., 2000). En
resumen, 10s eventos que pueden ocasionar cambios en la barrera epitelial pueden ser tan
diversos como €l tratamiento con farmacos que afectan globamente la fisiologia de
epitelios como €l intestinal, hasta infecciones altamente especificas que se dirijan a
moléculas particulares entre los constituyentes de los compleos de adhesién intercelular
(Sears, 2000).

Entre los numerosos reportes de patdgenos entéricos afectando la barrera epitelial, se ha
descrito que rotavirus puede interactuar directamente con las proteinas de las membranas
laterales (Nava et al., 2004). Ademés, en las células epiteliales la infeccidn con rotavirus
genera un aumento en la permeabilidad paracelular, una disminucion de la RET y una
relocalizacion de las proteinas del complejo de adhesion apical claudina1, ocludinay ZO-1
(Dickman et al., 2000; Estes & Morris, 1999; Obert et a., 2000). Laidentificacion de rafts
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como mediadores importantes de la entrada de rotavirus (Isa et al., 2004) y también de su
salida (Chwetzoff & Trugnan, 2006 ; Cuadras et al., 2006) ; ademés, de la descripcién del
compleglo de adhesion apical como un tipo particular de raft (Nusrat et al., 2000), sugieren
la posibilidad de que rotavirus requiera para su entrada de los compleos de adhesion
localizados en los bordes celulares, como recientemente se describio parael virus coxsackie
(Coyne & Bergelson, 2006).

Se han descrito varios virus que afectan la polarizacion de las células por su dependencia de
moléculas basolaterales para infectar epitelios, entre los més estudiados estan coxsackie-
virus (Coyne & Bergelson, 2006), adenovirus (Walters et al., 2002), y reovirus (Campbell
et al., 2005). En cada caso, se han reportado moléculas usadas por € virus para su unién
inicial y qgue se localizan apicalmente, y co-receptores de entrada/penetracion que se
encuentran en la region basolateral (Bomsel & Alfsen, 2003). En dos de estos casos, asi
como en muchos otros virus, las integrinas modulan la infectividad de diversos modos. No
obstante alln no es claro como un virus que accede por la superficie luminal del epitelio
puede tener contacto con moléculas basolaterales para infectar.

Entre las proteinas virales propuestas como mediadores de la perturbacion de la barrera
epitelial, una proteina no estructural de rotavirus, NSP4, ha sido implicada exhibiendo
efectos de perturbacion de las funciones de las membranas laterales (Tafazoli et al., 2001).
Sin embargo, la relevancia de tal efecto puede estar mas relacionada con la diarrea
desencadenada por la infeccién de rotavirus, que con el proceso de entrada de estos

patogenos.

Entre muchos otros patdgenos entéricos, se considera gque los virus no solamente usan
receptores celulares especificos/tnicos sino un conglomerado de moléculas de la célula. En
algunos casos se ha podido reconocer mimetismos entre estos agentes y sus ligandos
naturales, de tal suerte que la unién de los virus modifica a su favor la respuesta celular por
sefidizacion y consecuentemente acontece la entrada viral. En e contexto de receptores
celulares para virus se puede ordenar su naturaleza quimica segun la siguiente clasificacion:
(tomada de Gonzélez-Mariscal et al., 2009)
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1) Oligosacéridos simples o compuestos que interaccionan con proteinas superficiales de

los virus, las cuales pueden exhibir comportamiento tipo lectina.

2) Integrinas que son € sistema de anclaje de las células a su matriz extracelular y de ellas
entre si. Estas pueden ser reconocidas a través de motivos proteicos discretos como RGD,

KGE, DGE, GPR, y LDV presentes en |as proteinas virales.

3) Moléculas de adhesion intercellular, components de AJs y TJs, las cuales
recientemente se perfilan como componentes criticos de las vias de entrada de los virus
debido a su papel limitrofe entre compartimientos tisulares que son obstaculo para €l
transito de los patdgenos y € establecimiento de infecciones productivas. (Tabla1).

2.5 Los patdgenos intestinales pueden perturbar la barrera epitelial

En varios casos se han descrito bacterias que exhiben mecanismos capces de perturbar €l
complgjo de adhesion apical y de esa forma atravesar epitelios. La mayoria de ellas son
patdgenas del aparato digestivo. Se pueden diferenciar dos grupos de acuerdo a como
afectan lamembranalateral (Sears, 2000):

1) Mediante alteracion del citoesquel eto de actina.

Vibrio cholerae que produce una enterotoxina llamada ZOT (Zonula Ocludens Toxin), que
aumenta la permeabilidad intestina y destruye a los filamentos de la TJ. Ademéas
Escherichia coli enteropatogénica, que induce una disminucion de laRET e incrementa el
flujo paracelular de manitol.

2) Mediante modificacion o degradacion de proteinasdela TJ.

Vibrio cholerae que produce una metal oproteasa llamada hemaglutinin/proteasa (H/P), que
rompe en dos fragmentos a la ocludina. Shigella flexneri que produce una toxina que
desfosforila a la ocludina y desplaza a la claudina 1 de la fraccién insoluble en Tritén X-

100 alafraccion soluble en el detergente.
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Tabla 1. Virus que utilizan proteinas de las AJC como receptores celulares. (Tomado de
Gonzélez-Mariscd et al., 2009. Frontiers in Bioscience 14:731-768).
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La enterotoxina de Clostridium perfringens (CPE) que a través de su extremo carboxilo

termina se une especificamente a las claudinas 3 y 4 y las degrada. La micotoxina

Ocratoxina A, que degrada alas claudinas 3 y 4, produce efectos similares a los observados

con CPE.

Como se menciond en la seccion anterior, las moléculas de los complejos de union

intercelular pueden constituir blancos de entrada de los virus a los epitelios que infectan.

Dos de los casos mejor estudiados corresponden a adenovirus y coxsackie-virus, los cudles

se anclan ala membrana celular a través de su interaccién con la proteina CAR (Coxsackie

Adeno Receptor), una proteina del complejo de adhesion apical (Cohen et al., 2001). El

otro caso es reovirus, que se une a las células epiteliales a través de la interaccion de su
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proteina knob con una molécula conocida como JAM (Junction Adhesion Molecule), la

cual también constituye parte del complejo de adhesién apical (Barton et al., 2001).

Se considera que rotavirus puede perturbar la integridad epitelial como estrategia de
patogénesis (Nava et al., 2004); esto cobra particular importancia en la descripcion de la
infectividad de este virus hacia lingjes celulares que exhiben polarizacion in vitro. Teniendo
en cuenta la alta dependencia de sial 6sidos terminales para sus interacciones iniciales con la
membrana celular, la cepa RRV ha sido clave para vincular las observaciones de
infectividad de rotavirus hacia células polarizadas y los eventos tempranos de las

interacciones con receptores celulares.

La descripcién por parte de Svensson y colaboradores (Svensson et al., 1991) de que la
cepa de rotavirus RRV infectaba células Caco-2 en forma simétrica, es decir, la infeccion
era igualmente eficiente ya sea que el virus se adsorbiera desde la superficie apical o
basolateral de la monocapa celular, lleva a pensar que la interaccion de rotavirus con
células polarizadas podria ser clave en € conocimiento de su patogénesis. Sin embargo,
otro reporte de estudios encaminados a evaluar la polaridad de infeccion concluyeron que
esta cepa infectaba de manera asimétrica en varios linges celulares probados (Ciarlet et al,
2001b). El mismo reporte destacaba que no solo esta cepa, sino todas las que se probaron y
eran sensibles a tratamiento con NA, solo infectaban eficientemente desde la superficie
apical. En forma complementaria el mismo trabajo concluy6 que aquellas cepas sensibles a
tratamiento con NA infectaban igualmente bien desde cualquiera de los dos
compartimientos y esto correlacionaba con la desigual riqueza de glicanos entre las

superficies apical y basolateral.

En vista de la importancia de conocer |a capacidad que tiene rotavirus para infectar células
polarizadas, para entender su patogénesis y asi poder interponer estrategias de control
efectivas, se planted este trabajo con el objeto de buscar correlacion entre el uso de
sialésidos terminales y la dependencia de integrinas en cultivos de células que se polarizan
espontaneamente en cultivo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Caracterizar los eventos iniciales de infeccion de rotavirus en células polarizadas
MDCKII

3.2 Metas Especificas

1. Evaluar la polaridad de infeccion de cuatro cepas de rotavirus que difieren en su
sensibilidad a tratamiento con neuraminidasa y en la dependencia de integrinas, en células
MDCKII cultivadas en soportes permeables. Las cepas a evaluar son Wa, UK, TFR41 y
RRV.

2. Evaluar laimportancia de moléculas de distribucién basolateral en lainfeccion de células

MDCKII polarizadas por parte de las mismas cuatro cepas de rotavirus.

3. Evaluar la dependencia de las integrinas afa2betal y afaVbeta3 para la infeccion por

parte de las mismas cuatro cepas de rotavirus.
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4 MATERIALES Y METODOS

4.1 Célulasy virus.

Lalinea celular MDCK (MADIN and DARBY, Jr., 1958) se obtuvo de la American Type
Culture Collection (MDCJ, CCL-34). Las células entre los pasgjes 20 y 80 se sembraron en
botellas desechables (Costar 3150. Cambridge, MA) y se mantuvieron en una incubadora
(Forma Scientific 3158, Ohio, USA), a una temperatura de 37 °C y con 5% de CO,. Las
células MDCKIIl y MA104 (epitelio de rifidn de mono) se cultivaron en medio Advanced
D-MEM suplementado con 3.0% de suero fetal bovino. El desarrollo de la polaridad de
MDCKII cultivadas en soportes permeables se monitored midiendo la resistencia eléctrica
transepitelial (TEER) con un voltimetro epithelia (Nava et al., 2004). Las cepas de
rotavirus usadas fueron Rhesus rotavirus SI/RRV (P5B[3] G3), su variante NAR que se
reportd previamente (Mendez et al., 1993); rotavirus porcino, PO/TFR41 (P9[7] Gb5),
rotavirus bovino Bo/UK (P7[5] G6); rotavirus humano Hu/Wa (P1A[8] G1). Las cepas se
seleccionaron basados en € modelo de uso de SA terminal e integrinas descrito en células
MA104 (Graham et al., 2003).

Para establecer cultivos polarizados de células MDCKII, estas se sembraron a densidades
de 50.000 células por filtro, en membranas de poliéster con 6.5 mm de didmetro y tamafio
de poro de 0.4 um o 3.0 um segin e experimento (Transwells Corning-Costar). El
desarrollo de la polarizacion se monitored con un voltimetro epitelial EVOM (WP,
Sarasota, CA, USA) y solo se usaron monocapas que alcanzaran valores superiores a 500

ohms.cm?.

4.2 Anticuerpos y reactivos

L os sueros policlonales para la deteccion de infeccion por rotavirus fueron producidos en el
laboratorio como se describe en Guerrero y colaboradores (Guerrero et al., 2002) y se
demostré que reconoce todas las proteinas del virus. Anticuerpos de coneo para la
deteccion de Ocludina y ZO1s fueron comprados de Zymed (San Francisco, CA, USA).
Anticuerpos monoclonales para la deteccion de lamina A/C se compraron de Santa cruz

Biotechnology (Santa cruz, CA, USA). Anticuerpos secundarios conjugados a Alexa 488 y
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DAPI fueron comprados de Molecular probes (Eugene, OR, USA). Anticuerpos
secundarios conjugados a peroxidasa de rdbano se adquirieron de Perkin Elmer Life
Sciences (Boston, MA, USA). Todos los demés reactivos se compraron de Sigma-Aldrich
(Saint Louis, MO, USA).

4.3 Ensayos de infectividad.

La infectividad de las preparaciones virales se prob6 mediante un ensayo de deteccion de
focos mediante tincion y revelado por inmunoperoxidasa (Guerrero et al., 2000a). El virus
se tituld en células crecidas en cgjas de 96 pozos para cultivo de las células MA104 o
MDCKII. Las células se lavaron dos veces con Medio Esencial Minimo (MEM) sin suero.

En una caja dilutora de 96 pozos se hicieron diluciones del virus en MEM sin suero y con
(0]
éstas se inocularon las células y se dejo adsorber por 1 hr a37 C. El virus no adsorbido fue

retirado y las células se lavaron con MEM 2 veces y se incubd por 14 hrs a 37OC.
Finalmente se lavaron las células con PBS, se fijaron con acetona a 80% en PBS por 15
minutos y se hizo una inmunotincion con un anticuerpo policlonal de conejo anti-rotavirus
por 1 hr. Se lavaron dos veces con PBS y se incubaron con anticuerpo secundario anti-
conglo acoplado a peroxidasa por 2 hrs. Se lavaron dos veces con PBS y se les agregd
sustrato de peroxidasa, carbazol y peroxido de hidrégeno filtrado, hasta ver la aparicion de
los focos de infeccion. Se lavé con agua para detener la reaccion. Las células infectadas
fueron contadas en un microscopio Invertido Nikon Diaphot 300 semi-automaético provisto
de una camara COHU color CCD y software Visiolab 1000 y se determiné €l titulo viral del
lisado, que es el nimero de unidades formadoras de focos (FFU) que hay por ml de lisado.

4.4 Infeccion en soportes permeables.

Se evalué la polaridad de infeccion considerando la limitacion al flujo de virus a través del
soporte. Se estimo que alrededor del 25 % del virus alcanza a pasar en ausencia de células
en soportes de 3.0 um de diametro de poro. Igual dilucién de lisado vira se adsorbid en
cada superficie de las monocapas cultivadas en los soportes permeables durante 1 hr a
37°C, anivel apical se usd un volumen de 100 ul y basolateral 500 ul; posteriormente se
lav6 dos veces con medio sin suero y se degjé proceder lainfeccion por 12-14 hrs, luego de

lo cual se detect6 lainfeccion en la manera descrita arriba.
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4.5 Tratamiento de células y virus.

Para remover los &cidos sidlicos terminales de la superficie celular, las monocapas de
células MA104 se trataron durante 1 hr a 37°C con 20 U de neuraminidasa de Arthrobacter
ureafasciensadquirida de Sigma-Aldrich, en e caso de células MDCKII se usaron 80
unidades. Posteriormente se lavaron las monocapas con medio sin suero y se infectd en la

manera descrita arriba.

Para bloquear la infectividad del virus con glicoforina (Sigma-Aldrich), las preparaciones
virales se preincubaron con la proteina a una concentracion de 100 ug/ml durante 1 hr a 37
°C, antes de adsorber los virus a las monocapas de células. Los resultados se expresan
como porcentaje del nimero de unidades formadoras de focos encontrados en |os controles

sin tratamiento.

4.6 Tratamiento con EGTA.

Usando condiciones de siembra y tiempos incubacion idénticos a los usados en soportes
permeables (donde se puede demostrar polarizacion mediante €l registro de desarrollo de
resistencia transepitelial), se detectd mediante tincion de ZO1 en soportes impermeables
(plastico de cultivo y laminillas de microscopia) € eficiente desarrollo de polarizacion y se
procedi6 a realizar tratamientos sobre las monocapas asumiento un nivel de polarizacién

equiparable a acanzado en soportes permeables (Transwells).

M onocapas bien apretadas de MDCKII se pre-trataron con 2 mM EGTA a 37 °C durante 5-
10 min, posteriormente se lavaron y se adsorbieron los lisados virales durante 30 min, se
lav6 dos veces y se dejo proceder la infeccion por 8 horas. Los focos infecciosos fueron
detectados mediante inmunofluorescencia (ver debajo) y contra-tincion de ndcleos con
DAPI.

4.7 Union de virus a la membrana celular

Las monocapas de MDCKII se preincubaron con 1% BSA antes del tratamiento con EGTA,
se lavé con el mismo medio de bloqueo frio y se adsorbié cada lisado en frio por 30 min; se

removié el inoculo y se lavo 3 veces con medio sin suero frio, antes de resuspender en
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buffer de lisis (50 mM Tris-HCI pH. 7.5, 150 mM NaCl; 0.1 % Triton X-100). El virus fue
liberado por descongelacion dos veces y se detectd por ELISA (Zérate et al., 2003).

4.8 Silenciamiento de la expresion de integrinas.

SIRNA’s especificos para las subunidades alfa2 y beta3 fueron seleccionados mediante
alineamiento de secuencias y se mandaron a sintetizar en Dharmacon Reseatrch (Lafayette,
CO, USA), cada uno de ellos se transfectd 12-16 horas a una concentracion de 600 nM y se
espero 48 hrs antes de infectar las células. Las secuencias corresponden alaregion 151-172
de laintegrina afa2 caninay 187-207 de la integrina beta 3 también de perro. Se usé como
control un siRNA irrelevante dirigido hacia €l gene de la luciferasa (Lopez et al., 2004).
Para la transfeccion se uso lipofectamina y se degaron entre 14-16 hrs a 37 °C en
incubacion, luego de lo cua se lavaron y se esperd 48 h en incubacion antes de utilizar las

monocapas para ensayos posteriores.

4.9 Inmunofluorescencia

Las células crecidas sobre cubreobjetos en cajas de 12 6 24 pozos y las monocapas
sembradas sobre cubreobjetos o TranswellsO (Costar) se fijaron con paraformaldehido al
2% en solucion amortiguadora de fosfatos (PBS), pH 7.4 durante 15 minutos a temperatura
ambiente. En seguida se permeabilizaron durante 5 minutos con Triton X-100 a 0.25%
disuelto en PBS-1% BSA-50 mM NHA4CI seguido de 4 lavados con solucion de lavado. En
los casos en que se especifica, las monocapas se fijaron con metanol a 100% 6 etanol a
95% a 4 °C durante 30 minutos. Para bloquear la interaccion inespecifica con los
anticuerpos las células se incubaron con albimina sérica bovina (BSA) libre de IgG a 1%

(Sigma, USA) por una hora a temperatura ambiente.

Después de lavar, se agregd el anticuerpo primario deseado en PBS-1% BSA-NH4Cl y se
incubo durante 1 hr a temperatura ambiente. Después de otros 4 lavados con solucion de
lavado, se agregd el anticuerpo secundario acoplado con Alexa 488 0 568 4 pg/ml en PBS-
1% BSA-50 mM NHA4CI y se incub6 durante 1 hr atemperatura ambiente.

Después de la incubacién con e anticuerpo secundario, las monocapas se lavaron

repetidamente con PBS y finamente con agua destilada para eliminar e exceso de
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anticuerpo. Las preparaciones se montaron con Fluoprep® (Biomerioux, Francia) sobre
portaobjetos limpios para evitar @ méximo la disminucion en la fluorescencia. La

fluorescencia de las monocapas se observo en el microscopio confocal.

Las muestras se analizaron en microscopio de fluorescencia Axioskop mot plus, Zeiss 'y
software Image Pro Plus 5.0.2.9 y Adobe Photoshop 7.0, en donde se menciona algunas
muestras también fueron observadas en microscopio confocal LSM 510 marca Zeiss y se
analizaron mediante e software Image J 1.32) y & programa incluido con e equipo

confocal.

En monocapas cultivadas en soportes permeables se capturaron imagenes de cortes en la
misma direccion del plano de las células, cortes perpendiculares a ese plano en direccion
axial (x-y) y cortes perpendiculares en direccion sagital (x-z), con el fin de mostrar
citoplasma y membranas periféricas tanto apical como basolateral. Se realizo proyeccion y

empalme de todos | os cortes obtenidos.
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CAPITULO I

5 RESULTADOS

Los resultados principales de este proyecto se encuentran consignados como articulo
original deinvestigacion y seincluye en su version original, en inglés, a continuacion:
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In this work we evaluated the ability of rotavirus strains with different receptor requirements to infect
the apical and basolateral surfaces of polarized MDCKII cells. We used neuraminidase (NA)-sensitive
(RRV and TFR-1) and neuraminidase-resistant (Wa and UK) viruses that differ in their use of integrins.
Regardless of their receptor requirements, all virus strains tested were found to efficiently infect cells
from both membrane surface domains, with preference for the basolateral domain, since: (i) disruption of
tight junctions of polarized cell monolayers by calcium chelation led to a reversible increase of rotavirus

I]:f,{:\l,(i):ﬁz: infectivity, (ii) the viruses infected preferentially the cells located at the borders of microcolonies of
Polarized infection polarized cells, and (iii) in cells grown on a permeable support all four virus strains were able to start
MDCK the infection by either plasma membrane domain. Preferential infection (5-11-fold more efficiently) of
Integrins the basolateral surface correlated with the neuraminidase resistance of the virus strains, but not with
Sialic acid their requirement for integrins, which in MDCKII cells seem to be used by all four viruses. The infection

of both cell surface domains by RRV was found to depend on the presence of terminal sialic acids, since
its infectivity was reduced by neuraminidase treatment of the cells and it was also blocked by incubation
of the virus with glycophorin A. The efficient infection through the basolateral membrane surface of
polarized cells might be relevant for the pathogenesis of rotavirus, especially given the recent reports of

antigenemia and extraintestinal spread of the virus in children and animal models.

© 2009 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Rotaviruses are the leading etiologic agent of viral gastroenteri-
tis in infants and young children worldwide, being responsible for
about 600,000 deaths every year (Parashar et al., 2006). The primary
target for these viruses is the mature enterocytes of the villi of the
small intestine (Ciarlet and Estes, 2001). However, recent findings
indicate that the tropism of rotaviruses in vivo might be broader
that previously thought. Rotavirus antigen has been found in the
serum of children, mice, rabbits, calves, rats, and pigs, and viremia
has been reported in rats, mice, and pigs (Azevedo et al., 2005; Blutt
et al., 2003; Crawford et al., 2006), indicating that extraintestinal
spread of the virus may occur.

Rotaviruses are non-enveloped viruses formed by three concen-
tric layers of protein. The outermost layer of the virion is formed by
two proteins, VP7 and VP4. These proteins constitute the smooth

* Corresponding author. Tel.: +52 777 3114701; fax: +52 777 3172399.
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0168-1702/$ - see front matter © 2009 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.virusres.2009.11.005

surface and protruding spikes of the virion, respectively. VP4 is
involved in receptor binding and cell penetration, while VP7 seems
to contribute to virus entry by interaction with cell receptors at a
post-binding step (Lépez and Arias, 2004). After binding to the cell
surface the virus penetrates the plasma membrane to productively
infect the cell. This penetration depends on the trypsin treatment
of the virus resulting in the specific cleavage of VP4 to polypep-
tides VP8 and VP5 (Arias et al., 1996; Espejo et al., 1981; Estes et
al.,, 1981).

The initial interaction of some rotavirus strains with the cell sur-
face is through N-acetylneuraminic acid, also known as sialic acid
(SA). The infectivity of these strains is diminished by treatment with
neuraminidase (NA), and therefore they are named NA-sensitive
(Isa et al., 2006).

In contrast, the infectivity of many animal rotavirus isolates and
most strains isolated from humans is resistant (Ciarlet and Estes,
2001), and these strains are characterized as NA-resistant (Isa et al.,
2006). However, it was recently suggested that the NA-sensitive
viruses interact with terminal sialic acids (TSAs), which are sus-
ceptible to NA treatment, while NA-resistant viruses might bind
to subterminal SA that are known to be resistant to NA treatment
(Delorme et al., 2001; Guo et al., 1999; Haselhorst et al., 2009; Isa
et al., 2006).
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After the initial interaction of the virus with the cell surface,
most probably with SAs present in gangliosides (Delorme et al.,
2001; Guo et al., 1999; Rolsma et al., 1998), several other molecules
have been implicated in rotavirus cell entry, including integrins
a2B1, avP3, axP2, and a4B1, and the heat shock cognate pro-
tein 70 (Coulson et al., 1997; Guerrero et al., 2000b, 2002). More
recently, the characterization of viral strains whose infectivity is
not inhibited by anti-integrin antibodies suggested the existence
of rotavirus strains that are integrin-independent. These strains
were mostly of porcine origin, and it was found that integrin usage
related to VP4 serotype, independently of sialic acid usage (Graham
et al., 2003).

In epithelial and endothelial cells integrins have a polarized
distribution and localize at the basolateral plasma membrane
(Schoenenberger et al., 1994). Therefore, rotaviruses reaching the
intestinal epithelium from the luminal side or being in contact
with the apical surface of confluent epithelial cell lines would
find their integrin receptors hidden beneath tight junctions (T]Js),
on the basolateral surface. Despite this observation and the fact
that the primary target of rotaviruses in vivo is the polarized
intestinal epithelium, most studies have been carried out in non-
polarized cultures of embryonic African green monkey kidney
(MA104) cells since these cells are highly permissive to rotavirus
infection.

Two studies have evaluated the ability of rotaviruses to infect
the apical and basolateral domains of polarized cells in culture,
which resemble more closely polarized epithelia (Vogelmann et
al., 2004), with conflicting results (Ciarlet et al., 2001, Svensson
et al., 1991). The earlier study concluded that the NA-sensitive
simian rotavirus strain RRV infects adenocarcinomal intestinal
Caco-2 cells in a symmetric manner, i.e., with the same effi-
ciency via both the apical and basolateral surfaces (Svensson
et al, 1991). On the other hand, Ciarlet et al. (2001), using
a panel of polarized cell lines, including Caco-2 cells, reached
the conclusion that NA-sensitive viruses infect efficiently only
through the apical cell surface, whereas NA-resistant viruses infect
equally well both sides of the polarized cell monolayers. Since
the methods used and the results obtained differed in those stud-
ies, determination of rotavirus infection polarity is still not well
defined.

Given the ability of rotavirus to spread extraintestinally and
infect intestinal cells via blood vessels (Azevedo et al., 2005), it
becomes important to define the capacity of rotavirus strains with
different receptor requirements to infect the apical and basolateral
surfaces of polarized epithelia. In this study we used NA-resistant
and NA-sensitive viruses that differ in their use of integrins. Our
results indicate that regardless of their neuraminidase sensitiv-
ity or their reported requirement for integrins, all four rotavirus
strains tested efficiently infect both surfaces of polarized MDCKII
cells, with a preference for the basolateral domain. The efficient
infection of both the apical and basolateral surfaces by the NA-
resistant virus RRV was found to depend on the presence of TSA,
and all rotavirus strains studied seemed to require integrins o231
and avf33.

2. Materials and methods
2.1. Cells and viruses

Rhesus monkey MA104 and Madin-Darby canine kidney cells
(MDCKII, kindly provided by Dr. L. Gonzalez-Mariscal, Cinvestav,
Mexico DF), both of epithelial origin, were grown in Advanced
Dulbecco-modified Eagle’s minimum essential medium supple-
mented with 3% fetal bovine serum; cells were passed twice weekly
and maintained at 37 °Cin a 10% CO, humid atmosphere. Polarized
monolayers of MDCKII cells were grown on permeable supports.

6.5 mm-diameter polyester filters with a 0.4 or 3.0 wm pore size
(Transwells, Corning, Costar, USA) were seeded with about 50,000
cells per filter and the Trans-Epithelial Electrical Resistance (TEER)
was monitored with an epithelial voltohmmeter (WPI, Sarasota,
CA, USA). Monolayers with a TEER above 500 2 cm? were used
in all assays; permeable supports with either pore-size gave rise
to monolayers with high TEER values under the same culture
conditions. All rotavirus strains were propagated in MA104 as
previously described (Guerrero et al.,, 2000a). Rhesus rotavirus
Si/RRV (P5B[3]G3) and human rotavirus Hu/Wa (P1A[8]G1) were
obtained from H.B. Greenberg (Stanford University, Stanford, CA),
the porcine rotavirus strain, Po/TFR-41 (P9[7]G5) was kindly pro-
vided by L. Holmes (University of Melbourne, Australia), bovine
rotavirus Bo/UK (P7[5]G6) was provided by D.R. Snodgrass (More-
dun Research Institute, Scotland); the nar3 variant of RRV has been
previously described (Méndez et al., 1993).

2.2. Antibodies and reagents

The rabbit anti-rotavirus polyclonal serum raised against puri-
fied RRV triple-layered particles was produced in our laboratory,
as described (Guerrero et al.,, 2002), but using 100 wg of purified
virus per injection. The serum raised had antibodies to all structural
rotavirus proteins, as evaluated by Western blot analysis. Rabbit
polyclonal antibodies to occludin and to ZO-1 were obtained from
Zymed (San Francisco, CA). Monoclonal antibody IgG,, to LamA/C
was obtained from Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, CA).
Alexa-488-conjugated secondary antibodies and 4’,6-diamidino-
2-phenylindole (DAPI) were purchased from Molecular Probes
(Eugene, OR). Horseradish peroxidase-conjugated goat anti-rabbit
polyclonal antibody was from Perkin Elmer Life Sciences (Boston,
MA). Trypsin was obtained from GIBCO (1:250; Cat. #27250-018).
All other reagents were from Sigma-Aldrich (MO, USA).

2.3. Infectivity assays

The infectivity of the viral preparations was evaluated by an
immunoperoxidase focus detection assay (Guerrero et al., 2000a).
Briefly, confluent MA104 or MDCKII cells grown in 96-well plates
were washed with serum-free MEM, and serial 2-fold dilutions of
the viral lysate (previously activated with trypsin, 10 pwg/ml, for
30min at 37°C) were adsorbed to the cells for 60 min at 37°C.
Conditions were adjusted, depending on the cell line and the virus
strain, to count about 150 foci per well in control experiments. After
the adsorption period, the virus inoculum was removed, the cells
were washed once, serum-free MEM was added, and the infection
was left to proceed for 12-14h at 37°C. Infected cells were then
detected using a rabbit hyperimmune serum to rotavirus, and a
secondary horseradish peroxidase-conjugated antibody. The per-
oxidase focus-forming units (ffu’s) were counted with the help of
a Visiolab 1000 station (Biocom, France) as previously reported
(Guerrero et al., 2000b). The polarity of rotavirus infectivity in
polarized MDCKII cell monolayers was evaluated in transwells with
filters having 3 pm pores. The virus dilution used to infect the api-
cal and the basolateral surfaces of the cell monolayer was the same.
For the adsorption period 100 or 600 .l of virus cell lysates were
added to the apical or basolateral sides, respectively, and the cells
were incubated for 1 h at 37 °C. The filters were then washed twice
with MEM and the infection was left to proceed for 12-14h, and
processed as described above.

2.4. Cells and virus treatments
To remove terminal sialic acids (TSAs) from the cell surface,

monolayers of MDCKII cells were treated with80mU/ml of A.
ureafasciens neuraminidase (Sigma-Aldrich) for 1h 37°C before
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infection. To block virus infectivity with glycophorin A (gphA)
(Sigma-Aldrich) the sialylglycoprotein, at 100 pg/ml, was pre-
incubated with viral cell lysates for 1h at 37 °C before adsorption
of the virus to the cell monolayer. Viral infectivity under the differ-
ent conditions tested is reported as the percentage of ffu’s present
in untreated infected cells. At least 100 foci were counted per
treatment. To prepare double-layered particles, aliquots of semi-
purified RRV virus were incubated with 50 mM EDTA for 30 min at
37°C(Cuadrasetal., 1997), and the EDTA-treated virus was pelleted
by centrifugation for 1 h at 40,000 rpm in an SW50 Beckman rotor
to remove the virus outer capsid proteins. The removal of these
proteins was assessed by SDS-PAGE and Coomassie blue staining
of the treated viral particles, and the titer of the EDTA-treated virus
was determined as described above.

2.5. EGTA treatment assay

Since polarity of MDCKII cells can only be demonstrated for
cell monolayers in permeable supports (by measuring the trans-
membrane resistance), we performed ZO-1 staining (Nava et al.,
2004) as indicative of the degree of polarization of these cells,
and used similar conditions (seeding cell densities and times of
growth) for reaching polarized monolayers in different growth
supports. Thus, highly confluent (3 or more days) MDCKII cells
grown on glass coverslips or 96-well plates were washed with
serum-free MEM and then treated with 2 mM EGTA at 37°C for
5-10min, gently washed twice, and then infected as mentioned
above, except that the viral cell lysate was adsorbed for 30 min.
The infection was left to proceed for 8 h and the infectious foci were
detected by an immunofluorescence assay as described (Sanchez-
San Martin et al., 2004). Briefly, the cell monolayers were fixed with
methanol, blocked with blocking buffer (1% BSA, 50 mM NH,4Cl in
PBS), and incubated with a primary rabbit hyperimmune serum
to rotavirus (diluted 1:2000), and then with Alexa 488-coupled
anti-rabbit antibodies diluted in blocking buffer; extensive washes
were included after each antibody incubation step. DAPI coun-
terstaining (5 wg/ml) of nuclei was included with the secondary
antibody incubation. The coverslips were then mounted on glass
slides with Fluoprep (BioMérieux, Fr.), and the anti-fading agent
DABCO (100 mg/ml; Sigma-Aldrich St Louis, Mo). The slides were
analyzed with a Zeiss Axioskop Il imaging microscope and images
were digitally captured with Image Pro Plus (Media Cybernetics,
MD, USA) and edited with Adobe Photoshop software.

2.6. Binding assay

Binding of virus to cell monolayers was evaluated as previously
described (Zarate et al., 2003). Highly confluent MDCKII cells grown
on plastic 48-well plates were washed with serum-free MEM and
blocked for 1 h with 1% BSA in PBS at room temperature. The cells
were treated with 2 mM EGTA at 37 °C, as described above, and then
gently washed with blocking medium. Clarified-viral cell lysates
were added and allowed to adsorb at 4 °C for 30 min to the cells; the
virus was removed and the monolayers were washed three times
with cold serum-free MEM and resuspended in lysis buffer (50 mM
Tris—HCI pH 7.5, 150 mM NacCl; 0.1% Triton X-100). The cells were
frozen and thawed twice, and the amount of virus present in the
cell lysates was determined by an enzyme-linked immunosorbent
assay as previously described (Zarate et al., 2000a).

2.7. siRNA silencing of integrin expression

Specific small-interfering RNAs (siRNAs) sequences were
selected against integrin subunits a2 or 3. The siRNA to a2 had the
sequence AACUGGUUACUGGUUGGUUCA (sense), corresponding
to nucleotide positions 151-171 of the canine a2 integrin subunit

gene (accession number: XM_546326.2). The siRNA to 33 had the
sequence AAGGAAAAUCUGCUGAAGGAUA (sense), corresponding
to nucleotide positions 187-207 of the canine 33 integrin subunit
gene (accession number: NM_001003162.1). As an irrelevant con-
trol, a previously reported siRNA to the luciferase gene (Lopez et
al., 2004) was used. The siRNAs were obtained from Dharmacon
Research (Lafayette, CO). Transfection of siRNAs was carried out
in nearly confluent MDCKII cell monolayers using lipofectamine
(Invitrogen) as previously described (Lopez et al., 2004). Briefly,
the transfection mixture was added to cells previously washed with
serum-free and antibiotic-free MEM and incubated for 14-16h at
37°C. After this time the transfection mixture was removed, and
the cells were washed and kept in this medium for 48 h at 37°C
before virus infection.

3. Results

3.1. Extracellular calcium depletion increases rotavirus infection
of polarized MDCK cell

To test the role of basolateral molecules in rotavirus infection
of polarized epithelia, we used as a model MDCK cell monolayers.
Neuraminidase-sensitive (RRV and TFR-41) and -resistant (UK and
Wa) viruses (as defined in MA104 cells) that differ in their reported
use of integrins were used in this work. RRV and Wa are known to
use integrins, while TFR-41 and UK have been reported not to use
these molecules to infect MA104 cells (Graham et al., 2003).

Calcium is required to maintain the apical junction complex in
place (Cereijido et al., 2004). Thus, the infectivity of rotaviruses
in these cells was tested after the cell monolayers had been sub-
jected to a brief treatment with EGTA, with the rationale that if
basolateral molecules are needed for infection, calcium chelation
would open the tight junctions (TJs), thereby exposing basolateral
molecules to the virus, with a consequent increase in virus infec-
tivity, as has been observed for other viruses (Coyne and Bergelson,
2006; Esclatine et al., 2000; Snooks et al., 2008; Topp et al., 1997;
Walters et al., 2002). A brief treatment with 2 mM EGTA (see Sec-
tion 2.5) was found indeed to increase rotavirus infectivity, as
evidenced by detection of infectious foci by indirect immunofluo-
rescence (shown for RRV and UK in Fig. 1A). The increase was higher
for NA-resistant as compared to NA-sensitive strains (Fig. 1B), rang-
ing from 1.5- to 2.5-fold in the case of the NA-sensitive strains to
8-28-fold for the NA-resistant viruses. A correlation between the
enhancement of infectivity and the requirement for integrins was
not observed. Viral particles stripped from their surface proteins
by treatment with EDTA were not infectious in EGTA-treated cells,
indicating that the outer protein layer is required for the observed
enhancement of infectivity, and that the plasma membrane was not
damaged by calcium chelation (not shown). However, it is not pos-
sible to completely rule out that other events, different than the
receptor accessibility, could give rise to the increased infectivity
observed.

The increase of rotavirus infectivity induced by calcium deple-
tion was reversible. The virus infectivity decreased already by
15 min after calcium restoration to the cell culture medium, and
it returned to basal levels at about 60 min after calcium addition
(Fig. 2A). Calcium chelation with EGTA disturbed the TJs of the
MDCK monolayers, as judged by the pattern of staining of the T] pro-
teins ZO-1 and occludin (Fig. 2B), while calcium restoration caused
the relocation of these proteins to their original distribution, as
previously reported (Ivanov et al., 2005). The degree of T] reloca-
tion correlated with the decrease of rotavirus infectivity described
in Fig. 2A. Altogether, these findings suggest that the increase of
infectivity induced by calcium chelation is most probably due to
opening of the TJs, with a consequent increased access of the virus
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Fig. 1. A transient calcium depletion increases rotavirus infectivity. Tightly confluent monolayers of MDCKII cells grown in coverslips were incubated with 2 mM EGTA for
5 min and then infected with the indicated strains of rotavirus; 8 h post-infection the cells were fixed and processed for immunofluorescence as indicated under Section 2 (A)
Immunofluorescence staining of cells treated or not with EGTA using a polyclonal antibody against rotavirus. (B) Number of EGTA-treated or untreated cells infected with
the indicated rotavirus strains. Data are expressed as fold-increase of the virus infectivity observed in EGTA-treated as compared to control, untreated cells. The arithmetic
mean + standard error of the mean of three independent experiments performed in duplicate is shown.

to basolateral receptors, originally located below TJs in polarized
cells.

3.2. Rotaviruses preferentially infect the borders of polarized cell
monolayers

MDCKII cells have been shown to form microcolonies or islets of
polarized cells (Nusrat et al., 2000; Stutzmann et al., 2000; Walters
et al,, 2002). Given the increase of infectivity observed in cell
monolayers when loosening the TJs by calcium chelation, a prefer-
ential infection of the cells located at the borders of microcolonies
should be expected if rotaviruses require basolateral molecules
for efficient cell infection. This, since the cells at the borders of
the islets are not surrounded by cell neighbors, preventing them
to form TJs and to polarize the plasma membrane molecules. To
test this hypothesis, subconfluent monolayers of MDCKII cells were
infected with the various rotavirus strains, and 8 hpi the infected
cells were detected by indirect immunofluorescence. As expected,
a marked preferential pattern of infection of the cells located
at the border of the islets was observed under these conditions
(Fig. 3A).

To rule out that the observed preferential border pattern of
infection was due to the active spreading behavior of subconflu-
ent MDCKII cells, and to test if in a fully polarized cell monolayer
the cells located at the borders were more susceptible to rotavirus
infection, a confluent monolayer of MDCKII cells was scratched with

a pipette tip 2 days after confluence, and infected with rotavirus.
A clear preferential border pattern of infection was obtained with
the NA-resistant strains UK and Wa, while this pattern was more
difficult to detect for rotaviruses TFR-41 and RRV (shown for Wa in
Fig. 3B).

3.3. Rotaviruses infect preferentially the basolateral side of
polarized MDCKII cells grown on permeable supports

Afacilitated infection by either the apical or basolateral domains
of polarized cells could reflect a polarized distribution of the viral
receptors. This can be directly tested by infecting cell monolayers
grown on permeable membranes, which allow a basolateral access
to the cells, only limited by the rate of virus transfer through the
permeable support (Topp et al., 1997).

Previous works have explored the polarity of infection of
rotaviruses using filters of either 0.4 or 3.0 wm pore size (Ciarlet
et al.,, 2001; Svensson et al., 1991). In this work we initially tested
the transfer of viral particles from either the apical or basolateral
compartments to the opposite compartment in transwells in the
absence of cells. We found that the transfer of viruses through
0.4 pm pores was negligible during the time used for virus adsorp-
tion (less than 0.1% of the input virus during 1h at 37°C), while
about 15% of the virus diffused to the opposite compartment when
3.0 wm pore-diameter filters were used. As an additional control,
just-confluent MA104 cells grown in 3.0 wm filters were infected
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Fig. 2. The increase in rotavirus infectivity induced by EGTA is reversible. (A) MDCKII cells were incubated with 2 mM EGTA for 5 min, and then medium with normal calcium
added for the indicated times. The cells were then infected with the different virus strains, the virus inoculum was removed and the infection was left to proceed for 15h at
37°C. The infected cells were fixed and immunostained as indicated under Section 2. Data are expressed as fold-increase of the virus infectivity observed in control, untreated
cells. The arithmetic mean + standard deviation of three independent experiments performed in duplicate is shown. (B) MDCKII cells were incubated or not (Control) with
2 mM EGTA for 5 min, and then medium with normal calcium was replaced for 1h (MEM 1 h). The cells were fixed and processed for immunofluorescence using antibodies

to ZO-1 and occludin, as indicated.

from the upper and lower chambers of the transwells. Since these
cells are not polarized under the conditions used, a lower infectivity
when the virus is placed in the lower chamber should be the con-
sequence of the limited transfer of the viral particles through the
filter pores. After incubation with RRV for 1h at 37°C the infected
cells were further incubated at 37 °C for 14 h, and the filters were
stained by the peroxidase focus-forming assay described in Section
2.3. When the virus inoculum was placed in the lower chamber,
the number of infected MA104 cells was about 30% that achieved
when the virus was placed in the upper chamber (754 10.4 vs.

210+ 56.3). These findings are in agreement with the limited trans-
fer of viral particles observed in the absence of cells, as described
above.

One of the reasons researchers have used 0.4 pm-pore filters to
evaluate the route of entry of viruses into polarized cells is that
it has been reported that in 3.0 wm pores the cells can migrate
through the pores of the filter, forming polarized monolayers on the
opposite side (Ciarlet et al., 2001; Tucker et al., 1992), thus compli-
cating the interpretation of the results. To evaluate the migration of
MDCKII cells through 3.0 wm pores under our experimental condi-
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Control

Fig. 3. Rotavirus preferentially infects cells with exposed basolateral surfaces. (A) Non-confluent MDCKII cells were infected with the indicated rotavirus strains. Eight hours
post-infection the cells were fixed and immunostained with a polyclonal anti-rotavirus antibody. Nuclei were stained with DAPI. (B) Tightly confluent monolayers were
scratched with a pipette tip before virus adsorption, or incubated with 2 mM EGTA for 5 min, and then the cells were infected with rotavirus Wa. At 12 h post-infection the
cells were fixed and immunostained as indicated under Section 2. Panel A, 20x magnification; panel B, 10x magnification.

tions, the cells were grown on filters and allowed to polarize (TEER
readings above 200 2 cm?). The cells were then fixed and analyzed
by confocal microscopy after staining with LamA/C antibodies to
detect the nuclei and antibodies to the polarization marker pro-
tein ZO-1 to identify TJs. Fig. 4A shows that the cell monolayer was
polarized, as judged by the honeycomb pattern obtained with the
mAD to ZO-1. From analysis of the spatial distribution of nuclei in
Fig. 4B and C (XZ and YZ projections of Fig. 4A) it can be appreciated
that the cell monolayer only grew on one side of the filter, with
single cells being eventually present on the opposite side (Fig. 4B
and C).

Given the previous results, the polarity of rotavirus infection of
MDCKII cell monolayers was evaluated using 3.0 um pore-diameter
filters. Under the conditions employed, a single cell monolayer with
the expected TEER value of 500-600 2 cm? formed after 4-5 days of
culture. In these assays we found that all rotavirus strains tested had
atendency to infect preferentially the basolateral side, as compared
to the apical side of the cell monolayer. The basolateral preference
for infection was more pronounced for the NA-resistant rotavirus
strain Wa (Fig. 5A). However, if it is considered that only about one
third to one sixth of the virus effectively reaches the cell monolayer
when adsorbed basolaterally (i.e., through the filter) as compared
to the virus adsorbed apically, infection by the basolateral surface of
the cells would be clearly favored by all rotavirus strains (between
5 and 11 times if we assume 25% of the virus can reach the cells by

the basolateral side under the conditions used; see Fig. 5B). Alto-
gether, these results indicate that rotaviruses can use either apical
or basolateral receptors to infect MDCKII cells.

3.4. RRVinfects the apical and basolateral surfaces of polarized
MDCKII cells by attaching to terminal sialic acids

The infectivity of RRV and TFR-41 is known to depend on the
presence of TSAs on the cell surface. The interaction of these viruses
with TSA has been characterized predominantly in MA104 cells.
Thus, it was of interest to test if the infection of polarized MDCKII
cells by RRV also depends on the interaction with TSA. As control we
used a well-characterized NA-resistant, SA-independent mutant
of RRV, named nar3 (Méndez et al., 1993). The infectivity of RRV
decreased by about 61% when added apically to filter-grown polar-
ized MDCKII cell monolayers that had been previously treated with
80 mU/ml of neuraminidase from A. ureafasciens (Fig. 6A). Surpris-
ingly, since TSA are mostly located on the apical surface of polarized
cells (Ulloa and Real, 2001), NA-treatment of the basolateral mem-
brane surface also reduced the infection of RRV to a similar extent
(56%) (Fig. 6A). On the other hand, the infectivity of nar3 remained
unaffected when the virus was added either by the apical or baso-
lateral surfaces, as expected. Filter-grown MDCKII cells were also
infected from the apical or basolateral compartment with RRV or
nar3 viruses that had been previously incubated with 100 pg/ml of
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Fig. 4. MDCKII cells grown in permeable supports with a 3.0 wm pore size form a uniform cell monolayer on the filter membrane. Confluent MDCKII cells grown in 3.0 wm
filters in transwells were fixed and processed for immunofluorescence using antibodies to either lamin (Lam A/C) or ZO-1, as indicated. Filters were excised from the holder
and analyzed by confocal microscopy to assess monolayer homogeneity. Exhaustive multidimensional examination for cells growing on the downside of the filter membrane
did not show any alternate monolayer as a result of cell migration through the filter membrane. (A) A representative section was imaged and transverse sections (XZ section
in (B), and YZ section in (C) were obtained from the image sets to confirm the lack of additional growth underneath the filter membrane. Arrows in B and C show single cells

eventually present underneath the filter.

gphA. Treatment with this sialoglycoprotein affected only the infec-
tivity of RRV; the decrease in infectivity of this virus was similar
regardless whether it was added apically or basolaterally (Fig. 6B).
These results indicate that RRV depends on the presence of TSA
to infect both the apical and basolateral membrane domains of
polarized MDCKII cells. Moreover, treatment of rotaviruses RRV
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Fig. 5. Different rotavirus strains exhibit preferential infection through the basolat-
eral side of MDCKII cells. Filter-grown cell monolayers were infected either apically
or basolaterally with the indicated rotavirus strains. (A) Twelve hours post-infection
cells were fixed and immunostained as indicated under Section 2. Data are expressed
as the number of infected cells scored in a vertical section corresponding to one third
the complete area of the filter. The arithmetic mean + standard error of the mean
of four independent experiments performed in duplicate is shown. (B) Differences
in the number of infected cells were corrected according to the calculated transfer
of the virus through the filter membrane of about 25% during the 1h adsorption
period; based on these corrected numbers, the basolateral/apical fold-increase in
infectivity was calculated.

and TFR-41 with gphA blocked virus infectivity in cells treated with
EGTA, indicating that infection of EGTA-treated MDCKII cell mono-
layers also depends on the presence of TSA and on a functional VP8*
(data not shown).

3.5. Cellular binding is increased after EGTA treatment of
polarized MDCKII cells

The observations that disruption of TJs by calcium chelation
increases virus infectivity, and the virus infects cells preferentially
via the basolateral plasma membrane, are consistent with the idea
that rotavirus requires basolateral molecules for efficient infection
of polarized MDCKII cells. To investigate if the enhancement of
infectivity induced by EGTA was due to a facilitated attachment
of the virus to the cell surface, we determined the binding of the
virus to monolayers of polarized MDCKII cells previously treated
or not with EGTA. The NA-sensitive viruses RRV and TFR-41 did
not show an increased binding in EGTA-treated, as compared to
untreated cells. On the other hand, the binding of the NA-resistant
viruses UK and Wa augmented after 5, 10, and 20 min of incuba-
tion at 4°C (Fig. 7). The largest increase, of about 3.5-fold, was
observed for rotavirus Wa. Thus, a correlation exists between the
increase of cell binding induced by EGTA and the enhancement
of infectivity observed in cells treated with this chelating agent.
This fact suggests that at least a fraction of the increase in infec-
tivity observed under these conditions seems to be the result of an
enhanced attachment of the virus particles to the cell surface, most
probably due to an increased availability of attachment receptors
that might result from the diffusion of basolateral molecules to the
apical plasma membrane.

3.6. Integrins are required for rotavirus infection of MDCKII cells

o231 and aV33 integrins, molecules with a predominant baso-
lateral distribution in polarized epithelia, have been implicated
as cellular receptors for rotavirus entry. To evaluate their role in
rotavirus infection of polarized MDCKII cells, the expression of a2
and B3 integrin subunits was silenced by RNA interference. The
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Fig. 6. The infectivity of RRV depends on the presence of TSA. (A) Confluent MDCKII
cells grown in transwells were treated or not with 80 mU of A. ureafasciens neu-
raminidase either apically or basolaterally for 1h at 37°C, and then were infected
with RRV or nar3 viruses. (B) RRV and nar3 lysates were pre-incubated with 100 p.g
of glycophorin A for 1 h at 37°C, and then were used to infect MDCKII either apically
or basolaterally. In (A) and (B) the infection was left to proceed for 14h at 37°C,
and the infected cells were fixed and immunostained as indicated under Section
2. Data are expressed as a percentage of the virus infectivity observed in control
untreated cells (100%) (A) or with untreated nar3 or RRV lysates (B). The arithmetic
mean =+ standard error of the mean of three independent experiments performed in
duplicate is shown.
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Fig. 7. EGTA induces an increase in rotavirus binding. Monolayers of MDCKII cells
grown in48-well plates were pre-incubated with 2 mM EGTA for the indicated times,
and then incubated with the different viruses for 1h at 4°C. The excess unbound
virus was removed, and the virus attached to the cells was determined by an ELISA
as indicated under Section 2. Data are expressed as the percentage of virus bound
to the cells when the cells were pre-incubated with PBS as a control. The arithmetic
mean + standard error of the mean of three independent experiments performed in
duplicate are shown. Statistical significance is denoted by an asterisk, p <0.05.
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Fig. 8. Rotavirus infectivity depends on the presence of a2 and 33 integrin subunits
in MDCKII cells. MDCKII cells grown in coverslips were transfected with the indi-
cated siRNAs and 72 h post-transfection were infected with the different rotavirus
strains. 12-14 hpi the cells were fixed and immunostained as indicated under Sec-
tion 2. (A) The number of infected cells was scored and the infectivities are expressed
as percentages of the infected cells found in control (irrelevant siRNA-transfected
cells) cells that represent the 100%. One asterisk, p<0.05; two asterisks, p<0.01,
according to a non-parametric Mann-Whitney U-test. (B) Immunoblot analysis of
cell lysates from cells transfected with the indicated siRNAs. The antibodies used to
integrin subunits a2 or 33, or to vimentin, used as a loading control, are indicated.

expression of these molecules was knocked-down by about 70%,
as evaluated by Western blot (Fig. 8B). Rotavirus infectivity was
determined in polarized cell monolayers grown in glass cover-
slips that had been previously transfected with the siRNAs to the
integrins subunits or with anirrelevant siRNA as control. Since inte-
grins have a basolateral distribution, we reasoned that the effect
of knocking-down their expression would be more evident if TJs
were disrupted before infection. Thus, the siRNA-transfected cell
monolayers were treated with 2 mM EGTA for 5 min, as described
in Section 2.5, and subsequently infected with rotavirus. The infec-
tivity of both the integrin-dependent (RRV and Wa) as well as
the integrin-independent (TFR-41 and UK) viruses was decreased
between 30 and 60% (Fig. 8B). These results suggest that integrins
are involved in rotavirus infection of MDCK cells, and that UK and
TFR-41 virus strains that have been suggested not to use integrins to
infect MA104 cells, do utilize these molecules to enter into MDCKII
cells.

4. Discussion

Several molecules have been involved as cellular receptors
for rotavirus. These include gangliosides and integrins, which in
polarized epithelia have a predominant apical and basolateral dis-
tribution, respectively (for a review see Lopez and Arias, 2004). In
this work we evaluated the ability of rotavirus strains with dif-
ferent receptor requirements to infect the apical and basolateral
surfaces of polarized MDCKII cell monolayers. We found that all
tested strains infected efficiently both membrane surface domains.
The ability to infect cells apically seems natural for viruses that
reach the intestinal epithelium from the apical surface. However,
of interest, our findings suggest that basolateral molecules are
important, and may be sufficient, for rotavirus to efficiently infect
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polarized cells, since: (i) disruption of TJs of polarized MDCKII cell
monolayers by calcium chelation leads to an increment of rotavirus
infectivity thatis reversible upon restoration of the divalent cation,
(ii) the virus infects preferentially the cells located at the borders
of microcolonies of polarized cells, and (iii) in cells grown on a per-
meable support the virus can start the infection by either cell side,
although it preferentially infects (5-11-fold more efficiently) via
the basolateral domain.

Although the behavior of the rotavirus strains characterized in
this work was qualitatively similar, it was quantitatively different.
The access to basolateral cell molecules seems to favor particularly
the efficiency of infection of the NA-resistant rotavirus strains Wa
and UK, since: (i) the increase of infectivity in MDCKII cell monolay-
ers treated with EGTA was larger for NA-resistant as compared to
NA-sensitive strains, (ii) the striking pattern of infection of the cells
located at the borders of microcolonies was easier to find for NA-
resistant viruses, (iii) the infection of the cells at the borders of cell
monolayers that had been scratched with a pipette tip was mostly
observed for these viruses, and (iv) the largest increase of binding
in polarized cell cultures treated with EGTA and the largest ratio
of basolateral/apical infection of MDCKII cells grown in permeable
filters was observed for rotavirus Wa.

The differences between NA-resistant and -sensitive strains
probably result from their different usage of cellular receptors.
While the NA-sensitive strains attach to SA on the apical cell
surface (see Fig. 6A for RRV), which is abundant in this cell sur-
face domain, the cell molecule used by NA-resistant strains to
attach to cells is less well characterized. In the case of the NA-
resistant variant of RRV, nar3, integrin «231 was shown to function
as a binding receptor in MA104 cells (Zarate et al., 2000a,b).
In addition, the internal SA in gangliosides, like that present in
GM1 has been suggested to function as binding receptors for NA-
resistant rotavirus strains KUN, MO, and UK (Delorme et al., 2001;
Guo et al.,, 1999; Isa et al.,, 2006). Delorme et al. (2001) ana-
lyzed the binding properties of NA-sensitive (strains SA11 and
NCDV) and -resistant (strain UK) rotaviruses with a large panel of
glycosphingolipids, leading them to conclude that neuraminidase-
sensitive strains bind to external (or terminal) sialic acid residues
in gangliosides, while neuraminidase-insensitive strains recognize
gangliosides with internal SAs. More recently, Haselhorst et al.
(2009) used NMR spectroscopy, molecular modeling and infectivity
competition assays to show that N-acetylneuraminic acid is a key
determinant for binding of both NA-sensitive (strain CRW-8) and
-resistant (strain Wa) rotaviruses. They also showed that the gan-
glioside GM1 subterminal SA moiety is part of the binding epitope
used for recognition by Wa VP8*, confirming previous suggestions
(Delorme et al., 2001), and supporting the notion that the Wa virus
is not SA-independent. If most or all of the so far described NA-
resistant rotavirus strains indeed use subterminal SA as attachment
receptors remains to be determined.

The infection of the NA-sensitive virus RRV by the basolateral
surface was also mediated by interactions of the virus with TSA,
since its infectivity was decreased by NA treatment of the cells and
by pre-incubation of the virus with gphA (see Fig. 6B). Although
gangliosides have a predominant apical distribution in polarized
cells, this segregation is not absolute and gangliosides have been
reported to be also present in the basolateral surface of Caco-2 and
MDCKII cells (Ulloa and Real, 2001), although in lower amounts that
in the apical domain. NA-resistant rotaviruses might also bind to
subterminal SAs on basolateral gangliosides or on integrin or other
uncharacterized protein receptors.

Rotavirus cell entry in nonpolarized MA104 cells has been pro-
posed to be a multistep process in which the virus first binds to an
attachment receptor on the cell surface, and subsequently inter-
acts with post-attachment receptors that mediate the entry of the
virus into the cellular cytoplasm via the classical clathrin-mediated

endocytosis or by a different ill-characterized endocytosis mecha-
nism, depending on the rotavirus strain (Sanchez-San Martin et al.,
2004; Gutiérrez et al., submitted).

The observation that rotavirus can efficiently initiate infection
of polarized cells via either plasma membrane domain might be
explained if all the required cell molecules for virus entry were
present in both cell surface domains, although in different concen-
trations in each domain. Alternatively, the virus might be able to
attach to either side, disturb the TJs, and then use post-attachment
receptors that might have been originally hidden in the opposite
membrane domain, under the TJs. A subgroup of coxackievirus B
have been described to gain access into the cells by the latter mech-
anism; these viruses first bind to a GPI-anchored decay accelerating
factor receptor on the apical side of cells, activating cellular signals
that open the T] barrier, allowing the viruses to interact with the pri-
mary basolateral receptor CAR that activates virus internalization
by a caveolin-dependent pathway (Coyne and Bergelson, 2006). We
hypothesize that either of the two mechanisms mentioned above
may actually operate during rotavirus infection. It has been recently
reported that when the recombinant RRV VP8* domain of VP4 is
added to the apical surface it is able to disrupt the TJs of polarized
MDCKII cells, increasing the paracellular permeability of the cell
monolayer in a reversible manner (Nava et al., 2004). The treat-
ment of the polarized monolayer with VP8* was shown, among
other things, to trigger the movement of basolateral V33 integrin
and 1 integrin subunit to the apical surface. These results suggest
that the binding of rotavirus VP8 to receptors in the apical mem-
brane domain could disturb the T] and promote the movement of
basolateral receptors to the apical cell surface, facilitating virus cell
infection. On the other hand, the observation that all rotaviruses
were able to infect cells preferentially via their basolateral surface
indicates that they are able to attach to this surface, where attach-
ment and post-attachment receptors appear to be present, making
the cell entry process more efficient.

It has been reported that some rotavirus strains do not require
integrins to infect MA104 cells (Graham et al., 2003). Of interest, the
infectivity of all four virus strains characterized in this work was
affected by silencing the expression of integrin subunits a2 and 33,
strongly suggesting that these cellular molecules are involved in the
entry of these viruses into MDCKII cells. Itis well known that viruses
can use different cell receptors and even different entry pathways
in different cell lines (Bielefeldt-Ohmann et al., 2001; Bomsel and
Alfsen, 2003; Damm et al., 2005; Pelkmans et al., 2001). Thus, it
is important to consider that integrins, which are not required by
some rotavirus strains to infect MA104 cells (Graham et al., 2003;
[sa et al., 2009), could be needed to infect other cell types, like
MDCKII cells as shown in this work.

The question of whether rotavirus infects polarized epithelial
cellsin a vectorial manner has been addressed before, with conflict-
ing results. Svensson et al. (1991) found that rotavirus RRV infects
polarized Caco-2 and MDCKI cells in a symmetrical manner. On the
other hand Ciarlet et al. (2001) reported that while NA-resistant
viruses efficiently infected both sides of the epithelium of a panel
of polarized cell lines that included Caco-2, MDCKI, and MDCKII
cells, RRV and other NA-sensitive viruses only infected efficiently
through the apical surface of cells. The differences observed could
be explained, at least in part, by the pore size of the filters used
and the fact that the barrier the filters represent was not taken
into account in the previous works. Ciarlet et al. (2001) used filters
with a 0.4 wm pore size, which have been reported to be highly
restrictive for the transfer of viruses. In our work we observed that
less than 0.1% of the input virus diffused to the opposite side of
transwell membranes in the absence of cells when incubated for
1h at 37°C. In the case of hepatitis A virus, 5-6% of the original
inoculum was found to diffuse from the basolateral to the apical
chamber of transwell tissue culture inserts in the absence of cell
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monolayers after 2 h of incubation (Blank et al., 2000), while 30%
of the virus passed in the same direction in 3.0 wm pore-size fil-
ters (Snooks et al., 2008). In agreement with our results, only 0.9%
of the applied herpes simplex virus passed to the apical chamber
in 0.4 pm filters after 2 h (Topp et al.,, 1997). The data reported by
Ciarlet et al. (2001) was only qualitative; however, analysis of the
apparent number of infectious foci obtained when the cells were
infected by either side with RRV allows to roughly calculate a ratio
of apical/basolateral infection of about 10-100-fold, depending on
the cell line tested (see Fig. 2 in Ciarlet et al., 2001). These results
could be reconciled with ours if we consider the restriction of the
virus to diffuse through 0.4 pum filters. If we take into account a per-
meation factor of about 100-fold in MDCKII in the work by Ciarlet
et al. (2001), the infectivity of SA-independent strains would then
be a lot larger by the basolateral surface while the infectivity of
SA-dependent strains would be similar in the two cell surfaces.

On the other hand, Svensson et al. (1991) used 3.0 wm filters to
evaluate the site of entry of RRV into polarized Caco-2 and MDCKI
cells. Their results indicating that the virus infects Caco-2 cells in
a nonpolar fashion are complicated by the observation that these
cells have been reported to form at least a subconfluent polar-
ized cell monolayer on the opposite side of the filter (Tucker et al.,
1992). However, they showed an infection apical/basolateral ratio
in MDCKI cells for Semiliki Forest virus of about 1:1000 (Svensson
et al, 1991), indicating that the monolayer of MDCKI cells was
well formed and kept the proper orientation, probably with low
migration of the cells to the opposite side of the filter. In addition,
Svensson et al. (1991) also found a 7-fold difference in the RRV titer
when nonpolarized CV1 cells, which were used as control, were
infected by the apical vs. the basolateral cell surfaces, indicating a
similar transfer restriction as that found in our work.

The efficient infection through the basolateral membrane sur-
face of polarized cells might be highly relevant for the pathogenesis
of rotavirus, especially given the recent reports of antigenemia and
extraintestinal spread in children and animal models (Azevedo et
al., 2005; Blutt et al., 2003). Particularly relevant is the observa-
tion that a virulent variant of the human rotavirus strain Wa was
able to infect the gastrointestinal tract of neonatal pigs via viruses
present in the blood, also causing rotavirus shedding from the
upper respiratory tract of neonatal animals (Azevedo et al., 2005).
Whether the pathogenesis of rotavirus is related to the ability of
the virus to spread extraintestinally and to its efficiency to infect
the basolateral surface of polarized intestinal cells remains to be
determined.
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6 DISCUSION

Varias moléculas se han propuesto como receptores celulares para rotavirus, entre ellas
gangliosidos e integrinas, las cuéles paraddjicamente se distribuyen en forma distinta en los
epitelios, estando las primeras mayoritariamente a nivel apical (superficie luminal) y las
Ultimas a nivel basolateral (superficie serosal, o intersticial). Sin excepcion, todas las cepas
evaluadas en este trabajo mostraron infectividad en ambas superficies. S se considera que
las cepas probadas fueron seleccionadas de acuerdo a su requerimiento de unién inicial a
sialésidos terminales y/o uso de integrinas como co-receptores, dos escenarios parecen
posibles para explicar los resultados encontrados. EI primero es que los criterios de
clasificacion usados para elegir las cepas probadas no refleje el comportamiento de estas
cepas en e contexto de células polarizadas, y por extension, con su eventual interaccion
con €l epitelio blanco. La segunda opcion es que exista un diferencial metodol 6gico entre el
acercamiento con cultivos de célulasin vitro ya sean estas polarizadaso n6 y el virus utilice
diferentes estrategias en cada caso. En este caso e enfoque experimental seguido no

permitiria diferenciar ambas estrategias.

Bajo la primera perspectiva, |os resultados obtenidos que muestran diferencias cuantitativas
en aumento de infectividad ante tratamiento con EGTA, en union, y en infectividad
basolateral comparada con la apical, sugieren que las cepas Si mantienen una cierta
identidad y otorgan informacion comparativa valiosa de la interaccién de los distintos virus
con € epitelio. Es maés, asumiendo que comparativamente entre €l acercamiento
metodol6gico de otros autores y € utilizado aqui, nuestro enfoque permitiese detectar
diferencias menores en magnitud, se podria observar que todas las cepas exhiben
preferencia por infectar desde la membrana basolateral y esto dejaria pendiente por
establecer el mecanismo mediante €l cual logran tener acceso a esta region del epitelio, que
normalmente no es accesible desde la superficie luminal. El uso de sialésidos terminales
merece atencion especial, particularmente por la gran diferencia en su abundancia entre las

superficies apical y basolateral.

Considerando la segunda perspectiva, los resultados de requerimiento de integrinas por

parte de las cuatro cepas y la correlacion cualitativa entre su infectividad polarizada y la
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sensibilidad a tratamiento con NA sugieren que los virus altamente sensibles a tratamiento
con NA como lo es la cepa RRV, podrian estar usando estrategias de entrada distintas en
cultivos de MDCKII polarizadas y en células MA 104, donde regularmente son propagados.
En particular en su dependencia de integrinas. Reportes recientes del no uso de integrinas
por parte de esta cepa en MA104 requieren una evaluacion a la par con células MDCKI I
polarizadas para concluir si es una caracteristica diferencial entre lineas o un artefacto
metodol égico (Isa et al., 2009). Conviene destacar que la adaptacion a cultivo de células 'y
propagacion in vitro podrian generar cambios fenotipicos en las diferentes cepas que disten

de su comportamiento fisioldgico en el hospedero natural.

Teniendo en cuenta la capacidad reportada para ciertas cepas de rotavirus de acanzar
tgjidos extrarintestinales e infectar via intersticial (Azevedo et al., 2005), € conocimiento
de la polaridad de infeccion de distintas cepas puede arrojar elementos sobre el tropismo de
este virus in vivo y sus mecanismos de patogénesis. El uso de sistemas in vitro para evaluar
la interaccién con células epiteliales polarizadas puede ser muy informativo en este
contexto. Sin embargo, debe tenerse presente, |a alta capacidad adaptativa de los virus y las
limitaciones metodoldgicas cuando se extrapola la informacion obtenida (Schneider-
Schaulies, 2000).

De los resultados encontrados en este trabgjo se deduce que € uso de AS por parte de la
cepa RRV no discrimina entre la superficie por la cual se adsorba el virus. En relacion con
el uso de integrinas alfa2 y alfaVvbeta3, todas las cepas fueron sensibles |o cual concuerda
con lo esperado en cuanto a su importancia como receptores post-adhesion para muchos
virus. Este requerimiento también fue descrito para rotavirus en células MA104 y se ha
observado que es necesario pero no suficiente para explicar completamente la sensibilidad a
la infeccion. Actualmente esta dependencia se encuentra bajo debate pues depende de la

metodol ogia con la cual serealice laevaluacion (Isaet al., 2008).

Todas las cepas analizadas mostraron preferencia por infectar desde la superficie
basolateral. Los hallazgos especificos que sustentan esto son:

1. El relgamiento de las uniones estrechas por parte del tratamiento con EGTA

quelando el calcio extracelular, € cual dio lugar a un aumento reversible de la
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infectividad de las cuatro cepas. Lareversibilidad del efecto es clave para descartar
un efecto global pleiotrépico a todos los niveles de entrada del virus (union inicial,
penetracion y decapsidacion). La perturbacion de las funciones de barrera en la

monocapa fue transitoria.

. Las cuatro cepas infectaron preferencialmente las células localizadas en los bordes
de microcolonias de céulas polarizadas, donde |as moléculas basolaterales son mas
accesibles. Laregion central de las microcolonias si exhibieron polarizacion, como
se desprende de tinciones especificas de proteinas indicadoras, componentes de la

unién intercelular apical (resultados no mostrados).

. La infeccion en soportes permeables fue cuantitativamente semejante ya sea
infectando las monocapas desde la superficie apical o basolateral, 1o cual s se
considera la limitacion al flujo de los virus a través del soporte, implica que la
superficie basolateral fue mas susceptible a la infeccion, ya sea por que exhibe un
nimero mayor de receptores comparado con la region apical, o por que estos se
encuentran en una organizacién mas compatible para interactuar con €l virus como

receptores celulares.

. Las cuatro cepas exhibieron sensibilidad a la disminucion en la expresion de las
integrinas alfa2 y alfavbeta3, las cuales se localizan preferencidmente en la
superficie basolateral. En esta linea celular, € presente es € primer reporte de que
estas dos integrinas son necesarias para una infeccion efidente por parte de

rotavirus.

La polaridad de infeccion por rotavirus ha sido evaluada en un par de ocasiones

anteriormente. En la primera (Svensson et al., 1991) se describioé que la cepa RRV podia

infectar células Caco-2 y MDCK en forma simétrica (con igual eficiencia por las

superficies apical y basolateral), con lo cual se esperaba que € receptor para el virus debia

ser una molécula no polarizada que se encontrase tanto apical como basolateramente. En €l

segundo reporte (Ciarlet et al., 2001b) se menciond que €l primer trabajo tenia dificultades

técnicas pues las células podian migrar a través de soportes permeables de 3.0 um de

diametro de poro (utilizados por Svensson y colaboradores, 1991) y formar otra monocapa
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debgjo del filtro, por lo que se estaba probando |a polaridad de infeccion en forma errénea
(el virus accederia a la superficie apical de ambas monocapas). Por ello, Ciarlet y
colaboradores (2001b) usaron soportes permeables con un didmetro de poro de 0.4 um
donde solo se forma la monocapa superior. En ese trabajo se analizaron varias cepas de
rotavirus que representaban las dos categorias de sensibilidad a tratamiento con NA y se
concluyé que la distribucién de acido sidlico (apical) restringia la infectividad por parte de
las cepas NA-sensibles (infeccion polarizada a la cara apical), mientras que las cepas que
no requieren acido sidlico terminal infectaron igual desde ambas superficies celulares
(Ciarlet et al., 2001b).

Datos generados en nuestro trabgjo y reportes de la literatura claramente muestran que la
difusion del virus através de los poros de |os soportes permeables no es libre (Compans et
al., 1994; 1998). De hecho, es funcion del diametro del poro del soporte y esto explica los
resultados de polaridad de infeccion en €l trabajo de Ciarlet y colaboradores (Ciarlet et al.,
2001b). Los virus incubados desde la superficie basolateral no alcanzan a difundir
eficientemente a través de los poros del soporte. Un estimativo preliminar indica que tan
solo 0.05 % de los virus inoculados en e compartimiento basolateral alcanza efectivamente
la monocapa de células que crece sobre € soporte permeable de 0.4 um de diametro de

poro, la preferencia por infeccidn apical seria entonces solo aparente.

En €l trabajo antes de Svensson y colaboradors (1991), y en € que aqui se presenta, se tuvo
en cuenta la difusion limitada del virus a través de los soportes permeables usados para
cultivar las células epiteliales. Tan solo una fraccion del virus incubado alcanza a atravesar
efectivamente el soporte permeable con poros de 3.0 um de didametro, y una fraccién mucho
menor (aproximadamente el 0.05 %) lo hace en & caso de los soportes de 0.4 um de
diametro (datos no mostrados). Con estas dificultades técnicas en perspectiva decidimos
iniciar e andlisis de la polaridad de infeccion en condiciones de soportes impermeables y
evaluando en primer lugar € uso o no de AS termina por parte de cepas ampliamente
caracterizadas como 1o son RRV y nar3. Estas cepas son perfectamente diferenciables
fenotipicamente en células MA 104 pues la primera es dependiente de interacciones con AS
terminal através de su proteinaviral VP8* (lahemaglutininaviral) y por ende sensible asu

remocion de la superficie de las células mediada por NA, mientras la segunda no requiere



tal interaccion pues se describié que se une directamente a la integrina alfa2betal a través
delaproteinavira VP5* (Zérate et al., 2000a, 2000b).

En células polarizadas € fenotipo diferenciable entre las cepas RRV y nar3 fue claramente
observado. Ambas parecen comportarse como en células MA104 no polarizadas, en
relacion con su sensibilidad a la remocion de estos glicanos con neuraminidasa. Ademés,
ta y como acontece en células MA104, € virus nar3 no es neutralizado por una
sia oproteina usada para bloguear su interaccion con &cido sidlico, la glicoforina A (gphA),
lo cual sugiere que la cepa RRV requiere de é&cido sidlico paralaunion inicia y nar3 puede
interactuar directamente con su receptor de union en una forma independiente a su proteina
VPg8*.

Recientemente se publicaron estructuras de proteinas VP8* procedentes de cepas de
rotavirus resistentes a tratamiento con NA, es decir que no requieren de interaccion con
sialésidos terminales que sean sensibles a corte con esta tipo de enzimas. En éstas se
propuso que, ademas de desplegar determinantes de interaccion con glicanos complegos,
también exponen regiones que le permitirian interactuar con proteinas (Monnier et al.,
2006). Se piensa que € papel de la interaccion con AS terminal es inducir en el virion un
sutil cambio conformacional en el dominio VP5* para interacciones subsecuentes; en el
caso de las cepas mencionadas antes, se requiere un modelo alternativo para ligar esta
informacion con la interaccion posterior con co-receptores de penetracion. Estas
interacciones posteriores se cree que se basan exclusivamente en la proteina VP5* y que
existe una secuencia de eventos para que €l virus pueda ingresar a su célula hospedera
(Méndez et al., 1999; Lépez & Arias, 2004).

Se hareportado que algunas subunidades de integrinas como betal son sialidadas y podrian
representar un importante componente del glicocalix celular (Praetorius et al., 2001), su
accesibilidad para patégenos luminales quedaria pendiente por ser evaluada. Por lo tanto,
conviene mantener en mente que la interaccion con sialésidos terminales como receptores
de pegado inicial y € papel de moléculas co-receptoras de entrada o de penetracion, bien
podria estar intimamente ligada y no facilmente discernible desde €l punto de vista

experimental.
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Recientemente se describio que la proteina VP8* de rotavirus RRV posee la capacidad para
modular las funciones de cerca y compuerta del AJC (Nava et al., 2004), sugiriendo la
posibilidad de que su participacion durante la entrada de rotavirus fuese relevante a células
polarizadas. En la infeccion por rotavirus la perturbacion de las funciones de transporte
vectoria de solutos son caracteristicos de ladiarrea (Lorrot & Vasseur, 2007). Previamente
se describieron en Caco-2 modificaciones en la distribucion de las proteinas subyacentes al
complegjo submembranal del AJC como resultado a la infeccion por rotavirus, luego de 18
hpi (Dickman et al., 2000), asi como también cambios en la TEER a tiempos largos post
infeccion (Obert et al., 2000). En estos reportes no se evaluaron cambios en la TEER

durante las primeras etapas de infeccion.

Existe un reporte en el que se describe que rotavirus interactla directamente con las
proteinas del AJC (Dickman et al., 2000). Ademas, se sabe que en las células epiteliaes la
infeccion con rotavirus genera un aumento en la permeabilidad paracelular, una
disminucion de la TEER y una relocalizacion de | as proteinas del AJC claudina-1, ocludina
y ZO-1 (Estes & Morris, 1999; Obert et al., 2000). La identificacién de rafts como
mediadores importantes de la entrada (Isa et al., 2004), y salida (Chwetzoff & Trugnan,
2006 ; Cuadras et a., 2006) de rotavirus, y la descripcion del AJC como un tipo particular
de raft (Nusrat er al., 2000)), sugieren la posibilidad de que rotavirus requiera para su
entrada de los compl gjos de adhesién localizados en |os bordes celulares, como se describid

para coxsackie-virus (Coyne et al., 2006).

En otro trabagjo (Ciarlet et al., 2001), seis distintas lineas celulares polarizadas no
mostraron cambios en la TEER ni en la permeabilidad a trazadores de bajo peso molecular,
ocasionados por la infeccién de rotavirus sino hasta las 10 hpi. En ese mismo trabajo se
noté que la salida del virus se encontraba polarizada a la cara apical y ocurria antes de la
lisis celular, con lo cua se sugiere que los cambios estructurales y funcionales en las
uniones intercelulares serian secundarios a la infeccion por e virus. Un enfoque
metodol6gico que evaluase con mayor sensibilidad cambios en las funciones de las
monocapas como barrera entre los compartimientos apical y basolateral, podria permitir
detectar cambios en las primeras horas de infeccion que correlacionaran con entrada del

virus. Metodologias para modular el AJC atraves de tratamientos con EGTA o medios con
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distintos niveles de calcio se conocen y son ampliamente usadas desde hace algun tiempo
(Martinez-Palomo et al., 1980, Navaet al., 2004).

Existen reportes de incrementos de infectividad de varios virus debidos a la ruptura del
mantenimiento de la polaridad epitelial atravées de quelar el calcio extracelular_ con EGTA,
el cual es necesario paralafuncion de las uniones adherentes y uno de sus componentes, las
cadherinas. En varios casos esto se ha tomado como prueba de que la infeccién sucede en
forma polarizada en células epiteliales. Ejemplo de esto son adenovirus, cosackievirus,
reovirus, poliovirus, hepatitis A y C, y herpesvirus, todos ellos exhiben interacciones a
nivel apical que pueden asociarse con union inicial de sus particulas, ademas de vias de
penetraciéon mediada por moléculas de distribucién basolateral (Bomsel & Alfsen, 2003;
Gonzéalez-Marisca et al., 2009).

El caso mejor estudiado es €l del receptor de Coxsackie y Adenovirus (CAR), molécula que
es parte del AJC (Walter er al., 2002). Dado que CAR se encuentra oculta, adenovirus
requiere la presencia de lesiones o discontinuidades para interactuar con la superficie
basolateral y encontrar a su receptor, razon por la cual se cree que la liberacién en exceso
de su proteina de la fibra logra debilitar el AJC durante las primeras horas post infeccion,
con la consecuente entrada masiva e infeccion generalizada del epitelio (Walter et al.,
2002). Muy recientemente se reportd la capacidad de rotavirus para establecer una
infeccidn sistémica (Azevedo et al., 2005; Crawford et al., 2006; Graham et al., 2006), en
caso de caracterizarse un mecanismo de entrada del virus que logre reconciliar esta
informacion con su polaridad de infeccion, las implicaciones para € entendimiento de su
patogénesis serian muy importantes. Existe una clara correlacion entre patdgenos que
infectan a nivel apical y la naturaleza localizada de su efecto, mientras que aquellos que
infectan a nivel basolateral, o alcanzan de alguna manera el compartimiento serosal de los
epitelios, establecen infecciones sistémicas (Bomsel & Alfsen, 2003; Ramig, 2004, 2007).

En rotavirus e uso de AS terminal correlaciona con €l tipo de proteina VP4 (Ciarlet et al,
2001a). La dependencia de integrinas parece correlacionar también con € tipo de proteina
VP4, sin embargo, se ha propuesto que se comporta independiente del uso de AS terminal.
En nuestros resultados la magnitud del aumento de infectividad por exposicion basolateral

ante tratamiento con EGTA parece mas relacionado con el uso de AS terminal, puesto que
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este aumento fue mayor para las cepas Wa 'y UK, las cuales no lo requieren para la union
inicial. Aquellas cepas que se esperaba fuesen independientes de integrinas (TFR41 y UK)
mostraron niveles distintos de aumento de infectividad por 1o cual tal dependencia queda
pendiente por ser esclarecida. Una posibilidad es que agquellas cepas que muestran menor
aumento de infectividad (RRV, TFR41) usen estrategias de entrada aternativas que
involucren ademas de moléculas basolateral es otras moléculas que si sean accesibles anivel
apical, esto también podria explicar su mayor facilidad para propagacion en cultivo, donde
la cantidad de virus infeccioso de esas cepas sensibles a tratamiento con NA, suelen ser
mayores comparados con |os titulos observados con |as cepas que no requieren AS terminal
(Wa, UK).

Al evauar directamente la polaridad de infeccion en soportes permeables con 3.0 um de
diametro de poro se encontrd que, no obstante las limitaciones a la difusion libre a través
del soporte, con todas | as cepas probadas se observa mayor infectividad cuando se incuba el
virus desde la superficie basolateral. De la misma manera que el efecto de infectividad
aumentada ante tratamiento con EGTA, este comportamiento no correlaciona con el uso de
AS termina ni integrinas, como se propone en MA104. Estos resultados sugieren que tal
clasificacion no aplica en e caso de células polarizadas MDCKII, las cuales se espera se
acerguen méas a las condiciones del epitelio intestinal, blanco in vivo a cua infecta
rotavirus, en comparacion con células en cultivo que no se polarizan espontaneamente

como las que se usan para propagar rotavirus (MA104).

En células MA 104 se propone que varios tipos de integrinas podrian servir como receptores
para rotavirus. Entre ellas las mas caracterizadas han sido las subunidades alfa2 vy
alfavbeta3 (Isa et al., 2008; Lopez & Arias, 2004) que participan en un evento post-union
después de que €l virus contacta el AS terminal através de su proteinaVP8* (caracterizado
parala cepa RRV). A partir de este trabajo queda clara la importancia de estas moléculas

paralainfectividad de rotavirus en células MDCKII.

Las integrinas exhiben una distribucion marcadamente polarizada hacia la regién
basolateral de las monocapas y por ende no estarian disponibles para las interacciones
iniciales durante la infeccion por parte de patdgenos entéricos. Los resultados hasta aqui

presentados sugieren que la exposicion de moléculas basolaterales sirve a virus para

48



aumentar su infectividad y entre ellas |as integrinas serian candidatas obvias que resultarian

expuestas como resultado del tratamiento.

Los resultados mostrados en este trabajo sugieren que las cepas de rotavirus probadas, en
mayor 0 menor grado dependen de moléculas basolaterales para infectar, y todas usan
integrinas durante el proceso de infeccion. Independientemente del mecanismo y € nivel al
que sean requeridas las integrinas, rotavirus exhibe preferencia por infectar desde la region
basolateral de las monocapas de células polarizadas

Laidentificacion de los receptores virales ha permitido entender os mecanismos que tienen
algunos virus para entrar a las células. De esta forma es posible disefiar herramientas que
controlen lainfeccion por estos patdgenos. En muchos casos estos receptores han resultado
ser proteinas implicadas en la adhesion célula-célula. Por gjemplo los rhinovirus se unen a
la molécula de adhesion intercelular ICAM-1, € virus a-herpes se une a una proteina de la
unién adherente parecida a receptor del poliovirus (Prrl), coxsackievirus B y adenovirus 2
y 5 se unen a la proteina CAR (Bergelson et a., 1997), y los reovirus se asocian con la
proteina JAM (Barton et al., 2001), estas dos ultimos asociadas con €l AJC. Para rotavirus
la definicién de su receptor ha sido un area muy difusa de investigacion. Se considera que
esto es resultado de la alta complgjidad en las interacciones iniciales con sus células blanco.

En este estudio se ha podido contribuir a conocimiento de la polaridad de infeccion de
rotavirus hacia monocapas de células de un lingje celular que se polariza espontaneamente
mediante cultivo in vitro; se valoré la importancia de dos moléculas que previamente se
encontrd gque juegan el papel de receptores en otro linge celular no polarizado en cultivo; y
se detectd que aumentos de infectividad resultantes del relgjamiento de la funcion de
barrera podrian deberse a un incremento de la union del virus a las células (eventos post-
unién). Acercamientos experimentales como € llevado a cabo aqui, podrian brindar
informacion importante para entender la patogénesis de rotavirus hacia su epitelio blanco

con estrategias metodol 0gicas rel ativamente simples.
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CONCLUSIONES
Como resultado de este estudio se ha podido concluir:
Las cepa de rotavirus RRV exhibe e mismo fenotipo ante tratamiento con

neuraminidasa sobre monocapas de células MDCKII polarizadas comparado con su

fenotipo en células MA104.

El aumento de infectividad por efecto del tratamiento con EGTA podria ser
producto de un evento post-unién principalmente, con un componente menor a

facilitar launiéoninicial alacéula

Las cepas de rotavirus Wa, UK, TFR41 y RRV infectan mejor por la superficie
basolateral en monocapas de células MDCKI.

Lasintegrinas alfa2betal y alfaVbetal3 son necesarias paralainfeccién de las cepas
derotavirus Wa, UK, TFR41y RRV en células MDCKII.
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