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RESUMEN

El rotavirus es un virus no envuelto, miembro de la familia Reoviridae,
causante de diarrea severa en nifios y un problema importante para la salud
mundial. Aunque in vivo los rotavirus infectan enterocitos maduros del intestino
delgado, su infeccion se ha estudiado principalmente en la linea de rifi6on de
mono verde MA104. Esta linea es muy permisiva a la infeccién pero se aleja de lo

que ocurre en su hospedero natural, y esto puede generar resultados erroneos.

En este trabajo se caracteriz6 de manera general, la infeccion por rotavirus
en la linea celular IPEC-J2. Esta linea es un buen modelo experimental, ya que es
una linea intestinal no transformada, derivada de células epiteliales del intestino
delgado de puercos y es capaz de polarizarse y formar microvellosidades en su

cara apical.

Primero se determin6 que la cara basolateral de los cultivos polarizados de
IPEC-J2 era aproximadamente diez veces mas sensibles a la infeccion por las
cepas YM y Wa de rotavirus. Las células con la cara basolateral descubierta por
medio de una herida mecanica, son mas susceptibles a la infeccion que aquellas
dentro de la monocapa celular. Estos resultados sugieren, que algunos de los
receptores utilizados por el virus para infectar de manera eficiente la célula, se

encuentran en la cara basolateral de los cultivos.

Mas adelante, por medio de tratamientos quimicos, se caracterizo la
entrada de la cepa YM, por ambas caras de los cultivos polarizados. La entrada de
esta cepa por ambas caras celulares es independiente de la proteina dinamina. No
necesita de acidificacion endosomal, y depende de la concentracion normal de
colesterol de la membrana. De manera particular, la entrada del virus por la cara
apical es mas sensible a los tratamientos con sacarosa, mientras que la entrada
por la cara basolateral lo es a los tratamientos con bafilomicina A1.
Por ultimo, después del ciclo infeccioso, la progenie viral se libera principalmente

por la cara apical, sin importar por cual de las dos caras empiece la infeccion.



LISTA DE ABREVIACIONES

AP2 - (Adaptor Protein 2) Proteina Adaptadora 2.

ARF6 - (ADP-ribosylation Factor 6) Factor 6 de ADP — ribosilacion.
Caco-2 - Linea celular de células humanas de adenocarcinoma epitelial
colorectal nimero 2.

DAPI - (4',6-diamidino-2-phenylindole)

DLP - (Double Layered Particle) Particula de dos capas.

DMEM - (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) Medio Eagle Modificado por
Dulbecco.

DMEM/F12 - (Dulbecco’s Modified Eagle Médium: Nutrient Mixture F12)
medio de Eagle modificado por Dulbecco: Mezcla nutritiva F12.

EDTA - (Ethylenediaminetetraacetic Acid) Acido etilenodiaminotetraacético.
ELISA - (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) Ensayo por
inmunoabsorcion ligado a enzimas.

FBS - (Fetal Bovine Serum) Suero fetal bovino.

GDa1a - (Disialoganglioside 1a) Disialograngliésido 12.

GD3 - (Disialoganglioside 3) Disialograngliosido 3.

GMa1 - (Monosialotetrahexosylganglioside 1)
Monosialotetrahexosilgangliosido 1.

GM3 - (Monosialotetrahexosylganglioside 3) Monosialotetrahexosilgangliésido
3.

GPI-AP - (Glycosylphosphatidylinositol-anchored proteins) Proteinas
ancladas a glucosil fosfatidilinsitol.

GTP - Guanosina-5 -trifosfato.

HBSS - (Hank’s Buffered Salt Solution) Solucion Salina Balanceada de Hank
IBT - Instituto de Biotecnologia.

IPEC-1 - (Intestinal Porcine Ephitelial Cells — 1) Células Epiteliales de



intestino de puerco.

IPEC-J2 - (Intestinal Porcine Ephitelial Cells — Jejune 2) Células Epiteliales de
intestino de puerco de Yeyuno 2

MA104 - Células Epiteliales de riion de mono.

MDCK - (Madin-Darby Canine Kidney Ephitelial Cells) Células epiteliales de
rinén canino de Madin-Darby.

MDCKII - (Madin-Darby Canine Kidney Ephitelial Cells IT) Células epiteliales
de rifi6n canino de Madin-Darby cepa II.

MOI - (Multiplicity of Infection) Multiplicidad de Infeccion.
MBCD - (Methyl-B-ciclodextrin) Metil-8—Ciclodextrina.
NA - Neuraminidasa

OSU - Cepa de Rotavirus Porcino “Ohio State University”

PBS - (Phosphate Buffered Saline Solution) Solucion salina amortiguadora de
fosfatos.

RISC — (RNA Induced Silencing Complex) Complejo de silenciamiento inducido
por RNA.

RNA - (Ribonucleic Acid) Acido ribonucleico.

RNALI - (RNA Interference) Interferencia por RNA.
RRYV - (Rheus’ Rotavirus) Cepa de rotavirus de simio.
SA - (Sialic Acids) Acidos sialicos

siRNA - (Small Interfering Ribonucleic Acid) Acido ribonucleico pequefio de
interferencia.

SV4o0 - (Simian Virus 40) Virus de Simio 40.

TER - (Transepithelial Electric Resistance) Resistencia eléctrica transepitelial.
TFR41 - Cepa de rotavirus porcino “TFR41”.

UFF - Unidades Formadoras de Focos.

UK - Cepa de rotavirus bovino “UK”.

VP - (Viral Protein) Proteina viral.

Wa - Cepa de rotavirus humana “Wa”.
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INTRODUCCION

Los rotavirus son los principales agentes etioldgicos que causan diarrea
severa tanto en ninos, especialmente aquellos menores de 5 afios, como en las
crias de varias especies animales. De acuerdo con la Organizacion Mundial de la
Salud, entre 420,000 y 620,000 niflos mueren anualmente por diarrea
relacionada con los rotavirus (Desselberger et al., 2009) (figura 1). In vivo, estos

virus infectan enterocitos maduros de las microvellosidades del intestino
delgado.

Los rotavirus son virus no envueltos, miembros de la familia Reoviridae,
cuya particula viral madura mide 1,000 A de didmetro y consta de una capside
icosaédrica de tres capas concéntricas formadas por proteinas: una capa externa;
una capa intermedia y una capa de nudcleo interno que envuelve el genoma viral.
La capa externa de la capside esta formada por 260 trimeros de la proteina VP7y
60 proyecciones de la proteina VP4. La proteina VP4, junto con la proteina VP7
tiene el papel de unirse a los receptores en la superficie de la célula huésped y se
encarga de la entrada celular. La capa intermedia esta formada por 260 trimeros
de la proteina VP6. Por tltimo, la capa del nicleo interno viral esta formada por
la proteina VP2, ésta envuelve a los 11 segmentos de RNA de doble cadena del
genoma viral, a VP1 (RNA polimerasa dependiente de RNA) y a VP3 (guanilil
transferasa) (figura 2). La capa intermedia junto con la capa del nucleo interno,
forma una particula de dos capas (DLP) que no es infecciosa, pero que es

transcripcionalmente activa (Lopez y Arias, 2004).

Los rotavirus se clasifican de manera serologica en distintos serogrupos y a
su vez cada serogrupo se divide en varios serotipos y/o genotipos. Los rotavirus
de un serogrupo comparten antigenos que tienen reactividad cruzada. Estos
antigenos se encuentran en las proteinas estructurales del virus y en la mayoria
de las proteinas no estructurales, pero generalmente se utiliza VP6 para el
diagnostico por ELISA. Los rotavirus se dividen en siete serogrupos que se

nombran de la A a la G. Los serogrupos A, B y C infectan tanto humanos como

11
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Figura 1. Mapa mundial que muestra el nimero de muertes causadas por
rotavirus por cada 100,000 nifios. La Itima actualizaciéon de los datos fue en

Julio del 2009. Modificada de http://www.who.int/nuvi/rotavirus/decision_implem
entation/en/.
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Figura 2. La estructura del virion de Rotavirus. a) Representacion grafica del
virion de rotavirus localizando sus proteinas estructurales y sus 11 segmentos de RNA
de doble cadena (Angel et al.,, 2007). b) Reconstruccién de una criomicroscopia
electrénica con una resoluciéon de 9.5-A mostrando de rojo VP4, de amarillo VP7 de

azul VP6, de verde VP2 y de naranja el complejo de VP1/VP3 con el RNA de doble
cadena (Li et al., 2009).



animales, mientras que los serogrupos D, E, F y G solo se han encontrado en
animales. Los rotavirus del serogrupo A son los usuales cuasantes de diarrea
infantil, mientras que los del serogrupo B tnicamente se han asociado con
diarreas en epidemias anuales en China (Su et al., 1986) y los del serogrupo C
solo se han encontrado de manera ocasional en heces de nifios con diarrea y no se
conoce bien su relevancia clinica. La mayor parte de la informaciéon sobre la
infeccion de los rotavirus se refiere a los rotavirus del serogrupo A, ya que tan
solo algunas de las cepas de los deméas serogrupos se han logrado cultivar de

manera exitosa en el laboratorio.

El serogrupo A se divide de manera binaria de acuerdo a ensayos de
neutralizacién con antisuero hiperinmune en contra de los principales blancos
antigénicos de rotavirus, las proteinas de la capa externa (VP4 y VP7). Los
serotipos P se determinan en base a la proteina VP4, y los G, en base a ensayos
dirigidos contra la proteina VP7. Se han identificado 14 serotipos diferentes para
VP7y 13 serotipos para VP4 y éstos se denotan con un nimero después de la letra
G y P respectivamente. Los virus también se pueden separar de acuerdo al
analisis de sus secuencias de VP4 y VP7, en genotipos. Actualmente se han
descrito 23 genotipos para VP7 y 32 para VP4 (Matthijnssens et al., 2009), éstos
se muestran con un nimero entre corchetes después del serotipo. Por ejemplo el

genotipo y serotipo de la cepa humana Wa es G1[1]P1[8].

In vitro, las particulas virales necesitan ser procesadas por tripsina para
poder infectar a las células de manera eficiente. Esta proteasa corta a la proteina
VP4 (de 776 aminoacidos) de manera secuencial y especifica dando lugar a los
péptidos VP8* (del aminoacidos 1 al 231 en RRV) y VP5* (del aminoacidos 248 al
776 en RRV) (figura 3) (Arias et al., 1996; Estes et al., 1981). Este corte
proteolitico no es necesario para la union del virus con la superficie celular, pero
si es indispensable para su entrada al interior de la célula (Kaljot et al., 1988). In
vivo, la infeccion de rotavirus se lleva acabo en el intestino delgado del
hospedero. Este 6rgano contiene grandes cantidades de enzimas proteoliticas
necesarias para la absorcion de los nutrientes ingeridos durante la alimentacion y

por lo que podemos proponer que los rotavirus activan su infeccion utilizando

12
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Figura 3. El esquema de la estructura de VP4 y de VP7. a) La proteina VP4 de 776 aminoacidos se procesa por tripsina en las Argininas
231, 237 Y 241, originando a las proteinas VP8 y VP5. En VP8 se encuentra un sitio de unién a acido sidlico (HA). En VP5 se encuentran los
sitios de unién a las integrinas o.p: y a4f: (DGE e IDA) y a hscy (KID). b) La proteina glicosilada VP7 tiene 3 sitios antigénicos (A, B, C) y
contiene los sitios de union a las integrinas o.,f:(LDV), axp2 (GPR) y avf3(CNP) (Lopez y Arias, 2004).



estas enzimas proteoliticas de manera similar a lo que ocurre con la tripsina in

vitro.

La entrada de los rotavirus se ha estudiado principalmente en la linea
celular epitelial de rinon de mono MA104 y se ha visto que es un proceso de
varios pasos que involucra la interaccion de VP8*, VP5* y VP7 con varias
moléculas como las integrinas o.8:, a4B:, ovBs v oxB2, el acido sialico (SA), la
proteina de choque térmico Hsc70 y algunos gangliosidos (Coulson et al., 1997;
Guerrero et al., 2000; Hewish et al., 2000; Ciarlet et al., 2002; Guerrero et al.,
2002; Graham et al., 2003; Lopez y Arias, 2004). La mayoria de estas moléculas
se encuentran embebidas en microdominios lipidicos y los rotavirus se han visto
asociados con estos dominios durante su entrada a la célula (Isa et al., 2004;

Cuadras y Greenberg, 2003) (figura 4).

El tratamiento de las células con neuraminidasa (NA) (enzima que
remueve los SA terminales de los gangliosidos y de las glucoproteinas) reduce de
manera diferencial la infectividad de algunas cepas de rotavirus, lo que da a lugar
a la clasificacién de cepas NA-sensibles (baja infectividad con el tratamiento) y
NA-resistentes (la infectividad no se afecta por el tratamiento) (Ciarlet y Estes,
1999). Estos resultados iniciales no implican que las cepas resistentes a NA no
utilicen el SA para unirse a la superficie celular, ya que estas cepas podrian
reconocer los SA subterminales que son resistentes al tratamiento con NA (Guo
et al., 1999; Isa et al., 2006). Por medio de espectrometria de resonancia
magnética nuclear, se observd que la proteina VP8 de la cepa NA-resistente de
rotavirus Wa interacciona con los SA subterminales presentes en los ganglidsidos

GM1 y GD1a (Haselhorst et al. 2009).

Como se mencion6 anteriormente, la entrada del rotavirus a la célula es un
proceso que involucra varias interacciones moleculares de una manera secuencial
y coordinada. El primer contacto con la célula ocurre entre los receptores
celulares que contengan SA y el dominio VP8* de VP4. Esta primera interacciéon
posiblemente provoca un cambio conformacional de VP4 lo que permite que

VP5* interaccione con la integrina a2B1. Después los rotavirus interaccionan con

13



Receptores Celulares

Involucrados en la
Entrada de Rotavirus

Acidos Sialicos
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Figura 4. Tabla de las moéleculas celulares utilizadas por los rotavirus durante
su entrada a la célula.
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con la proteina hsc70, las cuales se encuentran enriquecidas en las balsas lipidicas de la membrana celular (Lopez y Arias, 2004).
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Hsc70 por medio de VP5* y con avB; y axB. por medio de VP7. El orden de estas
ultimas interacciones aun no se ha determinado (Lopez y Arias, 2004) (figura 5).
Este modelo se basa en la cepa RRV cuya entrada es la mas estudiada y no
necesariamente puede aplicarse a todas las cepas, ya que existen algunas, como la
cepa Wa, cuya entrada es NA-resistente. Incluso existen cepas, tanto NA-
sensibles (por ejemplo TFR41) como NA-resistentes (por ejemplo UK), cuya

entrada es independiente de las integrinas (Graham et al., 2003) (figura 6).

No se conoce con exactitud el mecanismo por el cual los rotavirus entran a
la célula durante la infeccion. Sin embargo, la endocitosis a compartimentos
celulares parece ser el mecanismo principal que utilizan los virus no envueltos
para entrar a la célula. Las principales vias endociticas celulares que utilizan los
virus para entrar a la célula son: la via dependiente de clatrina, la via dependiente
de caveolina, las vias independientes de clatrina y caveolina en las que se incluye
la recientemente descubierta y aun poco caracterizada via dependiente de

flotilina (figura 7) (Sieczkarski y Whittaker, 2002).

Las Vias Endociticas Celulares

La Via Endocitica Dependiente de Clatrina

La via endocitica mediada por clatrina fue una de las primeras vias
estudiadas y, por lo tanto, es la via mas caracterizada. Esta via se puede ver como
una coleccion de vias endociticas relacionadas, de manera cercana, por su
requerimiento de cubiertas formadas por la proteina clatrina (Schmid y
McMahon, 2007). Aproximadamente 150 proteinas diferentes se han asociado
con esta via, de las que sblo de algunas se sabe su funcion (Kumari, et al., 2010).
Algunas de estas proteinas accesorias y adaptadoras regulan los sitios de la
membrana plasmatica (ricos en fosfatidilinositol 4,5-bifosfato) que se van a
internalizar al coordinar la nucleaciéon de clatrina y asi formar la cubierta
(Schmid et al., 2006).
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Figura 6. El modelo grafico del mecanismo de entrada de las cepas RRV, Wa, TRF41 y UK. Existe una gran variedad entre los
requerimientos para la entrada a la célula de las diferentes cepas de rotavirus. Algunas cepas de rotavirus, como Wa (gris), son NA-resistentes y
su entrada es dependiente de integrinas. Otras, como la cepa TFR41 (verde) son NA-sensibles y su entrada es independiente de integrinas.
Existen también cepas, como UK (naranja), que son NA-resistentes y su entrada es independiente de integrinas. La cepa RRV se ilustra de color

amarillo.
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Figura 7. Las principales vias endociticas celulares. Muchos virus son capaces de utilizar las vias endociticas celulares para
entrar a la célula durante una infeccion (Mayor y Pagano, 2007).



La cubierta de clatrina es un arreglo tridimensional formado por varios
trisqueles (figura geométrica helicoidal con tres piernas unidas en un punto
central). Cada trisquel esta formado por 3 cadenas pesadas de clatrina (190 kDa)
y por tres cadenas ligeras de clatrina (25-29 kDa). A su vez, cada “pierna” del
trisquel estad conformada por una cadena pesada y una cadena ligera unidas
fuertemente cerca del vértice del trisquel (Ter Haar et al., 1998). Estas cubiertas
son capaces de envolver vesiculas endociticas de 100-200nm de diametro

(Kumari, et al., 2010) (figura 8).

El ensamblaje de la cubierta de clatrina se estabiliza por proteinas
adaptadoras como, AP180/CALM, que se unen tanto a clatrina como a la proteina
adaptadora-2 (AP2), que a su vez también se une a clatrina (Young, 2007).
Posteriormente se reclutan varias proteinas accesorias que se unen a AP2 y que
facilitan: la unién con el cargo que se va a internalizar, la polimerizacion de la
clatrina y la curvatura de la membrana (Kumari, et al., 2010). La proteina Epsi5
funciona como andamio de la estructuras de AP2, permitiendo su formacion y su
estabilidad (Doherty y McMahon, 2009). La polimerizacion de clatrina por si sola
es capaz de curvar la membrana y de acercar ambos extremos de la membrana
que forma la vesicula y asi formar un cuello delgado. Ademas, proteinas como la
Epsi15 son capaces de unirse a la membrana deforméandola y facilitar este proceso
(Hinrichsen et al., 2006). Otras proteinas accesorias son capaces de unir a
clatrina y AP2 estabilizando la curvatura de la membrana, y también reclutan a la
proteina dinamina. La dinamina es una GTPasa que forma un polimero helicoidal
(Chapie et al., 2010; Ford et al.,, 2011) alrededor del cuello de la vesicula
endocitica que al hidrolizar GTP es capaz de escindirla al interior de la célula

(Taylor et al., 2011).

La mayoria de los cargos que se internalizan por esta via tienen el motivo
YXXF (Y representa Tirosina, X representa a cualquier aminoacido y F representa
a un residuo grande e hidrofobico) y al motivo [D/E]XXXXL[L/I], el cual
reconoce AP2 y otras proteinas accesorias (Edeling et al., 2006). Algunos de los
cargos que se internalizan por esta via son el receptor de trasferrina y la toxina de

antrax (Doherty y McMahon, 2009). Algunos de los virus que utilizan la via
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Figura 8. Una ilustracion de la estructura del trisquel de clatrina y de la jaula
de clatrina. a) Representaciéon grafica del trisquel de clatrina mostrando las cadenas
pesadas de naranja y las cadenas ligeras de azul. A su vez, se senalan los dominios
terminales, distales y proximales de la cadena pesada (modificada de Puertollano, 2004).
b) Los trisqueles de clatrina se polimerizan formando una jaula como la de la ilustracion.
En azul turqueza claro, en el centro de la ilustracion, se resalta uno de los trisqueles de

clatrina (modificada de http://www.pdb.org/pdb/static.do?p=education_discussion/mole
cule_of the_month/pdb88_1.html).



endocitica mediada por clatrina en su entrada a la célula son: el virus de
Influenza A (Chen y Zhuang, 2008), el virus del dengue, los adenovirus 2 y 5
(Mercer et al., 2010), el virus de la estomatitis vesicular (Johannsdottir et al.,
20009), el rhinovirus humando del grupo menor 2 (Snyers et al., 2003) el virus
del bosque de Semliki (Helenius et al., 1980), los reovirus (Danthi et al., 2010) y

el virus de la hepatitis C (Blanchard et al., 2006), entre otros.

La Via Endocitica Dependiente de Caveolina

En esta via endocitica participan unas estructuras celulares llamadas
caveolas. Las caveolas son invaginaciones de la membrana plasmatica con un
didmetro de 60-80 nm que tienen una cubierta estriada en forma de espiral
compuesta por la proteina caveolina (Stan, 2002; Rothberg et al., 1992). Hay tres
subtipos de proteinas caveolinas: Las caveolina-1 y caveolina-2 son comunes en
las células no musculares, mientras que la caveolina-3 se halla en musculo
esquelético y en algunas células de musculo liso (Parton y Simons, 2007). Las
caveolinas tienen un dominio de pasador hidrofébico que se inserta en la
membrana (McMahon y Gallop, 2005). Las caveolinas-1 y caveolinas-2 son
capaces de polimerizar en membranas y esto podria provocar curvatura en la
membrana (figura 9). La densidad y el nimero de caveolas correlaciona con la
expresion de caveolina de la célula (Kalia et al., 2006). Cada caveola tiene entre
100 y 200 moléculas de caveolina (Pelkmans y Zerial, 2005). La GTPasa
dinamina también es la encargada de escindir las vesiculas de esta via endocitica

(Henley et al., 1998).

En las caveolas se encuentra una mayor concentracion de lipidos como el
colesterol y los esfingolipidos. La formacion de estas estructuras depende del
colesterol y cuando se retira éste de la membrana plasmatica se desensamblan lo
que aumenta la movilidad de caveolina-1 (Rothberg et al., 1992). La caveolina
interacciona de manera directa con el colesterol en una proporcion 1:1. Las

caveolas se encuentran en altas concentraciones en algunos tipos celulares como
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Caveolina

Figura 9. Las vesiculas endociticas cubiertas de caveolina. La caveolina se inserta
en la membrana celular de manera en la que su extremo amino y su carboxilo estan
expuestos en el citosol, mientras que un dominio de “hairpin” se introduce en la membrana
celular. Esta proteina también tiene un dominio de andamio, el cual se encuentra
enriquecido con cargas positivas que posiblemente interaccionan con el colesterol, lipido
que se encuentra enriquecido en los caveosomas. El extremo carboxilo terminal esta
modificado con palmitoilaciones que se insertan en la membrana lipidica (modificada de
Parton y Simons, 2007).



son los adipositos, las células endoteliales y las células musculares, mientras que
s6lo hay bajas concentraciones en los hepatocitos y practicamente se encuentran
ausentes en las neuronas y en los linfocitos (Drab et al., 2001; Lamaze et al.,
2001; Vainio et al., 2002). Si se sobreexpresan las caveolinas en células
deficientes de éstas, se induce la formacion de novo de caveolas (Vogel et al.,
1998; Fra et al., 1995). Algunas de las moléculas que se internalizan por esta via
son la albimina (Schnitzer et al., 1994), la toxina del tétanos (Herreros et al.,
2001) y la toxina de célera (Shogomori y Futerman, 2001). También algunos
virus como el poliomavirus de ratéon (mPy) (Mercer et al., 2010) y el

papillomavirus humano del tipo 31 (Smith et al., 2007).

La Via Endocitica Dependiente de Flotilina

Recientemente se ha empezado a describir una via endocitica que es
dependiente de la proteina flotilina y de la cual existen dos isoformas: la flotilina-
1 y la flotilina-2 (Babuke y Tikkanen, 2007). Esta proteina se encuentra en la
superficie de varias lineas celulares formando microdominios en la membrana
plasmatica los cuales contienen aproximadamente 95 copias de cada isoforma
(Frick et al., 2007). Estos dominios son morfoloégicamente similares a las
caveolas y se conservan en células que no expresan caveolina-1 (Hansel y Nichols,
2009). También se observo que la flotilina-1 y la caveolina-1 no colocalizan,
aunque estas proteinas se sitiien en estructuras similares (Morrow et al., 2002;
Pagano et al., 2005). Cuando se coexpresan la flotilina-1 y la flotilina-2 se
generan nuevos dominios de membrana positivos a ambas isoformas de flotilina
de manera dosis dependiente (Frick et al., 2007). La participacion de la GTPasa
dinamina en esta via endocitica todavia no es clara, ya que existen reportes
experimentales en los que se caracteriza esta via como independiente de
dinamina (Kirkham et al., 2005; Lamaze et al., 2001; Naslavsky et al., 2004) y en
otros como dependiente de dinamina (Ait-Slimane et al., 2009; Payne et al.,
2007). Aunque estos resultados pudieran significar que la flotilina participa en

varias vias endociticas, tanto dependientes como independientes a dinamina.

17



Hasta el momento se conocen pocos cargos que utilizan esta via endocitica para
entrar a la célula: la proteina anclada a glucosilfostatidilinositol (GPI-AP) CD59
(Glebov et al., 2006; Ait-Slimane et al., 2009), el transportador de dopamina
(DAT) (Cremona et al., 2011) y la proteina transmembranal Niemann-Pick Ci-
like 1 (NPC1L1) (Ge et al., 2011). Hasta el momento, no se ha reportado ningan

virus que utilice esta via durante su entrada a la célula.

La Inhibiciéon de las Vias Endociticas Celulares

Uno de las maneras de determinar si un virus utiliza cierta via endocitica
durante su entrada es la de infectar células con una via endocitica inhibida y ver
si se disminuye su infeccion. Para inhibir las vias endociticas celulares se pueden
utilizar distintos métodos, como la expresion de proteinas mutantes dominantes
negativas, siRNAs especificos para inhibir la expresion de proteinas esenciales de

cada via o utilizar tratamientos quimicos inhibitorios.

La Expresion de Proteinas Mutantes Dominantes Negativas

Una de las maneras de inhibir las diferentes vias endociticas es
expresando proteinas mutantes dominantes negativas de las proteinas esenciales
de cada una de estas vias. Las proteinas mutantes dominantes negativas inhiben
parcial o totalmente la funcién de la proteina que codifica el alelo silvestre, por lo
que se puede analizar la funcion de éstas tltimas en la célula viva sin la necesidad
de construir mutantes homocigas nulas. Existen varias proteinas mutantes
dominantes que se pueden utilizar para analizar las vias endociticas: la mutante
negativa Epsismut es una mutante por delecién de Epsi5 (proteina accesoria de
la via endociticas dependiente de clatrina esencial para la estabilizacion de AP2y
de la formacion de las jaulas de clatrina) inhibe la via endociticas dependiente de
clatrina. La mutante negativa Cavi-mut es una mutante por delecion de

caveolina-1 a la que le faltan un fragmento que va del residuo 1 al 81 y las
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mutantes negativas Cav-3KSY y Cav-3DGV tienen truncadas el amino terminal.
Todas estas bloquean la via endocitica dependiente de caveolina. Por dltimo, la
proteina mutante negativa dominante DynK44A tiene una mutacion puntual en
el dominio de GTPasa lo que la hace disfuncional y por esta razén bloquea todas

las vias endociticas dependientes de dinamina.

El Silenciamiento por Medio de siRNA

Las células eucariotas tienen una via llamada interferencia por RNA
(RNAI), con la que por medio de RNA pequefios de interferencia especificos se
pueden degradar RNA mensajeros complementarios disminuyendo asi la
expresion especifica de proteinas (Elbashir et al., 2001). Esta via se activa por
RNA de doble cadena, de cadena larga, los cuales se cortan en RNA pequenos,
conocidos como siRNAs (21-23 nucle6tidos) por medio de la proteina Dicer
(Bernstein et al., 2001). Se puede saltar este paso, de manera artificial, al
sintetizar siRNAs especificos e introducirlos a la célula. Los siRNAs en el
citoplasma se unen a un complejo proteico llamado el complejo de silenciamiento
inducido por RNA (RISC). Ahi, la proteina argonauta 2, desenrolla el siRNA
permitiendo la degradacion del RNA codificante pero manteniendo la cadena
antisentido unida activando a RISC (Matranga et al., 2005). El RISC activado
degrada de manera dirigida los mRNAs con secuencia complementaria al
fragmento de RNA unido a RISC. Esto permite el silenciamiento de genes de

manera especifica (figura 10).

Se puede inhibir especificamente las vias endociticas utilizando siRNAs
dirigidos en contra de los mRNA de las proteinas que se saben son esenciales
para su funcionamiento. De este modo, se pueden utilizar siRNAs en contra del
mRNA de la clatrina, de la caveolina o de la flotilina para inhibir las vias que
dependen de estas proteinas o también, de manera més general, se pueden
inhibir las vias endociticas dependientes de dinamina, utilizando siRNAs en

contra de esta GTPasa.
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Figura 10. El esquema del mecanismo de acciéon de los siRNAs. Al introducirse el
RNA de doble cadena largo al citoplasma (dsRNA lago), se procesa por la enzima Dicer
formando el RNA pequeno interferente (siRNA). También, los siRNAs se pueden
introducir de manera directa a la célula reduciendo la posibilidad de una respuesta inmune
innata mediada por interferéon. Los siRNAs se incorporan al complejo de silenciamiento
inducido por RNA (RISC) lo que provoca la degradacion de la cadena codificante por la
proteina argonauta 2 (AGO2). El complejo RISC-siRNA activado, busca y degrada los
mRNAs que contengan la secuencia complementaria al siRNA. Esto provoca que se
disminuya drasticamente la traduccion de este mRNA lo que provoca un silenciamiento del
gen blanco. El complejo RISC-siRNA se puede reciclar y degradar mas mRNAs blancos
(modificada de Whitehead et al., 2009).



Los Tratamientos Quimicos

Otra manera de inhibir las vias endociticas es por medio de tratamientos
quimicos (figura 11). Para inhibir la via endocitica dependiente de clatrina se
utilizan tratamientos con sacarosa o con clorpromazina. La sacarosa promueve la
formacion anormal de las cubiertas de clatrina disociandolas de las vesiculas de
clatrina en la membrana plasmatica (Hansen et al., 1993). Mientras que los
tratamientos con clorpromazina inducen el ensamblaje de clatrina en las
membranas endosomales impidiendo que se formen en la membrana plasmatica
(Wang et al.,, 2008). La via endocitica dependiente de caveolina es también
dependiente de los niveles de colesterol ya que las balsas lipidicas estan
involucradas en la formacion de las caveolas por lo que los tratamientos con
quimicos que interaccionan con el colesterol, como la filipina y la nistatina, o
quimicos que remueven el colesterol de la membrana como la metil-B-
ciclodextrina (MBCD) inhiben esta via endocitica (Sieczkarski y Whittaker,
2002). Por ultimo, también existe una pequefia molécula permeable a la célula
llamada dynasore la cual funciona como inhibidor de la dinamina (Macia et al.,

2006; Kirchhausen et al., 2008).

Muchos de los virus que entran por las vias endociticas celulares necesitan
de pHs acidos para penetrar al interior de la célula y continuar con la infeccion.
El pH acido provoca de manera directa cambios conformacionales en las
proteinas de la capside de algunos virus que activan su capacidad de penetrar la
membrana endosomal hacia el interior de la célula. El virus de influenza
(Stegmann et al., 1987; Weber et al., 1994) y el virus de la rabia (Gaudin et al.,
1993; Gaudin et al., 1999) son algunos ejemplos de virus que requieren de este
proceso durante su infeccion. En cambio algunos virus, como el virus del Ebola
(Chandran et al., 2005), el coronavirus SARS (Simmons et al., 2005) y los
reovirus de mamiferos (Ebert et al., 2002), no necesitan del pH Aacido
directamente si no que requieren ser procesados por proteasas dependientes de

pH acido, como las catepsinas L y H, para activar su penetracion hacia el
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Figura 11. Los Tratamientos quimicos que inhiben vias endociticas celulares. La via endocitica dependiente de clatrina se puede
inhibir con tratamientos con sacarosa y clorpromazina. La via endocitica dependiente de caveolina se puede inhibir con fArmacos que remueven
o que se unen al colesterol como nistaina, filipina o MBCD. La actividad de la GTPasa dinamina se puede inhibir con Dynasore.



citoplasma. Para determinar si los virus necesitan de la acidificacion endosomal
durante algiin punto de su infeccion, se pueden utilizar varios farmacos dentro de
los que se encuentran la bafilomicina A1, la Concanamicina A, el cloruro de
amonio y la cloroquina. La bafilomicina A1 (Bowman et al, 1988) y la
Concanamicina A (Drose et al., 1993) son inhibidores especificos de la ATPasa-V,
bloqueando el bombeo de protones hacia el interior de los endosomas (Huss y
Wieczorek, 2009). El método de accidon de la cloroquina y del cloruro de amonio
es distinto (Ohkuma et al., 1978; Ferreira et al., 2000). Estos farmacos, en su
forma neutra, son capaces de entrar a los endosomas por difusiéon simple. Ya
dentro, estas moléculas se protonan, subiendo el pH endosomal de estos

organelos.

Muchos de estos tratamientos, aunque disminuyen drasticamente las vias

endociticas, pueden tener efectos secundarios.

21



ANTECEDENTES

La Entrada de Rotavirus a la Célula

La infeccion de la cepa RRV (aislada del mono Rhesus) ha sido la mas
estudiada por lo que su entrada a la célula se conoce con un mayor detalle. Existe
evidencia experimental de que esta cepa utiliza una via endocitica independiente
de clatrina y de caveolina, que parece ser dependiente de dinamina ya que su
entrada a la linea celular MA104 se inhibe cuando se utiliza la mutante
dominante negativa de dinamina DynK44A ((Sanchez-San Matin et al., 2004;
Gutiérrez et al., 2010). Sin embargo, si se utiliza Dynasore, inhibidor especifico
de esta GTPasa, la entrada no se afecta (Wolf et al., 2010). La disminuci6on de la
infeccidon por DynK44A podria deberse a un efecto secundario que se genera por
la inhibicion prolongada de esta via. En cambio, las cepas TFR41 (origen
porcino), UK (origen bovino) y Wa (origen humano) utilizan la via endocitica
dependiente de clatrina para entrar a la célula y su infeccion disminuye con
inhibidores de acidificacion endosomal (figura 12). La velocidad de entrada de
estas cepas también varia: la cepa RRV es la mas rapida, ya que su entrada tiene
un tiempo medio de 30 min, mientras que el tiempo de entrada de TFR-41 es de
60 minutos y el de Wa de 90 minutos. La cepa UK es la mas lenta en entrar ya
que lo hace en mas de 90 minutos. Estas diferencias en la cinética de entrada de
las diferentes cepas podria deberse al uso diferencial de receptores o en el caso de
RRYV al uso de vias endociticas distintas (Gutiérrez et al., 2010). Todos estos

resultados se obtuvieron al infectar la linea celular MA104.

Por otra parte, cuando las células se tratan con metil-B-ciclodextrina,
quimico que secuestra el colesterol de las membranas, la infecciéon por rotavirus
disminuye drasticamente (Guerrero et al., 2000b). El colesterol es un lipido que
tiene varias funciones dentro de la célula, entre las que se encuentran la
integridad de las balsas lipidicas en la membrana celular y de la membrana

celular en general. A su vez se observd que después de infectar con la cepa RRYV,
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Figura 12. Las vias endociticas celulares utilizadas por las cepas de rotavirus: Wa, TFR41, UK y RRV, en su entrada
a la célula (MA104) durante una infeccion (Modificada de Mayor y Pagano, 2007).



los viriones, también estan asociados a las balsas lipidicas (Isa et al., 2004). Los
receptores implicados en la entrada de la particula infecciosa se encontraron
agrupados en las balsas lipidicas lo que llevo a pensar que la funciéon de estas
balsas es mantener asociados espacialmente a estos receptores y facilitar la
interaccion eficiente del rotavirus con la célula y su consiguiente entrada (Isa et
al., 2004). La dependencia en la entrada viral a la concentracion del colesterol de
la membrana plasmatica parece ser una caracteristica general de todas las cepas

de rotavirus.

Los Rotavirus Porcinos

Los rotavirus infectan a muchas especies animales dentro de las que se
encuentran los puercos. Las cepas de rotavirus YM, OSU y TFR41 son de origen
porcino y su entrada es NA-sensible, tanto en su infeccion en MA104 (Ciarlet y
Estes, 1999; Ciarlet et al., 2002; Mendez et al., 1999) como en IPEC-1 (linea
celular de intestino de cerdo recién nacido) (Cevallos, Tesis de Licenciatura,
2010). La cepa porcina OSU utiliza el gangliosido GM3, u otros gangliésidos
monosialidados, como receptores durante la infeccion en células MA104 (Rolsma
et al., 1998; Rolsma et al.,, 1994). Ademas, la entrada de la cepa TFR41 es
independiente de integrinas, ya que su infectividad no disminuye cuando se
tratan células MA104 con anticuerpos monoclonales en contra de la integrina
avB; y en contra de las cadenas de las integrinas B2 y a2 (Graham et al., 2003).
La infeccion de estas cepas en células IPEC-1, no polarizadas, disminuye al bajar
la concentracion de colesterol por medio de tratamientos con MBCD. También se
observaron disminuciones en la infecciéon pre-tratando las células con sacarosa
(inhibidor de la via endocitica dependiente de clatrina al favorecer la formacion
de jaulas de clatrina mas pequeias e infuncionales) lo que sugiere que estas cepas
entran a IPEC-1 no polarizadas por la via endocitica dependiente de clatrina

(Cevallos, Tesis de Licenciatura, 2010).
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La Linea Celular IPEC-J2

Aunque in vivo los rotavirus infectan los enterocitos maduros, la mayoria
de los experimentos sobre la infeccion de rotavirus se han realizado en la linea
celular epitelial de rinon de mono MA104, en la linea celular de carcinoma de
colon humano Caco-2 o en la linea de rinén de perro MDCK. Estas lineas
celulares, aunque no son modelos cercanos a lo que ocurre in vivo, se han
utilizado principalmente por ser altamente permisivas y susceptibles a la
infeccidn por rotavirus y por la facilidad y los bajos requerimientos de su cultivo

celular.

Los virus son capaces de utilizar diferentes receptores celulares y
diferentes vias endociticas durante su entrada al infectar diferentes tipos
celulares. Por ejemplo, estudios enfocados en la entrada del virus de vaccinia
sugieren que el virus utiliza diferentes receptores celulares y vias endociticas
durante su entrada en los diferentes tipos celulares (Whitbeck et al., 2009).
También SV40, virus que, como se mencion6 anteriormente, entra a la célula por
la via endocitica dependiente de caveolina, al infectar la linea celular deficiente
en caveolina (hepatoma humano 7), utiliza una via endocitica independiente de
caveolina y clatrina que todavia no se ha determinado (Damm et al., 2005). Otro
ejemplo es el del citomegalovirus humano que utiliza diferentes receptores
celulares cuando infecta a los fibroblastos que cuando infecta a las células
epiteliales o las endoteliales (Ryckman et al.,, 2008). Estos ejemplos nos
muestran la diversidad de las estrategias infecciosas que puede utilizar una
misma especie viral, de acuerdo el tipo celular que infecte, lo cual pudiera
provocar la caracterizacion de una entrada viral que se alejara a la que ocurre in
vivo. Por todo esto es importante estudiar la infeccion viral en modelos que se

aproximen lo mas posible a lo que ocurre de manera natural.

La linea celular IPEC-J2 es una linea no trasformada intestinal derivada
de células epiteliales del yeyuno que se obtuvieron de puercos neonatos sin
amamantar (Rhoads, J. M. et al., 1994). Esta linea es un modelo especialmente

atil ya que cuando se siembran filtros cubiertos de colageno con medio
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adicionado con dexametasona o con hidrocortisona (un glucocorticoide natural
menos activo que la dexametasona) forma una monocapa polarizada, con un lado
apical con microvellosidades, propiedades que lo hacen similar al epitelio
intestinal normal (Gonzalez-Vallina et al., 1996). Al polarizarse, se forman
uniones estrechas, uniones adherentes y desmosomas (figura 13) (Schierack, P. et
al., 2006) que impiden el paso de moléculas entre la cara apical y basal y se

aumenta la resistencia eléctrica transepitelial (TER).

Las células IPEC-J2 expresan las proteinas de uniones estrechas claudinas
3y 4 y ocludina en su membrana basolateral (figura 14) de manera similar al
epitelio del yeyuno normal (Schierack, P. et al., 2006). Todos los genes que estan
reportados que se expresan en células de epitelio intestinal, también se expresan
en esta linea celular. Entre estos genes se encuentran el de la mucina 1, ICAMa1,

CD58, CD47, citoqueratinas y vilina (Mariani, V. et al., 2009).

Por todo lo anterior, la linea celular IPEC-J2 es un modelo que es muy
similar a la fisiologia normal de una célula intestinal epitelial y se utiliza
principalmente para estudiar eventos fisiologicos y bioquimicos del epitelio
intestinal (Kandil, H. M., et al., 1995; Rhoads, J. M., et al., 1997) y en estudios de
interacciones huésped-patégeno de diferentes bacterias como Salmonella
Typhimurium DT104 (Brown, D. y Price, L., 2007), Lactobacillus reuteri
(Skjolaas, K. A., et al., 2007) y Escherichia coli O157:H7 (Liu, B. et al., 2010).
Inclusive hay un articulo en el que se estudia la respuesta inmune innata de la

linea celular IPEC-J2 cuando se infecta con rotavirus (Liu, F. et al., 2010).

En conclusion, la linea celular IPEC-J2 representa un modelo mucho mas
cercano a la fisiologia de un enterocito maduro y puede utilizarse para estudiar la
infeccion por rotavirus y asi dar resultados mucho mas cercanos a lo que ocurre

de forma natural durante una infeccién con rotavirus.
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Figura 13. La Microscopia electréonica de una monocapa celular de un
cultivo de IPEC-J2 polarizado. Las células se crecieron en un filtro transwell
cubierto de coldgeno. MV: microvellosidades, TJ: uniones estrechas, ICS: espacio

intracelular, ZA: uniones adherentes, D: desmosomas. Tomada de Schierack et al.,
2006.



Figura 14. Deteccion de las uniones estrechas en un cultivo de IPEC-J2.
Una monocapa de células IPEC-J2 fue tenida con anticuerpos contra a: Claudina-3,
b: Ocludina, ¢: Merge a+b, d: Claudina-4, e: Ocludina, f: Merge d+e. Los ntcleos
celulares estan tefiidos con DAPI. La figura fue tomada de Schierack et al., 2006.



La Infeccion en Células Polarizadas

Aunque es un modelo de estudio que se asemeja mas a las células
hospederas en una infeccién in vivo, existen pocos reportes sobre la infeccion de
los rotavirus en células polarizadas. En estas investigaciones se han utilizando
principalmente las lineas celulares Caco-2 y MDCK. Las células polarizadas
tienen varias caracteristicas que las hacen distintas a los cultivos celulares no
polarizados que se usan convencionalmente para estudiar la infeccién por los
rotavirus (como MA104). Una de las caracteristicas mas notorias es la
distribucién polarizada de las diferentes proteinas membranales que sirven como
receptores para los rotavirus durante su entrada. Un ejemplo de esto es la
distribucién de las integrinas en la membrana, ya que se localizan exclusivamente
en la membrana basolateral de las células polarizadas (Schoenenberger et al.,
1994). Esto es importante, ya que los rotavirus interaccionan con varias
integrinas durante su entrada a la célula. Cuando el virus infecta por la cara
apical estos receptores se encuentran debajo de las uniones estrechas celulares y
por lo tanto estan espacialmente ausentes para que se dé la interaccion con el
virus de manera inmediata. Por esta distribuciéon heterogénea de los receptores
virales de la membrana de las células polarizadas, la membrana apical y la
membrana basolateral deberian tener diferentes sensibilidades a la infeccion por
rotavirus. Estas diferencias se han estudiado utilizando diferentes lineas celulares
y cepas virales y que han generado resultados contradictorios y conflictivos entre

los diferentes trabajos.

En uno de los primeros trabajos (Svensson et al., 1991) en los que se trato
este tema, se utilizaron cultivos polarizados de Caco-2 y MDCK para estudiar la
infeccidon apical y la basolateral de la cepa RRV. Las células se crecieron sobre
filtros Transwell con poros de 3.0 um de diametro ya que los rotavirus no
difunden de manera libre a través de los filtros con poros de diAmetro menor. En
este trabajo concluyeron que la cepa RRV infecta ambos cultivos celulares con la

misma eficiencia tanto la cara basolateral como la cara apical.
En un trabajo posterior se estudi6é la infeccion de la cepa RRV (que es
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sensible a NA) y la infeccion de la cepa WC3 (que es resistente a NA) en varias
lineas celulares polarizables crecidas en filtros Transwell con poros de 0.4 um de
didmetro. Aqui concluyen que las cepas de rotavirus sensibles a NA infectan con
mayor eficiencia la cara apical de las células polarizadas, mientras que las cepas
de rotavirus resistentes a NA infectan indistintamente ambas caras de las células
de los cultivos polarizados (Ciarlet et al., 2001). Ellos atribuyen estas diferencias
a que los acidos sialicos se localizan principalmente en la cara apical de las lineas
celulares utilizadas en este estudio, y a que los tratamientos con NA previos a la
infeccion solo disminuyen la infeccion apical de las cepas NA sensibles. También
explican que las células son capaces de atravesar los filtros Transwell de 3.0 um y
formar una monocapa polarizada tanto en la cara superior como en la cara
inferior de los filtros por lo que en los trabajos anteriores en los que RRV parecia
infectar de manera no polarizada en realidad estaba infectando por la cara apical

de los cultivos, en ambos casos.

En un estudio reciente (Realpe, et al. 2010) se caracterizo la infeccion de
cultivos polarizados de MDCKII (células epiteliales de rinén canino de Madin-
Darby cepa II) por las cepas RRV, TFR-41, UK y Wa. Los resultados mostraron
que todas las cepas, sin importar si son sensibles o0 no a los tratamientos con NA,
infectan de manera mas eficientemente la cara basolateral de los cultivos
polarizados. En este trabajo decidieron utilizar filtros Transwell con poros de 3
um (verificando que no se formara una monocapa en la parte inferior de los
filtros) ya que aproximadamente soélo el 0.1% de los virus son capaces de
atravesar filtros Transwell con poros de 0.4 um, mientras que aproximadamente
el 30% de los virus atraviesan los filtros Transwell con poros de 3.0 um.
Tomando en cuenta esto, los resultados sobre la infeccion por la cara basolateral
se ajustaron multiplicando por un factor de 4 lo que mostr6 de forma cualitativa
que las cepas NA-resistentes infectan de 8 a 28 veces mas la cara basolateral que
la cara apical, mientras que las cepas NA-sensibles infectan solo de 1.5 a 2.5 veces

mas la cara basolateral.

La via endocitica utilizada por el virus durante su entrada al infectar

cultivos polarizados ha sido menos caracterizada por lo que se tiene poca
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informacion. Cuando la cepa RRV de rotavirus infecta cultivos polarizados
MDCKII por la cara apical parece utilizar una via endocitica independiente de
dinamina. La infeccion del virus disminuye con los tratamientos celulares con
inhibidores de la H+-ATPasa vacuolar pero este efecto parece no ser por la
basificaciéon endosomal ya que otros farmacos que basifican a los endosomas de
manera directa no tienen efecto alguno en la infecciéon. Esta disminucion parece
deberse mas bien a la acumulaciéon de Ca2* en los endosomas ya que bajas
concentraciones de este anion favorecen la descapsidacion del virus (Wolf et al,.

2010).

Existen varias hipotesis para explicar por que los rotavirus puedan infectar
de manera efectiva ambas caras del cultivo, aunque la infeccion por la cara
basolateral sea la méas eficiente: la primera es que todas las moléculas que
necesita rotavirus para interaccionar y entrar a la célula durante la infeccion se
encuentren tanto en la cara apical como en la basolateral, pero en diferente
proporcion. La segunda es que el virus interaccione con la cara apical y que esto
provoque que se abran las uniones estrechas permitiendo que los receptores post-
unidn se trasladen de la cara basolateral, a la basal y pueden interaccionar con el
virus (Realpe, et al. 2010). Experimentos de Nava et al., 2004 muestran que
VP8* (el producto proteolitico de VP4), por si sola, es capaz de afectar las uniones
estrechas provocando una disminucion de la resistencia eléctrica transepitelial y
lo que permite el paso de las proteinas basolaterales como la integrina ov8; y la
subunidad de integrina B, a la cara apical. La tercera es que los rotavirus infecten
principalmente en micro lesiones del intestino que expongan la cara basolateral
de las células adyacentes a la herida. Por ultimo, la primera infeccion de los
rotavirus pudiera ser por la cara apical de las células directamente pero el virus
liberado después de un ciclo infeccioso, pudiera infectar por la cara basolateral ya
sea por que se libero6 por la cara basolateral o por que se generaron micro lesiones
durante el primer ciclo infeccioso que dejaron expuesto el lado basolateral de las

células.
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OBJETIVOS

Objetivo General

* Caracterizar la entrada de los rotavirus porcinos en células epiteliales de

intestino de puerco IPEC-J2.

Objetivos Particulares

e Polarizar cultivos de IPEC-J2 crecidos en filtros Transwell.

* Comparar la eficiencia de infeccién de los rotavirus entre la infeccion por

la cara apical y la basal del cultivo polarizado de IPEC-J2.

* Estudiar el efecto de la Neuraminidasa en la infeccién por rotavirus en

ambas caras de los cultivos polarizados de IPEC-J2.

* Probar la sensibilidad a la deplecién de colesterol de la membrana en la
infeccion por rotavirus de ambas caras de los cultivos polarizados de
IPEC-J2 al tratarlos con MBCD.

* Observar los cambios en la infeccion al bloquear la vias endociticas
dependientes de clatrina, caveolina, flotilina y/o dinamina en células
IPEC-J2 polarizadas.
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MATERIALES Y METODOS

Células, Medios de Cultivo y Virus: Las células epiteliales de rifion de

mono (MA104) se crecieron en Medio Eagle Modificado por Dulbecco reducido
en suero (DMEM-RS) (Thermo Scientific), con alta concentracién de glucosa
suplementado con 3% de suero fetal bovino (FBS). La linea celular de células de
intestino de puerco recién nacido (IPEC-J2) la don6 el Dr. A. Blikslager,
Department of Clinical Sciences, College of Veterinary Medicine, North Carolina
State University USA. Esta linea celular se creci6 en medio de Eagle modificado
por Dulbecco: Mezcla nutritiva Fi12 (DMEM/F12)(GIBCO Invitrogen)
suplementado con 5% de FBS, con suplemento de medio con insulina-
transferrina-selenito de sodio (Sigma) dejando a una concentracion final de
insulina de 4.2 pg/ml, de transferrina de 3.8 ug/ml y de selenio de 5 ng/ml. Por
dltimo se suplementa con el factor de crecimiento epidérmico (5 ng/ml),
penicilina (50 pg/ml) y estreptomicina (4ug/ml). La linea celular se creci6 en
monocapa en frascos para cultivo celular F-75 (Corning), cambiando el medio de
cultivo por medio fresco cada segundo dia. A la semana aproximadamente,
cuando los cultivos alcanzan aproximadamente el 90% de confluencia, los
cultivos celulares se lavaron con EDTA (a una concentracion de 200 mg/L
disuelto en PBS) y se incubaron con una solucion de EDTA/tripsina (0.025% de
tripsina) a 37 °C hasta que las células se desprendieron de la monocapa
(aproximadamente 15 minutos de incubacion). Las células se resuspendieron en 5
ml de medio de cultivo y se agregaron 2.5 ml de esta solucion celular a un nuevo
frasco F-75 donde se llevo a 10 ml de volumen total agregando medio de cultivo
fresco. Las células crecieron a 37 °C y con 5% de CO.. La cepa de rotavirus
porcino YM, se aislo y caracterizo en nuestro laboratorio (Carlos Arias y Susana
Lopez, Instituto de Biotecnologia UNAM). La cepa de rotavirus humana Wa y la
cepa de rotavirus de simio RRV las doné el Dr. H. B. Greenberg (Stanford
University, Sanford, CA). Las cepas de rotavirus se crecieron en la linea celular

MA104. Las cellas MA104 crecidas en frasco-F75 o F-150 fueron lavadas dos
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veces con medio de Eagle (MEM) y se infectaron con los rotavirus previamente
activados con tripsina a una multiplicidad de infeccién (MOI) de 0.1. Los virus se
dejaron absorber durante 1 hora a 370C. Después de adsorcién, inoculo fue
retirado y las células lavadas nuevamente 2 veces con el medio MEM. Se agrego
medio MEM fresco, y la infeccion de dejo proceder por 14-16 horas. Las células
con el virus se cosecharon mediante un raspador y se congelaron y descongelaron
2 veces. Posteriormente los virus fueron activados por tripsina a 370C durante 30

minutos (10ug/ml) e inactivados con inhibidor de tripsina de soya (10ug/ml).

Polarizacion de Cultivos de IPEC-J2: Para polarizar células IPEC-J2,

estas se crecieron en filtros permeables Transwell (figura 15) de
politetrafluoroetileno cubiertos de colageno con poros de 3.0 um de didmetro
(Transwells, Corning, Costar, USA) con un diadmetro del area de cultivo de 24, 12
0 6.5 mm que se agregan a una placa de 6, 12 0 24 pozos respectivamente. Se
agregaron 0.1 ml (filtros de 6.5 mm), 0.5 ml (filtros de 12 mm) o 1.5 ml (filtros de
24 mm) de una dilucion 1:1 obtenida a partir de un frasco F75 con un cultivo
celular confluente. Se agregan 2.6 ml de medio de cultivo en el pozo y 1.5 ml en el
filtro para los filtros de 24 mm de diametro, 1.5 ml en el pozo y 0.5 ml en el filtro
para los de 12 mm y por ultimo para los de 6.5 mm se necesitan 0.6 ml en el pozo
y 0.1 ml en el filtro. Se dejaron crecer las células con el medio de cultivo
DMEM/F12 suplementado con 5% de FBS, insulina (5 ug/ml), transferrina (5
ug/ml), selenio (5 ng/ml), factor de crecimiento epidérmico (5 ug/l), penicilina
(50 ug/ml) y estreptomicina (4ug/ml), hasta que las células llegan a confluencia.
Posteriormente, al llegar a confluencia se les cambi6 el medio de cultivo por
DMEM/F12 sin FBS y con una concentracion de 107 M de dexametasona
(dexametasona soluble en agua para cultivo celular, Sigma-Aldrich). Para
comprobar el grado de polarizacion se midio la resistencia eléctrica transepitelial
(TER) diariamente con un voltimetro epitelial EVOMX (World Precision
Instruments). Para poder comprar los valores de las resistencias de los cultivos
celulares crecidos en filtros con diferentes areas se convirtieron los valores de
Ohms (Q) a unidades de resistencia area (Q2cm2). Para hacer esto se multiplica la

resistencia por el area afectiva de la membrana. Ya que los filtros son circulares
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Cultivo de IPEC-J2

Filtro

Figura 15. La ilustracion de un cultivo de células IPEC-J2 crecidas sobre
un filtro Transwell. En esta ilustracién se muestra como los filtros Transwell

separan la cara apical y la cara basolateral de los cultivos celulares permitiendo
experimentar con ellas de manera independiente.



se utiliza la siguiente formula: Resistencia x (;td2/4), tomando la resistencia en
Ohms (Q) y el diametro en centimetros (cm). Para los experimentos se utilizaron
cultivos con una TER mayor a 350 Qcm?2, la cual se alcanz6 aproximadamente

entre los 3-5 dias de agregar dexametasona.

Protocolo de Preparacion de Cultivos en Insertos Transwell

para Microscopia Electronica de Transmision: Para analizar los cultivos

polarizados de IPEC-J2 por microscopia electréonica de transmision, se crecieron
y se polarizaron los cultivos como se describié previamente. Se analizaron
cultivos celulares a los que se les habia agregado dexametasona durante 3 dias y
que habian alcanzado una TER mayor de 350 Q2cmz2. Al alcanzar la polarizacion se
removio el medio de cultivo de los insertos Transwell y se enjuagd de manera
delicada con solucion salina balanceada de Hank (HBSS) precalentada a 37 °C.
Después se fijaron las monocapas celulares con glutaraldehido al 2.5% en buffer
de cacodilato 0.1M a pH 7.2-7.4 durante una hora a temperatura ambiente. Se
enjuago el inserto dos veces con buffer de cacodilato ajustado a 300 mili-osmoles
con 6.84% de sacarosa durante 5 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente se postfijé con tetradéxido de osmio al 1% en buffer de cacodilatos
0.1 M, con 0.1 M de sacarosa a pH 7.2-7.4 durante una hora a 4°C en la
oscuridad. Al finalizar la hora, se lavaron las células con buffer de cacodilato con
0.1 M de sacarosa durante 20 minutos a temperatura ambiente. Después se
deshidrat6 la monocapa celular con incubaciones seriales de 10 minutos con
diferentes concentraciones de etanol (35%, 50%, 70%, 95%, 100% y 100%
nuevamente). Después se infiltré resina con resina de empotramiento completa
(LR white, grado medio o fuerte) dejando en resina al 25% en etanol durante
media hora, después se cambi6 por resina al 50% en etanol y por ultimo con
resina al 75% en etanol. Se agreg6 resina al 100% y se dejo endurecer durante 16
horas. Dos dias antes de empezar la fijacion de la membrana se afiadi6 resina al
100% a un disco de aluminio agregando hasta llegar a un altura de entre 2 y 3
mm y se dej6 polimerizar a 60°C. Se removio la resina del filtro y se coloco sobre
la resina polimerizada, se agregoé resina fresca para cubrir la membrana y se dejo

polimerizar durante 72 horas a 60°C (esto separa la membrana del filtro de
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manera espontanea). Se removid el disco de aluminio y el area de resina que
contiene a la membrana se separa cortandola. Después se hicieron cortes
delgados con un microtomo y se observaron en un microscopio electronico Zeiss

900 (Unidad de microscopia, IBT).

Determinacion del Titulo Viral: Para calcular el titulo viral (unidades

formadoras de focos (UFF)) se realiz6 un ensayo de inmunoperoxidasa. Las
placas con células MA104 o con IPEC-J2 se infectaron con diluciones seriales de
virus, las que se dejaron absorber durante una hora a 37 °C. A las 14 horas
postinfeccién, se fijaron los cultivos infectados con acetona (80%).
Posteriormente, se incubaron con anticuerpo policlonal anti-rotavirus (1/2500)
(producido en nuestro laboratorio), durante 2 horas, a 37 °C. El anticuerpo se
lavo con PBS. La deteccion del anticuerpo primario se realizdé por medio de la
proteina A acoplada a peroxidasa (1/3000) (Amersham Pharmacia Biotech). Se
utiliz6 como sustrato una solucién que contenia 3-amino-9-etil-carbazole (0.4%
p/v). Para contar el nimero de UFF se utiliz6 una estacion Visiolab 1000 como se

report6 previamente (Guerrero et al., 2000).

Infectividad de los Rotavirus en Cultivos Celulares Polarizados:

Los cultivos polarizados de IPEC-J2 se infectaron por la cara basolateral o por la
cara apical con la misma concentracion de unidades formadoras de focos (UFFs)
(tituladas en MA104) de YM o Wa y se dejaron incubar durante 1 hora a 37° C. Al
finalizar la incubacion se lavaron los filtros dos veces por ambas caras del cultivo
con medio de cultivo sin FBS, se agreg6 medio de cultivo y se incubaron durante
14 horas a 37 °C. Por ultimo se realiz6 una inmunotincién como se describid

previamente.

Tratamientos Celulares con Inhibidores de la Endocitosis: Los

cultivos polarizados de IPEC-J2 se trataron con una soluciéon 500 uM de sacarosa
por la cara apical durante 30 minutos o con una solucién 100 uM de Dynasore
durante 1 hora previa a la infeccion con YM. Después, se infectd con 200
FFU/pozo de YM por la cara apical o por la cara basolateral de los cultivos

polarizados, manteniendo la misma concentracion de sacarosa o Dynasore, segin
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el caso, y se dejaron incubando durante 1 hora a 37 °C. Al finalizar la incubacién
se lavaron los filtros 2 veces por ambas caras del cultivo con medio de cultivo sin
FBS, se agrego medio de cultivo con la misma concentracion del farmaco
utilizado en los tratamientos previos, y se incubaron durante 14 horas a 37 °C.
Por ultimo, se determino el nimero de células infectadas como se describio

previamente.

Tratamientos Celulares con Inhibidores de la Acidificacion

Endosomal: Para inhibir la acidificacion de los endosomas celulares, los
cultivos polarizados de IPEC-J2, se trataron con una solucién 10 mM de Cloruro
de Amonio (NH,4CI]) o con una solucion 100 nM de bafilomicina A1, durante 30
minutos o 1 hora antes de la infeccion, respectivamente. Después, se infectd con
200 FFU/pozo con la cepa YM por la cara apical o por la cara basolateral de los
cultivos polarizados, manteniendo la misma concentracién del farmaco (NH,CI o
bafilomicina A1), y se dejaron incubando durante 1 hora a 37 °C. Al finalizar la
incubacion se lavaron los filtros 2 veces por ambas caras del cultivo con medio de
cultivo sin FBS, se agrego medio de cultivo con la misma concentracion del
farmaco utilizado en los tratamientos previos, y se incubaron durante 14 horas a
37 °C. Por ultimo, se determiné el nimero de células infectadas como se

describi6 previamente.

Tratamientos Celulares con Metil-B-Ciclodextrina (MBCD): Para

disminuir el colesterol de la membrana plasmatica, los cultivos polarizados de
IPEC-J2, se trataron con una solucién 10 mM de MBCD durante 1 hora previa a la
infeccion. Después, se lavaron las cultivos dos veces con medio de cultivo y se
infectaron con 200 FFU/pozo con la cepa YM, por la cara apical o por la cara
basolateral, y se dejaron incubando durante 1 hora a 37 °C. Al finalizar la
incubacion se lavaron los filtros 2 veces por ambas caras del cultivo con medio de
cultivo sin FBS y se incubaron durante 14 horas a 37 °C. Por ultimo, se determiné
el namero de células infecciosas por medio de peroxidasa como se describio

previamente.

Tratamientos Celulares con Neuraminidasa: Para estos
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experimentos se utiliz6 la NA de Arthrobacter ureafaciens (Sigma-Aldrich). Esta
enzima corta especificamente los acidos sidlicos terminales unidos con enlaces
a(2—3, 6, 8, 9). Los cultivos polarizados de IPEC-J2, se trataron con una
solucion con 20 0 40 mU/ml de NA, por la cara apical o por la cara basolateral,
durante 1 hora previa a la infeccidén. Después, se lavaron las cultivos dos veces
con medio de cultivo y se infectaron con 200 FFU/pozo con las cepas YM y Wa,
por la cara tratada con NA, y se dejaron incubando durante 1 hora a 37 °C. Al
finalizar la incubacién se lavaron los filtros 2 veces por ambas caras del cultivo
con medio de cultivo sin FBS y se incubaron durante 14 horas a 37 °C. Por ultimo,

se realiz6 un tincion para determinar el namero de células infectadas.

Salida del virus post-infeccion al infectar cultivos polarizados

de TPEC-J2: Cultivos polarizados de IPEC-J2 se infectaron con la cepa YM, por
la cara apical (con una MOI de 0.1) o por la cara basolateral (con una MOI de 0.1
0 10), y se dejoé adsorber el virus durante 1 hora a 37 °C. Durante este tiempo se
tomaron mediciones de la resistencia eléctrica transepitelial (TER) de los cultivos
a los 0, 5, 15, 30, 45 y 60 minutos. Posteriormente, se hicieron 2 lavados con
medio de cultivo y se dejaron incubando a 37° C. A las 18, 24, 36, 48, 60 y 72
horas se midi6 la TER de los cultivos y se recolect6 todo el medio de cultivo, tanto
de la cara apical como de la basolateral, y se guardo a -20 °C. Después se agregod
medio de cultivo nuevo y se incubaron nuevamente los cultivos a 37 °C. Al
finalizar las 72 horas, las muestras virales recolectadas se activaron con tripsina y
se determino el titulo viral en células MA104 y se determino el titulo viral como

se describi6 previamente.

Infeccion de RRV en Células MA104 Tratadas con Dynasore: Las

células MA104 tratadas con Dynasore, en 100, 200, 300 y 400 uM durante una
hora previa a la infeccion. Posteriormente se dej6 absorber el virus RRV durante
1 hora a 37 °C manteniendo la misma concentracion de Dynasore.
Posteriormente se lavdo 2 veces con medio fresco, para remover el virus no
adsorbido y se agreg6 medio manteniendo la misma concentracion de Dynasore

dejando incubar durante 16 horas a 37 °C. Acabando esta incubacion las células
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se fijaron y se tifieron, como se describié previamente, para determinar el
namero de células infectadas las cuales se compararon con un control de células

infectadas sin tratamiento.

Internalizacion de Transferrina-Alexa 488 en Células MA104

Tratadas con Dynasore: Los cultivos celulares de MA104, crecidos en

cubreobjetos, se trataron con una solucion 100 uM de dynasore durante 30
minutos a 37 °C. Después se pasaron las células a 4 °C donde se dejaron incubar
5 minutos. A esta temperatura se les agregbé a los cultivos una solucién de
soug/ml de transferrina acoplada a Alexa 488 manteniendo la misma
concentracion de dynasore y se dejaron incubando durante 5 minutos. Se lavaron
dos veces las células con medio (con dynasore) y se dejaron incubando las células
a 37 °C durante una hora manteniendo la misma concentracion de dynasore.
Después se lavaron dos veces las células con un buffer 4dcido (glicina 0.1 M, pH
2.5 y con 150 mM de NaCl) para desprender de la membrana plasmaética la
transferrina no internalizada. Después se fijaron las células con
paraformaldehido al 2% durante 20 minutos, se lavaron las células 3 veces con
una solucion 5o0mM de NH,4Cl en PBS. Al terminar los lavados, las células se
permeabilizaron al incubarlas con una solucién de buffer de bloqueo (50 mM
NH,Cl y al 1% de albumina sérica bovina en PBS) con 0.5% de tritobn X-100
durante 15 minutos, después se lavaron 3 veces con PBS con 50 mM de NH,Cl y
se bloquearon al incubarlas con buffer de bloqueo durante 6 horas a 4 °C. Luego
las células fueron incubadas con DAPI (4’6-Diamidino-2-Fenilindole,
Dihidrocloridio) para tenir los ndcleos y se observaron en un microscopio de

fluorescencia.
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RESULTADOS

Puesto que este trabajo es pionero en el uso de la linea celular IPEC-J2
como modelo para estudiar la infeccibn por rotavirus, se realizO una
caracterizacion general del proceso infeccioso en cultivos polarizados de esta

linea celular.

Para estudiar la entrada de la cepa YM de rotavirus en cultivos polarizados
de la linea celular IPEC-J2, se crecieron las células sobre filtros Transwell
cubiertos de colageno. Esto filtros, con poros de un diametro de 3 um, permiten
tener acceso tanto a la cara apical como la cara basolateral de los cultivos, para
asi poder realizar diferentes experimentos e infectar por ambos lados de las
células polarizadas de manera independiente. Esta herramienta nos permitio
estudiar y caracterizar tanto la entrada del virus por la cara apical como por la

cara basolateral de células polarizadas (figura 15).

Después se crecieron las células IPEC-J2 en los filtros Transwell en medio
con suero fetal bovino (FBS), cambiando el medio cada segundo dia, hasta que
llegaron a confluencia. En este momento, a los cultivos se les cambi6 el medio por
un medio sin FBS pero adicionado con Dexametasona. Este glucocorticoide
sintético induce la diferenciacion de estos cultivos y facilita su polarizacién

(Rasschaert et al., 2010; Koh et al., 2007).

Los Cultivos de Células IPEC-J2 se Polarizan al

Crecerlas con Dexametasona en Filtros Transwell

Puesto que un aumento en la resistencia eléctrica transepitelial (TER) de
los cultivos es una indicacién confiable del grado de polarizacién de las células, se
midi6 la TER de cada filtro de manera rutinaria después de la adicion de la

Dexametasona. En la figura 16, se muestran las mediciones de la TER que se
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Figura 16. Mediciones de la resistencia eléctrica transepitelial de cultivos
de células IPEC-J2. Las células fueron crecidas sobre filtros Transwell cubiertos
con colageno, de 6.5 mm de didmetro y con poros de 3 um de didmetro, durante 10
dias a partir de la adicion de dexametasona al medio de cultivo. Cada uno de los
colores representa un filtro Transwell con un cultivo celular independiente.



tomaron a 4 diferentes cultivos de IPEC-J2, durante 13 dias. Como se puede
observar, durante los primeros 4 dias hay un aumento de la TER que llega hasta
un valor maximo de aproximadamente entre 300-700 Qcm?2. La TER, baja
subitamente en los siguientes dias de la infeccion hasta llegar a un nivel basal en
el cual se mantiene de manera constante hasta el altimo dia de las mediciones.
Las mediciones diarias de la TER durante periodos tan largos, solo se realizaron
durante los primeros cultivos celulares de IPEC-J2 ya que no se habia trabajado
anteriormente en el laboratorio con esta linea celular. Por lo que esto es sdlo es
un ejemplo del patron normal de aumento de la TER de los cultivos IPEC-J2
durante su polarizacion pero los valores maximos de la TER varian de entre 300-
6900 (Brown y Price, 2007; Schierack et al., 2006; Skjolaas et al., 2007; Diesing
et al., 2011; Koh et al., 2008). Por este comportamiento, para los experimentos se
utilizaron cultivos de células IPEC-J2 pocos dias después de la adicion de
dexametasona y con una TER mayor de 350 Qcmz?, aunque la mayoria de los
cultivos tenian una TER cercana a 1500 Qcm? cuando se realizaron los

experimentos.

Para comprobar el grado de polarizacion y el estado de las células IPEC-
J2, se analizaron, por medio de microscopia electronica de transmision, cultivos
celulares crecidos en filtros Transwell a los que al llegar a confluencia se les
cambio el medio de cultivo a medio adicionado con Dexametasona (sin FBS) y
que a los 3 dias mostraban una TER mayor a 350 Qcm2. En estas condiciones las
células mostraron microvellosidades en la cara apical del cultivo caracteristica
tipica de células intestinales epiteliales polarizadas (figura 17a). Estas células
tienen caracteristicas fisicas comparables con las reportadas para cultivos
polarizados de IPEC-J2 (Schierack, et al., 2006). También se observo, que la
interaccion entre las células es muy estrecha, evidencia del grado avanzado de
polarizacidon que tienen estos cultivos (figura 17b). Este contacto tan estrecho
entre las células es lo que provoca el valor alto en la TER, caracteristica de los

cultivos polarizados de IPEC-J2.
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Figura 17. El anilisis del grado de polarizacion de los cultivos de IPEC-J2
por medio de microscopia electronica de transmision. a) Una imagen de la
cara apical de una célula IPEC-J2 polarizada, crecida sobre un filtro Transwell, donde
se ven las microvellosidades en toda la superficie celular. b) Imagen que muestra la
interaccion entre tres células IPEC-J2 polarizadas. Aqui también se pueden observar
las microvellosidades en la cara apical de las células y las uniones estrechas (TJ) como
zonas mas electrodensas en la interaccion entre células cerca de la cara apical
marcadas dentro de un cuadro rojo.



La Cara Basolateral de los Cultivos de IPEC-J2

Polarizados es Mas Sensible a la Infeccion por la

cepa YM de Rotavirus que la Cara Apical

El primer paso para explorar las posibles diferencias de la infeccion de los
rotavirus cuando infectan por la cara apical o por la cara basolateral de cultivos
polarizados, fue infectar los cultivos polarizados con la cepa YM (cepa sensible a
los tratamientos con neuraminidasa) (Mendez et al., 1999) por ambas caras de
manera independiente con la misma concentracion de particulas virales. Después
se determiné el namero de focos infecciosos generados en cada caso para ver si
habia diferencias en la sensibilidad a la infeccion de los diferentes lados de los
cultivos polarizados.Como se puede ver en la figura 18, la infeccion por la cara
basolateral es 10 veces mas efectiva que la infeccion que ocurre por la cara apical

si se comparan el nimero de UFFs entre ambas caras, después de la infeccion.

Cuando se raspa una monocapa de células MDCKII polarizadas, las células
que quedan expuestas a la orilla de la herida de la monocapa, son mas
susceptibles a la infeccion por la cepa RRV (Realpe et al., 2010). Para ver si esto
ocurri6 en nuestro modelo, se rasparon con la punta de una pipeta, cultivos
polarizados de IPEC-J2 crecidos en placas para cultivos celular, y se infectaron
con la cepa YM. Las células que se encontraron a la orilla de los raspones

mostraron ser mas propensas a ser infectadas por YM (figura 19) que las demas.

Los Tratamientos Celulares con Neuraminidasa

Disminuyen la Infeccion por Rotavirus de la Cara

Apical v Basolateral de Cultivos Polarizados de
IPEC-J2

Los acidos sialicos en la membrana celular sirven como receptores de

entrada para la mayoria de las cepas de rotavirus y la sensibilidad a los
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Figura 18. La cepa YM de rotavirus infecta los cultivos polarizados
de IPEC-J2 principalmente por la cara basolateral. Los cultivos
polarizados de IPEC-J2, crecidos sobre filtros Transwell, fueron infectados
con la misma cantidad de particulas infecciosas por la cara apical y por la cara
basolateral. En el eje de la Y se grafica el nimero de focos infecciosos. A la
izquierda, en el eje de las X, se muestra los resultados de la infeccién por la
cara apical y a la derecha, se muestran los de la cara basolateral. Infeccion
apical n=3. Infeccién basolateral n=3.
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Figura 19. La cepa YM de rotavirus infecta preferentemente las células
con la cara basolateral expuesta. Con una punta de pipeta, se raspd una
monocapa celular de células IPEC-J2 polarizadas crecidas en una caja de 96 pozos y
después se infectod por la cara apical con la cepa YM de rotavirus. Las células tenidas
de rojo corresponden a células infectadas por rotavirus.



tratamientos con neuraminidasa (NA) ha sido utilizada como una manera de
caracterizar las diferentes cepas de rotavirus. Hay cepas cuya infeccién disminuye
con los tratamientos celulares con NA, como por ejemplo la cepa YM (Mendez et
al., 1999). En cambio la infeccion de otras cepas no se modifica al tratar las
células con esta enzima como por ejemplo la cepa de origen humano Wa (Ciarlet
y Estes, 1999). Estos experimentos de sensibilidad o resistencia a los

tratamientos con NA se han realizado principalmente en la linea celular MA104.

Para saber si la infeccion de la cepa YM por la cara apical y por la cara
basolateral de células polarizadas de origen intestinal era sensible a los
tratamientos con NA al infectar células polarizadas de origen intestinal, se trato
cada cara con 20 o0 40 mU/ml de esta enzima durante una hora previa a la

infeccion.

Los resultados mostraron, que la infeccion de la cepa YM es sensible a los
tratamientos con NA a 20 mU/ml cuando infecta por la cara apical de los cultivos
polarizados de IPEC-J2, disminuyendo aproximadamente en un 50%, mientras
que su infeccién por la cara basolateral no disminuye considerablemente a esta
concentracion de enzima. Cuando se aumento la concentracion de enzima, hasta
40 mU/ml, la infeccion de YM por la cara apical disminuy6 aproximadamente en
un 70%, y por la cara basolateral decreci6 en aproximadamente un 45% (figura

20).

Los Tratamientos Celulares con Sacarosa Previos a

la Infeccion Disminuyen la Entrada de los Rotavirus
a los Cultivos Polarizados de IPEC-J2

Para explorar las posibles vias de entrada del virus al infectar células
polarizadas, se utilizaron tratamientos quimicos con efectos inhibitorios en las

diferentes vias endociticas de la célula.

Lo primero que se probo, fue el efecto de los tratamientos con sacarosa en
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Figura 20. El efecto del tratamiento con neuraminidasa en la infecciéon
por rotavirus de células IPEC-J2 polarizadas. Las cultivos de IPEC-J2
polarizados, crecidos sobre filtros Transwell, se trataron con una concentraciéon de 20
mU/ml 6 40 mU/ml de neuraminidasa, por la cara apical o por la cara basolateral,
durante una hora. Después se infectaron con a la cepa YM por la cara celular que
recibio el tratamiento con NA. El control, es el 100% de infeccion y representa el
numero de focos infecciosos al infectar las diferentes caras de los cultivos polarizados
sin tratamiento de NA. Neuraminidasa 20 mU/ml n=3. Neuraminidasa 40 mU/ml
n=3.



la infeccion de rotavirus. Como se mencioné en la introduccion, la sacarosa
inhibe la via endocitica dependiente de clatrina al impedir la formacién normal
de las cubiertas de clatrina (Hansen et al.,, 1993). Por lo que se agregd una
solucion de sacarosa a los cultivos polarizados y posteriormente se infectaron los
cultivos por la cara basolateral y por la cara apical, de manera independiente, sin
remover la sacarosa durante el tiempo de absorcion del virus. Luego, se lavo el
remanente de virus y se agregd medio con la misma concentracion de sacarosa
con la que se dejo incubando para que la infeccion prosiguiera de manera normal.
El tratamiento con sacarosa disminuyo6 la infeccion de los rotavirus, por ambas
caras de los cultivos, aunque con diferente eficiencia (figura 21): la infeccion por
la cara basolateral disminuy6 aproximadamente en un 22% mientras que por la
cara apical lo hizo en aproximadamente en un 71%. Después del tratamiento con
sacarosa y de la absorcion del virus en presencia de sacarosa, se midio la TER de
los cultivos, la cual se mantuvo comparable con la TER inicial de los cultivos

(resultados no mostrados).

La Concentracion de Colesterol de la Membrana

Celular es Esencial para la Infeccion por Rotavirus
en Células Polarizadas IPEC-J2

Para analizar la importancia del colesterol en la membrana durante la
infeccion con rotavirus, las células crecidas en filtros Transwell, se trataron con
metil-B-ciclodextrina (MBCD). La MBCD es un farmaco que une al colesterol en el
centro de su estructura de oligosacarido ciclico. Cuando se incuban las células
con una solucion de este farmaco se remueve el colesterol de la membrana

celular.

Cultivos polarizados de células IPEC-J2 se incubaron durante 30 min con
una solucion 10 mM de MBCD. Al terminar la incubacion, se lavaron los cultivos
con medio y se infectaron por la cepa YM tanto por la cara apical como por la

basolateral de manera independiente.
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Figura 21. Los tratamientos con sacarosa inhiben la entrada de rotavirus
a las células polarizadas. Las cultivos de IPEC-J2 polarizados, cultivados sobre
filtros Transwell, se trataron con una concentracion de 500 uM de sacarosa durante
media hora ante de ser infectadas por la cepa YM. El tratamiento se mantuvo durante
la absorcion del virus y durante la incubaciéon. En azul oscuro se muestra la
infectividad del virus en células sin tratamiento lo que representa el 100% de
infeccion. En azul claro se comparan el numero de focos infecciosos obtenidos
durante la infeccidn de las células tratadas con sacarosa y el obtenido en la infeccion
de las células sin tratamiento. Sacarosa n=3.



El nimero de focos infecciosos de las células tratadas con MBCD
disminuy6 aproximadamente en un 85% (figura 22), tanto en la infeccion apical
como en la infeccién basolateral, que los que se obtuvieron del control de células
infectadas sin tratamiento. La TER de los cultivos después de los tratamientos
con este farmaco disminuyo pero se mantuvo en un valor adecuado de cultivos

polarizados (resultados no mostrados).

La Infeccion por los Rotavirus de las Células

Polarizadas de IPEC-J2 no Requiere de la

Acidificacion Endosomal

Existen numerosos ejemplos de virus que requieren del pH acido
endosomal para su internalizacion al citosol de la célula (Guinea y Carrasco,
1995; Blanchard et al., 2006; Townsley et al., 2006). Para determinar si la cepa
YM necesita del pH acido durante su infeccién en cultivos polarizados, se
trataron las células con una solucién 10 mM de NH,CI o con una soluciéon 100nM
bafilomicina A1. Ambos farmacos se han utilizado en diversos estudios sobre la
dependencia de pH endosomal para la entrada viral (Greenberg et al., 2010;
Guinea y Carrasco, 1995; Blanchard et al.,, 2006; Townsley et al., 2006). Los
cultivos polarizados de IPEC-J2 se incubaron con estos fairmacos de manera
independiente durante una hora, posteriormente se infecto con la cepa YM de
rotavirus, por ambas caras del cultivo, manteniendo a los farmacos y se dejo
adsorber durante una hora. Por ultimo, se dejo proceder la infeccién incubando
las células con los farmacos durante 16 horas a 37 °C ya que el efecto de estos

farmacos es reversible.

Como se puede ver en la figura 23a, los tratamientos con NH,Cl no
tuvieron un efecto en la infeccidon de esta cepa por ninguna de las dos caras. Por
otro lado, los tratamientos con bafilomicina A1 disminuyeron en
aproximadamente un 50% la infeccion por la cara basolateral de los cultivos pero

la infeccién por la cara apical no se vio afectada (figura 23b).
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Figura 22. La concentracion del colesterol en la membrana celular
tiene un papel clave en la entrada del virus a las células
polarizadas. Los cultivos polarizados de IPEC-J2, crecidos sobre filtros
Transwell, se trataron con una concentraciéon de 10 mM de MBCD durante
media hora previa a ser infectadas con la cepa YM de rotavirus. En azul oscuro
se muestra el nimero de focos infecciosos obtenidos al infectar los cultivos
polarizados sin tratamiento (representando el 100 % de infeccion). En azul
claro se comparan el nimero de focos infecciosos obtenidos al infectar
cultivos tratados con MBCD y el numero de focos infecciosos del control.
MpBCD n=3.
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Figura 23. La infeccion de las células polarizadas IPEC-J2 por la cepa YM
no requiere de la acidificacion endosomal. a) Las cultivos polarizados de
IPEC-J2, crecidos sobre filtros Transwell, se trataron con una concentracion de 10
mM de NH,Cl o b) con 100 nM de bafilomicina A1 antes de infectarse con YM. Se
mantuvo el mismo tratamiento durante la absorcion del virus y durante la incubacion
de 16 horas. En azul oscuro se muestra el nimero de focos infecciosos obtenidos al
infectar los cultivos celulares sin tratamiento farmacologico (representando el 100 %
de infeccion). En azul claro se comparan el nimero de focos infecciosos obtenidos al
infectar los cultivos tratados con NH,Cl o con bafilomicina A1 y el nimero de focos
infecciosos del control. NH,CI n= 3. Bafilomicina A1 n=5.



La Inhibicion de la Dinamina por Dynasore no

Afecta la Infeccion por Rotavirus en Cultivos
Polarizados de IPEC-J2

Como se mencionoé en la introduccion, el funcionamiento de varias de las
vias endociticas celulares dependen de la GTPasa dinamina, por lo que una
manera facil de conocer si las vias que pudiera utilizar el virus durante su entrada
a los cultivos polarizados de IPEC-J2 utilizan o no esta GTPasa, es infectar
cultivos tratados con el Dynasore. Dynasore es un inhibidor especifico del

dominio de GTPasa de las 3 isoformas de dinamina.

Los cultivos se trataron con 100 uM de Dynasore durante media hora,
posteriormente se infectaron los cultivos con YM por ambos lados y se dejé
absorber el virus durante una hora en presencia del farmaco. Por tultimo, se
incubaron los cultivos infectados a 37 °C durante 16 horas en presencia del

farmaco ya que el efecto del farmaco es reversible si este se remueve.

Como se aprecia en la figura 24 el namero de focos infecciosos en cultivos
tratados con este farmaco no se modifico si se comparan con el nimero de focos
infecciosos de cultivos control sin tratamiento. Este resultado fue el mismo sin

importar si los cultivos se infectaron por la cara apical o por la cara basolateral.

Ya que la entrada de RRV en células MA104 (el modelo principal en el
estudio de la entrada de rotavirus) esta reportado como un proceso dependiente a
dinamina, se realizO el mismo experimento utilizando ahora este modelo
experimental. Los cultivos de MA104 se trataron durante media hora previa a la
infeccion con 50, 100, 200 6 400 uM de Dynasore y después se infecto con RRV
dejando absorber el virus durante una hora manteniendo la misma concentracion
de Dynasore. Al terminar la hora de absorcion se hicieron dos lavados con medio
de cultivo y se dejaron incubando durante 16 h a 37 °C manteniendo la misma
concentracion de farmaco. La infeccion de RRV no disminuyo con las
concentraciones de 50, 100 y 200 uM de Dynasore. A la concentracion de 400

uM de Dynasore la infeccion disminuyo en aproximadamente un 40% (figura 25).

43



100

mmm Control
w Dynasore 100 tM

Ly
~J
1

% de Infeccidon
(@) ]
(@]

N
a1

Apical Basolateral

Figura 24. La inhibicion de la GTPasa dinamina no afecta la infeccion de
YM en células polarizadas. Los cultivos polarizados de IPEC-J2 crecidos, sobre
filtros Transwell, se trataron durante 1 hora, previa a la infecciéon, con una soluci6n
100 uM de Dynasore. Se mantuvo el mismo tratamiento durante la hora de absorciéon
del virus y durante la incubacién posterior de 16 horas. En azul oscuro se muestra el
numero de focos infecciosos obtenidos al infectar los cultivos celulares sin
tratamiento farmacologico (representando el 100 % de infeccién). En azul claro se
comparan el nimero de focos infecciosos obtenidos al infectar los cultivos tratados
con Dynasore y el nimero de focos infecciosos del control. Dynasore n=4.
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Figura 25. La inhibicion de la GTPasa dinamina por Dynasore no afecta
la infeccion por RRV en células MA104. Los cultivos de MA104 se trataron
durante una hora con distintas concentraciones de Dynasore y después se infectaron
con RRV. Luego se determino el nimero de células infectadas en todas las
concentraciones y se compararon con un control sin tratamiento.



Para corroborar que el Dynasore utilizado en estos experimentos estuviera
activo y estuviera cumpliendo con su actividad inhibidora, se probo su efecto en
la internalizacion de la proteina transferrina acoplada a Alexa 488 en células
MA104. La transferrina se internaliza por la via endocitica dependiente de
clatrina y se ha utilizado extensamente como marcador de la actividad de esta via.
Esta via endocitica es dependiente de la actividad de dinamina por lo que los
tratamientos con Dynasore debieran bloquear la internalizacion de la
transferrina. Como se observa en la figura 26, se bloque6 la endocitosis de la
transferrina en células MA104 tratadas con este inhibidor, al contrario del control

sin tratamiento.

La Salida de la Progenie Viral de Rotavirus al

Infectar Cultivos Polarizados es Principalmente por

la Cara Apical

Durante una infeccion con rotavirus se producen miles de particulas
virales las cuales se liberan de la célula al medio extracelular. Para determinar si
existe una preferencia en la liberacion de particulas virales por alguna de las dos
caras de los cultivos polarizados, se infectaron filtros con IPEC-J2 polarizadas
por la cara apical o por la cara basolateral a una multiplicidad de infeccion (MOI)
de 0.1 y de 10. A diferentes tiempos post-infeccion se recolect6 en su totalidad el
medio celular apical y basolateral de los cultivos y se reemplaz6 con medio celular
nuevo. Durante la absorcién del virus y durante todas las recolecciones virales se
midi6 la TER de los cultivos para comprobar el grado de polarizacion y el estado
de la monocapa. Como el volumen del medio de cultivo de la cara apical es menor
que el de la cara basolateral, se calcul6 el namero total de UFF que se liberaron

en ambos casos para poder asi comparar ambos casos de manera directa.

Al infectar con una MOI de 0.1 por la cara basolateral o la cara apical, la
TER durante las primeras 36 horas post-infeccion se mantuvo relativamente

constante pero a partir de las 48 horas post-infeccion la TER disminuyo
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Figura 26. El Dynasore inhibe la endocitosis de la transferrina al interior
de la célula. Se trataron las células MA104 con 100 uM de Dynasore y se observo la
internalizacion a la célula de la transferrina marcada fluorescentemente. En la foto de
la izquierda se muestran las células tratadas con Dynasore y en la foto de la derecha
se muestran las células del control sin tratamiento. Los ntcleos celulares estan
marcados de azul y la transferrina esta marcada de verde.



gradualmente llegando a su valor mas bajo a las 72 horas post-infeccion (figura
27ay figura 28a). El valor de la TER medida durante los experimentos nos indica
que los cultivos se encontraban polarizados hasta las 36 horas y que la monocapa
se encontraba completa. Los resultados mostraron que sin importar la cara por la
que se infecten los cultivos polarizados, la liberacion viral es mayor por la cara
apical que por la cara basolateral. Esta tendencia comienza desde las 18 horas y
se mantiene durante todas las mediciones subsecuentes (figura 27a y figura 28a).
El mayor ntimero de particulas infecciosas se libera durante las primeras 36
horas post-infeccion y disminuye considerablemente a las 48 y 72 horas post-
infeccion (figura 27a y figura 28a). El numero total de particulas virales
infecciosas liberadas por la cara apical durante la infecciéon por rotavirus, ya sea
al infectar por la cara apical o por la cara basolateral, es aproximadamente 12
veces mayor que el nimero total de particulas infecciosas liberadas por la cara

basolateral (figura 27b y figura 28b).

Posteriormente, se realizd6 el mismo experimento pero los cultivos se
infectaron con una MOI de 10 solamente por la cara basolateral. Este
experimento mostro, que la salida viral se da principalmente por la cara apical de
los cultivos polarizados (figura 29a y b). En este caso la produccién y salida viral
se mantuvo a un nivel similar durante las 72 horas del muestreo. En este caso la
TER de los cultivos se mantuvo elevada durante la hora de absorcion viral pero
bajo hasta un nivel basal a las 18 horas post-infeccion y las células al observarse
por el microscopio mostraron un efecto citopatico evidente. Al infectar con una
MOI de 10 se liberaron aproximadamente 8 veces mas particulas virales

infecciosas por la cara apical que cuando se infecto con una MOI de 0.1.

La Cara Basolateral de los Cultivos de IPEC-J2

Polarizados es Mas Sensible a la Infeccion por la

cepa Wa vy su Infectividad es Resistente a NA

La infeccion de la cepa Wa es resistente a los tratamientos con NA por lo
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Figura 27. La progenie viral sale principalmente por la cara apical de los
cultivos polarizados de IPEC-J2 infectados por la cara apical con la cepa
YM a una MOI de 0.1. a) Las células IPEC-J2 polarizadas, cultivadas sobre filtros
Transwell, se infectaron por la cara apical con la cepa YM a una MOI de 0.1. Se
recolect6 el medio apical y basolateral, de cultivos polarizados, a las 18, 24, 36, 48, 60
y 72 horas post infeccion y se determiné el titulo viral. Tomando en cuenta el
volumen total del medio en las diferentes caras celulares, se calcul6 el nimero total
de particulas virales infecciosas obtenidas en ambos casos. Se midi6 la TER de los
cultivos a los 5, 15, 30, 45 y 60 minutos de la absorcién y antes de cada una de las
recolecciones de medio. En azul oscuro se graficé el namero de particulas infecciosas
de las muestras del medio apical, de azul claro las muestras del medio basolateral (eje
de la Y izquierdo) y de verde la TER (eje de la Y derecho). b) La grafica muestra la
sumatoria total de particulas infecciosas obtenidas hasta las 72 horas post-infeccion.
Las barras azul oscuro representan el numero de particulas infecciosas totales
obtenidas en el medio apical y en azul claro las del medio basolateral. Salida apical
n=3. Salida basolateral n=3.
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Figura 28. La progenie viral sale principalmente por la cara apical de los
cultivos polarizados de IPEC-J2 infectados con la cepa YM por la cara
basolateral a una MOI de 0.1. a) Las células IPEC-J2 polarizadas, crecidas sobre
filtros Transwell, se infectaron por la cara basolateral con la cepa YM a una MOI de
0.1. Se recolect6 el medio apical y basolateral, de cultivos polarizados, a las 18, 24, 36,
48, 60 y 72 horas post infeccidon y se determiné el titulo viral. Tomando en cuenta el
volumen total del medio en las diferentes caras celulares, se calcul6 el nimero total
de particulas virales infecciosas obtenidas en ambos casos. Se midi6 la TER a los 5,
15, 30, 45 y 60 minutos de la absorciéon y antes de cada una de las recolecciones de
medio. En rojo oscuro se grafica el nimero de particulas infecciosas de las muestras
tomadas del medio apical, de rojo claro las muestras del medio basolateral (eje de la
Y izquierdo) y de verde la TER (eje de la Y derecho). b) La grafica muestra la
sumatoria total de las particulas infecciosas obtenidas hasta las 72 horas post-
infeccion. Las barras rojo oscuro representan el nimero de particulas infecciosas
totales obtenidas en el medio apical y en rojo claro las del medio basolateral. Salida
apical n=3. Salida basolateral n=3.
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Figura 29. La progenie viral sale principalmente por la cara apical
de los cultivos polarizados de IPEC-J2 infectados por la cara
basolateral con la cepa YM a una MOI de 10. a) Las células IPEC-J2
polarizadas, crecidas sobre filtros Transwell, y se infectaron por la cara
basolateral con la cepa YM a una MOI de 10. Se recolecté el medio apical y
basolateral, de cultivos polarizados, a las 18, 24, 36, 48, 60 y 72 horas
post infeccidon y se determiné el titulo viral. Tomando en cuenta el volumen
total del medio en las diferentes caras celulares, se calcul6 el nimero total de
particulas virales infecciosas obtenidas en ambos casos. Se midi6 la TER de
los cultivos a los 5, 15, 30, 45 y 60 minutos de la absorcién y antes de las
recolecciones de medio. En morado oscuro se grafica el namero de particulas
infecciosas obtenidas del medio apical, de morado claro las muestras las del
medio basolateral (eje de la Y izquierdo) y de verde la TER (eje de la Y
derecho). b) La grafica muestra la sumatoria total de las particulas infecciosas
obtenidas hasta las 72 horas post-infeccion. Las barras de color morado oscuro
representan el nimero de particulas infecciosas totales obtenidas en el medio
apical y en morado claro las del medio basolateral. Salida apical n=3. Salida
basolateral n=3.



que es interesante comparar su infeccién en cultivos polarizados de IPEC-J2 con
los resultados de la cepa YM (infeccion sensible a NA) y observar si esta
caracteristica influye en la diferencias en la susceptibilidad a la infeccién entre las
dos caras celulares. Como se observa en la figura 30a, de igual manera que la
infeccion YM, esta cepa es mas eficiente cuando infecta la cara basolateral de los
cultivos polarizados. La infeccion por la cara basolateral es aproximadamente 10
veces mas efectiva que cuando la infeccién ocurre por la cara apical de los

cultivos.

Para estudiar y comparar el efecto que los tratamientos con NA tenian en
la infeccion de una cepa resistente a NA, se realizo un experimento utilizando una
concentracion unica de 40 mU/ml de NA y se infect6 con la cepa Wa. Al contrario
de la infeccion con YM, la infeccion por la cepa Wa no se modificé sin importar
por cual de las caras se infectara (figura 30b) tal como se ha observado cuando

esta cepa infecta cultivos de MA104.
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Figura 30. La cepa de rotavirus de origen humano, Wa, infecta los
cultivos polarizados de IPEC-J2 principalmente por la cara basolateral y
su infecciéon es resistente a los tratamientos con NA a) Los cultivos
polarizados de IPEC-J2, crecidos sobre filtros Transwell, se infectaron con la cepa Wa
de rotavirus. Se determiné el ntmero de células infectadas (con la misma
concentracion de virus) al agregar el virus por la cara apical (la barra de la izquierda)
o por la cara basolateral de los cultivos polarizados (la barra de la derecha). b) Las
células se trataron con una concentracion de 40 mU/ml de neuraminidasa durante
una hora antes de ser infectadas con la cepa Wa. El control, es el 100% de infeccion y
representa el nimero de focos infecciosos al infectar las diferentes caras de los
cultivos polarizados sin tratamiento de NA. Neuraminidasa n=3.



DISCUSION

En ausencia de un mejor modelo de investigacion, la infeccion por
rotavirus se ha estudiado principalmente en la linea celular de rifién de mono
verde MA104. Esta linea celular se ha utilizado especialmente por ser altamente
permisiva a la infecci6on. Sin embargo, in vivo, los rotavirus infectan a los
enterocitos maduros del intestino delgado. Se han reportado varios ejemplos de
las diferencias que surgen al estudiar la infeccion en diferentes tipos. Para evitar
resultados heterogéneos conviene utilizar modelos lo mas cercanos posibles al
evento natural. La linea celular IPEC-J2, se obtuvo de intestino delgado de
puerco y tiene caracteristicas fisiologicas y bioquimicas cercanas a las de los
enterocitos maduros intestinales de un animal completo. Por lo tanto, esta linea
celular es un buen modelo para estudiar la infeccién por los rotavirus, y
especificamente la entrada del virus a la célula, que es en lo que se centra este

trabajo.

Nuestro primer objetivo en este trabajo fue establecer el protocolo de
polarizacion de los cultivos de IPEC-J2 crecidos en filtros Transwell. Este tamaio
de poro es el 6ptimo para estudiar la infeccion de rotavirus ya que permite el paso
del mayor numero de particulas virales sin dejar pasar células IPEC-J2
impidiendo asi que se forme una monocapa celular en la parte inferior del filtro.
Una vez establecido el protocolo de polarizacion, se infectaron ambas caras de la
monocapa celular con las cepas de rotavirus YM (NA sensible) y Wa (NA
resistente). En este primer experimento se observé que la cara basolateral es
aproximadamente 10 veces mas sensible que la cara apical a la infeccion de
ambas cepas virales. Si tomamos en cuenta que tan sblo entre un cuarto y un
sexto de los virus son capaces de atravesar estos filtros (poros de 3.0 um) para
infectar a las células de manera exitosa (Realpe et al., 2010), entonces la cara
basolateral de las células polarizadas IPEC-J2 es entre 30 y 60 veces mas sensible
a la infeccidén por rotavirus que la cara apical. Ya que este comportamiento es

similar tanto para la cepa YM como para la cepa Wa, la susceptibilidad a los
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tratamientos con NA no es una variable relevante para explicar estos resultados.
Como se mencion6 en la introduccion, aunque hay pocos trabajos en la literatura
que estudien la infeccion de rotavirus en células polarizadas, existe una gran
discrepancia entre los diferentes resultados. Se ha discutido que estas diferencias
pudieran deberse al uso de filtros Transwell con diferentes tamafios de poro
(Ciarlet et al., 2001; Realpe, et al. 2010). Aunque estas discordancias también
pudieran deberse a que varios de estos estudios se realizaron en diferentes lineas

celulares (Ciarlet et al., 2001).

Una de las diferencias de este trabajo con los anteriores, es que la
proporcion de la infeccién entre la cara basolateral y la cara apical de los cultivos
polarizados de IPEC-J2 es mucho mayor que la de otras lineas celulares
estudiadas como la Caco2 y la MDCK (Ciarlet et al., 2001; Realpe, et al. 2010). En
la linea celular IPEC-J2, la cara basolateral se infecta en una proporcion de entre
30 y 60 veces mas que la cara apical, mientras que cuando infecta la cepa Wa
cultivos polarizados de MDCKII, la proporcion es de tan solo 11 veces (Realpe et
al., 2010). Estas diferencias pueden tener varias explicaciones: 1) al ser IPEC-J2
una linea celular de enterocitos con caracteristicas fisiologicas y bioquimicas
cercanas a las células hospederas de una infeccion in vivo (Gonzalez-Vallina et
al., 1996; Schierack, P. et al., 2006; Mariani, V. et al., 2009 ), es posible que esta
linea contenga todos los receptores que utiliza rotavirus durante una infeccién en
el animal completo, y que éstos se encuentren distribuidos de una manera
optima. En cambio otras lineas celulares, mas alejadas del modelo natural,
pueden no tener todos los receptores celulares o éstos pudieran encontrarse
distribuidos de una manera distinta, haciendo las diferencias entre la infeccion
por la cara basolateral y la apical menos dréasticas. 2) Otra posible explicacién es
que la via endocitica utilizada por el virus durante su entrada esté mas activa en
la cara basolateral que en la cara apical, haciendo mas eficiente su entrada.
Existen diferencias en la presencia y en la actividad de las diferentes vias
endociticas en las dos caras de los cultivos polarizados. Por ejemplo, la via
endocitica dependiente de caveolina sucede exclusivamente por la cara

basolateral de células polarizadas (Verkade et al., 2000; Vogel et al., 1998) y que
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una fraccion mayor de la endocitosis independiente de clatrina ocurre por esta
misma cara (Sandvig y van Deurs, 2005). Esta propuesta supondria que el virus
entra directamente a la célula por la cara por la que se infecta (no sufre
transcitosis), que la fuerza total de interaccion con sus receptores celulares es
equivalente en ambas caras y que la tinica variante entre ambos escenarios sea la
actividad y la eficiencia endocitica celular de cada cara celular. 3) La ultima
explicacion, para las cepas diferentes a Wa, es que al ser distintas las cepas de
rotavirus utilizadas en los demas trabajos, estas pudieran tener diferentes
caracteristicas (cualquiera que estas sean) a las de YM y Wa que las hicieran

infectar con una proporcién menor la cara apical y la cara basolateral.

Atn se desconoce cual es el mecanismo de entrada de los rotavirus
durante una infeccidn in vivo, sin embargo, si se ha caracterizado este fen6meno
en cultivos celulares: la primera interaccion de los rotavirus con la célula
probablemente sea con los acidos sialicos ya que son abundantes en la membrana
apical. Se sabe que los gangliésidos GM1 y GD3 (glucoesfingolipidos sialidados
implicados en la entrada de rotavirus) se localizan en la cara apical de cultivos
polarizados de células epiteliales (Crespo et al., 2008) y que probablemente otros
tipos de gangli6sidos también se encuentren en esta cara celular. Después de este
paso, los rotavirus interaccionan con diferentes integrinas (Isa, et al., 2008) las
cuales se localizan exclusivamente en la cara basolateral de las células epiteliales
polarizadas (Schoenenberger, et al., 1994). Esto, pudiera ser la principal razon
por lo cual la cara basolateral es mas sensible a la infeccion por rotavirus ya que
los rotavirus que infectan por esta cara tendrian inmediatamente disponibles este
tipo de receptores virales, lo que pudiera hacer al proceso infeccioso mas
eficiente. En contraste, cuando los rotavirus infectan por la cara apical, estos
receptores se encuentran inicialmente protegidos por debajo de las uniones
estrechas, limitandose asi la infeccién viral. Se sabe que VP8 (el producto
proteolitico de la proteina estructural viral VP4) es capaz de debilitar las uniones
estrechas de la células lo que permite que al menos algunas integrinas que
funcionan como receptores post-union, pasen a la membrana apical de la célula

donde pudieran interaccionar con los rotavirus y, de este modo, potenciar el
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proceso de entrada (Nava et al.,, 2004). También se sabe, que durante una
infeccion por rotavirus la proteina no estructural del virus NSP4 se excreta por la
cara apical de la células infectadas (Bugarcic et al., 2006) y que por si sola es
capaz de debilitar las uniones estrechas y provocar un goteo paracelular (Tafazoli
et al., 2001). En el contexto de una infeccion in vivo, la apertura de las uniones
estrechas, mediada por VP8 y/o NSP4, pudiera favorecer el movimiento de los
receptores virales de la cara basolateral a la cara apical fomentando asi el
desarrollo de la infeccién. Cuando los rotavirus infectan directamente la cara
basolateral de los cultivos polarizados de IPEC-J2 crecidos en filtros, estos
receptores (post-union) se encuentran inmediatamente disponibles para que el
virus interaccione con ellos y contintie la entrada, haciendo el proceso mucho

mas eficiente por esta cara.

Existen varios ejemplos en los que se correlaciona la mayor sensibilidad a
la infeccion de alguna de las caras de cultivos polarizados con la localizacion de
los receptores virales. Los reovirus, miembros de la misma familia viral que los
rotavirus, infectan preferencialmente por la cara basolateral de los cultivos
primarios polarizados de células epiteliales humanas de las vias aéreas y su
principal receptor viral es la proteina JAM-A (Excoffon et al., 2008). Esta
proteina se encuentra principalmente en las uniones estrechas, en menor
proporcion en la cara basolateral y completamente ausente de la cara apical de
estos cultivos celulares (Excoffon et al., 2008). Otro ejemplo, es el del virus de
Lassa, miembro de la familia Arenaviridae, que es un virus envuelto con genoma
de RNA de cadena sencilla y de polaridad negativa (Albarifio et al., 2011). Este
virus, infecta principalmente por la cara basolateral de los cultivos polarizados de
células MDCK ya que su receptor se expresa primordialmente en la membrana
basolateral (Schlie et al., 2010). También el virus de Junin, miembro del mismo
género viral que el virus de Lassa, infecta preferentemente por la cara basolateral
de los cultivos polarizados de células epiteliales respiratorias humanas (Dylla et
al., 2008) y al igual que con el virus de Lassa su receptor viral, el receptor de la
transferrina 1 (Radoshitzky et al., 2007), se expresa principalmente en la cara

basolateral. De igual manera, el virus de estomatitis vesicular, miembro de la
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familia Rhabdoviridae, es un virus envuelto con genoma viral de RNA de cadena
sencilla y polaridad negativa que infecta preferencialmente la cara basolateral de

los cultivos polarizados de células MDCK (Fuller et al., 1984).

Hay que subrayar que la preferencia de la infeccidon viral por el lado
basolateral no es una generalidad de la infeccion viral ya que también existen
diversos virus que infectan preferencialmente la cara apical. Por mencionar un
ejemplo, el virus de la influenza, virus envuelto perteneciente a la familia
Orthomyxoviridae, infecta principalmente por la cara apical de los cultivos
polarizados de células MDCK (Roth et al., 1979). Aunque no es una generalidad,
se piensa que los virus que se transmiten por aerosoles o por contacto con fluidos
corporales infectan por la cara apical mientras que los virus que se transmiten
por rasgunos o por mordidas de animales entran a las células epiteliales por el

lado basolateral (Schlie et al., 2010).

Las infecciones de las cepas YM y Wa, tienen diferentes sensibilidades a
los tratamientos celulares con NA. Esto sugiere que las cepas utilizan diferentes
receptores sialidados durante su entrada. La razon es que la NA solo corta los
acidos sialicos que se encuentran unidos de manera terminal a los diferentes
receptores mientras que los acidos sialicos subterminales se mantienen
inalterados. Aunque no se puede descartar, que la cepa Wa no necesite
interaccionar con receptores sialidados durante su entrada. La observacion de
que la cara basolateral de los cultivos de IPEC-J2 es mas sensible a la infeccion
por ambas cepas de rotavirus nos sugiere, que esta diferencia se debe a la
expresion polarizada de receptores virales resistentes a NA, como pueden ser las
integrinas o algin otro receptor ain no reportado. La caracterizacion de la
sensibilidad en la infeccién de estas cepas a los tratamientos con NA se realizo
principalmente en MA104 y en otras lineas celulares no polarizadas (Ciarlet y
Estes, 1999; Mendez et al., 1999). Por esta razon, y para comprobar la veracidad
de nuestra suposicion, nos interesaba ver como respondian estas cepas al infectar

las diferentes caras de los cultivos polarizados de IPEC-J2 tratadas con NA.

Una observacion relevante de los resultados, es que la infeccion de YM por
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la cara apical es mas sensible a los tratamientos con NA que su infeccion por la
cara basolateral: cuando tratamos los cultivos celulares con 20 mU/ml de NA,
solo disminuye la infeccién de la cara apical pero cuando se aumenta la
concentracion a 40 mU/ml la infeccion por la cara basolateral disminuye
parcialmente mientras que la infeccion por la cara apical disminuye mas. Una
posible explicacién de esta diferente sensibilidad a NA en la infeccidon por las
diferentes caras se basa en el siguiente modelo: en las células polarizadas de
varias lineas celulares los acidos sialicos se localizan en mayor proporcion en la
cara apical de la monocapa celular (Ciarlet et al., 2001). No existen estudios de
este tipo para los cultivos polarizados de IPEC-J2 pero probablemente tengan
caracteristicas similares. En cambio, como ya se mencion6, las integrinas y
probablemente otros receptores virales se encuentran exclusivamente en la cara
basolateral de las células polarizadas. Existe una hip6tesis en la que se piensa que
el virus al interaccionar con acidos sialicos por medio de la proteina viral VP8*
sufre un cambio conformacional sutil en VP5, lo que hace mas propensa a esta
proteina viral a interaccionar con algunas integrinas (Lopez y Arias, 2004), por lo
que la presencia de acidos sialicos pudiera facilitar la interaccion del virus con los
demas receptores. En contraste, cuando el virus infecta por la cara apical solo
podria, de manera inicial, interaccionar con los acidos sidlicos ya que los otros
receptores post-unién no se encuentran al inicio del proceso infecciosos ahi. Por
ello, los acidos sialicos en esta cara son esenciales y, por lo tanto, su sensibilidad
a NA es mayor. El paso limitante de la infeccién por esta cara es que el virus de
alguna manera no descrita, tiene que hacer posible su interacciéon con los demés
receptores que se encuentran en la cara basolateral de las células para que pueda
proseguir el proceso infeccioso. Por esta razon la infeccion por la cara apical es 10

veces menos efectiva.

En la cara basolateral se localizan las integrinas, con las que el virus
pudiera interaccionar de manera directa y no depender tan marcadamente de
una interaccién primaria con acidos siadlicos. También en esta cara celular
pudieran localizarse otros receptores virales aun no descritos. Aun asi, la

interaccion del virus por la cara basolateral con los acidos sialicos potencia su
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infeccion lo que se refleja en su ligera disminucion después de los tratamientos
con NA.

En contraste, la infeccion de la cepa Wa, por ambas caras de los cultivos
celulares, fue insensible a los tratamientos con NA. Estos resultados muestran
que la infecciobn de ambas cepas virales tiene la misma sensibilidad a los
tratamientos de NA cuando infectan IPEC-J2 que lo previamente reportado sobre

su infeccion en otras lineas celulares.

La NA que se utiliz6 en estos experimentos se aislo de Arthrobacter
ureafaciens y corta especificamente los acidos sialicos terminales unidos con
enlaces a(2—3, 6, 8, 9). Esto implica que la cepa YM utiliza al menos un receptor
sialidado, con un acido terminal enlazado de manera o(2—3, 6, 8, 9), mientras
que la cepa Wa, pudiera utilizar a un receptor con acidos sialicos subterminales.
Como se mencion6 en la introduccién, aunque antes se pensaba que las cepas
NA-resistentes no utilizaban receptores sialidados como receptores durante su
entrada celular, ahora se cree que la mayoria de estas cepas de rotavirus utilizan
receptores con acidos sidlicos subterminales. Estos acidos sidlicos se encuentran
protegidos a los tratamientos con NA por lo que la accién de esta enzima no
afectan la unién de los rotavirus NA resistentes con sus receptores sialidados. De
manera especifica, se ha descrito la interaccion entre la proteina VP8 de la cepa
Wa con el acido sidlico del acetamido-gangliésido GM1. Esta interaccién es
especifica y no se lleva acabo con el acido sidlico externo del gangli6sido GD1a

(Haselhorst et al., 2009).

Después de interaccionar con los receptores virales, el virus tiene que
entrar a la célula para continuar con su infeccion. Para ello, los virus no envueltos
generalmente utilizan una via endocitica celular. Para comenzar a caracterizar la
via endocitica utilizada por los rotavirus al infectar células polarizadas se
realizaron diferentes tratamientos quimicos. La entrada de los rotavirus por la
cara basolateral no se ha caracterizado, por lo que se analiz6 el efecto de la
sacarosa, la MBCD, el Dynasore, el NH,Cl y la bafilomicina A1 tanto en la

infeccidn por la cara apical, como por la basolateral.
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Se ha descrito que varias de las cepas de rotavirus utilizan la via endocitica
dependiente de clatrina para entrar a MA104 (Gutiérrez, et al., 2010). De igual
modo, nuestros resultados previos sugieren que la cepa YM pudiera entrar por
esta misma via cuando infecta células de la linea celular IPEC-1 no polarizadas
(Cevallos, Tesis de Licenciatura, 2010). Por lo que para evaluar la importancia de
esta via endocitica en la infeccion por rotavirus en células polarizadas, las células

se trataron con sacarosa.

Los resultados mostraron que los tratamientos con sacarosa afectaron la
infeccion por las dos caras de los cultivos de IPEC-J2 de manera distinta: por la
cara apical la infeccion decrecié en un 70% mientras que por la cara basolateral
solamente disminuy6 en un 20%. Esto, pudiera ser una evidencia de que los
rotavirus entran por diferentes vias endociticas dependiendo que cara del cultivo
infectan. Lo que no necesariamente significa es que los virus, para entrar por la
cara apical, utilicen la via endocitica dependiente de clatrina y que para entrar
por la cara basolateral utilicen una via independiente de clatrina. Como se
menciono en la introduccion, la via endocitica dependiente de clatrina se puede
interpretar como un conjunto de vias relacionadas las cuales utilizan diferentes
proteinas accesorias y estan reguladas de diferente manera (Schmid y McMahon,

2007).

Se sabe que en células polarizadas, la endocitosis de la cara apical y
basolateral estan reguladas de manera diferente. Por ejemplo, la sobreexpresion
del efector de Rab-5, Ranbankyrin-5, estimula la endocitosis de la cara apical
mientras que la de la cara basolateral no se modifica (Schnatwinkel et al., 2004).
También se sabe que la endocitosis independiente de clatrina por la cara apical se
regula de manera positiva con la activacion de proteinas heterotriméricas G
(Llorente et al., 2000), por la activacion de la proteina quinasa C, por la quinasa
A (Holm et al., 1995) y por la adiciéon de calmodulina (Pryds et al., 1992), y que
esta regulacion no modula la endocitosis por la cara basolateral. Por lo que el
virus pudiera estar utilizando la misma via endocitica para entrar por la cara
apical y la basolateral pero que esta tuviera caracteristicas diferentes y se regulara

de manera distinta en las diferentes caras celulares.
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Los rotavirus, al infectar las diferentes caras celulares, interaccionarian
con los receptores virales en distintos sitios celulares y probablemente en un
orden distinto, lo que pudiera estar activando distintas vias endociticas y/o las
mismas pero en proporciones distintas. Estas vias pudieran responder de manera
desigual a los tratamientos de sacarosa, inhibiéndose en diferente proporcion, lo

que se reflejaria en la infeccion de los rotavirus por las diferentes caras.

Otra posibilidad es que el virus cuando infecta por la cara apical utiliza
una via endocitica sensible a los tratamientos de sacarosa, ya sea una via
endocitica dependiente de clatrina u otra via endocitica diferente para pasar a la
cara basolateral de los cultivos por medio de transcitosis y no para entrar a la
célula. La transcitosis es el proceso en el que vesiculas endociticas se escinden ya
sea de el lado basolateral o el apical de células polarizadas y se transfieren al lado
opuesto transportando asi diferentes lipidos y proteinas membranales. Este es un
proceso muy importante en las células polarizadas ya que permite localizar de
manera especifica diferentes proteinas membranales generando asi las diferentes
caracteristicas entre la cara basolateral y la apical de las células, las cuales estan
separadas por las uniones estrechas. Ya en la cara basolateral el virus pudiera
interaccionar con los demas receptores y activar otra via endocitica, con diferente
sensibilidad a los tratamientos de sacarosa, que le permitiera entrar a la célula

para iniciar un ciclo infeccioso

La via endocitica dependiente de clatrina tiene un papel esencial en la
localizacion polarizada de las proteinas de la membrana plasmaética. Cuando uno
inhibe la expresion de clatrina en cultivos polarizados, las células generan
defectos en las vias biosintéticas y recicladoras de las proteinas basolaterales (por
ejemplo el receptor de transferrina, el receptor de lipoproteinas de baja densidad,
etc.) despolarizando la localizaciéon de la mayoria de estas proteinas. Sin embargo
este tratamiento no modifica la localizacion de las proteinas en las cara apical
(Deborde et al., 2008). Esta despolarizacion, causada por inhibir la via endocitica
dependiente de clatrina, pudiera disminuir la entrada del virus a la célula al
deslocalizar los receptores utilizados por el virus para entrar a la célula. Esto

pudiera impedir la interaccion del virus con alguno de sus receptores o disminuir
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el nimero de receptores celulares en la membrana basolateral haciendo menos
efectiva su infeccion por esta cara. La localizacion polarizada de las proteinas
membranales basolaterales sea la cara principalmente afectada cuando se tratan
las células con sacarosa, pudiera explicar por que la infeccion por la cara

basolateral se inhibe mas que por la cara apical.

Se ha descrito anteriormente, que la infectividad de todas las cepas de
rotavirus estudiadas se afecta al disminuir la cantidad de colesterol de la
membrana (Guerrero et al., 2000; Isa et al., 2004; Gutierrez et al., 2010) en la
linea celular MA104. Haciendo un tratamiento celular, previo a la infecciéon con
MBCD se redujo la infeccion de las cepas RRV, nar3 y Wa en mas de un 90%
(Guerrero et al., 2000). Esta disminucion tan drastica de la infecciéon se ha
atribuido a la disociacion de las balsas lipidicas de la membrana celular donde se
encuentran varios de los receptores celulares implicados en la entrada del virus a
la célula por ejemplo el gangliésido GM1, las subunidades de las integrinas a2 y
b3 y la proteina de choque térmico Hsc70. La presencia de estos receptores en
balsas lipidicas pudiera facilitar una interaccion efectiva de los receptores de

rotavirus con la particula viral (Isa et al., 2004).

La distribucion de las balsas lipidicas en la membrana es diferente en
diferentes tipos celulares. En células epiteliales polarizadas las balsas lipidicas se
encuentran principalmente en la membrana apical aunque en la membrana
basolateral también hay balsas lipidicas pero en menor cantidad (Simons e
Ikonen, 1997). La composicion lipidica de las dos membranas es diferente, ya que
la cara apical de células polarizadas estd enriquecida con glucoesfingolipidos
(Lingwood y Simons, 2010). También cabe mencionar que la via endocitica
dependiente de caveolina y la via endocitica dependiente de flotilina también son
dependientes a los niveles de colesterol. En células polarizadas la via endocitica
dependiente de caveolina se encuentra presente principalmente en la cara
basolateral de los cultivos (Vogel et al., 1998). Por estas dos razones es muy
interesante estudiar la dependencia de la infeccién a los niveles de colesterol y
ver si la infeccion tiene diferente sensibilidad a los tratamientos con MBCD

cuando se infecta por la cara basolateral o por la cara apical.
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Como se mostro en los resultados, la infeccion de la cepa YM de rotavirus
es altamente susceptible a la deplecion del colesterol de la membrana celular sin
importar por cual de las dos caras de los cultivos polarizados de IPEC-J2 infecte.
Este resultado sugiere que el requerimiento del colesterol en la infeccion por
rotavirus se deba a un proceso o caracteristica celular presente en ambas caras de
los cultivos polarizados; o que la infeccién, no importando por que lado del
cultivo comience, necesita de un mismo proceso o caracteristica celular en algin

punto de la infecciéon por ambas caras.

La dependencia del pH acido endosomal es una caracteristica que
comparten diversos virus. Como se menciono en la introduccion, el efecto del pH
acido puede ser directamente sobre la particula viral, o de ser necesario para que
se activen las diferentes proteasas endosomales utilizadas por el virus durante el
procesamiento de su capside viral. En ambos casos, el pH acido es indispensable
para que la particula viral se modifique y sea capaz de penetrar la membrana
endosomal hacia el citosol. Para determinar si la infeccion de YM requiere de la
acidificacion endosomal durante algin punto de su infeccion, los cultivos
polarizados se trataron con NH4Cl y con bafilomicina A1 previamente y durante
la infeccion. Ambos farmacos previenen la acidificacion endosomal pero tienen
mecanismos de accidon distintos. E1 NH4Cl es una base débil, que en su forma
neutra, es capaz de cruzar la membrana endosomal. Ya en los endosomas, el
NH,CI] se protona causando un aumento en el pH endosomal (Ferreira et al.,
2000). La bafilomicina A1 es un inhibidor especifico de la H[+]-ATPasa vacuolar
(Yoshimori et al., 1991). La infeccion por la cara basolateral y por la cara apical
no se modificé con los tratamientos de NH,Cl al comprarse con el control. Al
tratar las células con bafilomicina A1, la infeccion por la cara basolateral
disminuy6 en aproximadamente un 50% pero la infeccion por la cara apical se
mantuvo inalterada. En un trabajo reciente se estudi6 la entrada de la cepa de
rotavirus RRV por la cara apical de MDCK polarizadas utilizando también NH,Cl
y bafilomicina A1 (Wolf et al., 2010) . De manera parecida a los resultados de este
trabajo, no encontraron cambios en la infecciéon por los tratamientos de NH4Cl

mientras que la infeccion disminuyé en aproximadamente un 90% por los
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tratamientos con bafilomicina A1. En las células tratadas con bafilomicina A1,
observaron una acumulacion de particulas virales en estructuras endociticas con
Rabs mostrando que la entrada del virus se encontraba detenida en este punto.
Ya que la infeccion no se inhibi6 con los tratamientos de NH,4Cl, lo mas probable
es que el efecto inhibitorio en la infeccién causado por bafilomicina A1 no se

debiera a su efecto en la acidificacion endosomal si no algin efecto secundario.

Los inhibidores de la ATPasa vacuolar, como la bafilomicina A1, puede
tener varios efectos secundarios como la inhibicion de enzimas con actividad
optima en un pH bajo, la inhibicion de la maduracién endosomal, el
reciclamiento defectuoso de receptores y la inhibicién del eflujo de Ca2+
endosomal (Mercer et al., 2010) lo que provoca que la concentracion de este
cation se mantenga elevada en estos organelos (Gerasimenko et al., 1998). La
concentracion de Ca2* afecta la estabilidad de la particula viral, manteniéndola
estable en altas concentraciones y desensamblandose en bajas concentraciones,
in vitro. Este desensamblaje de la particula viral también ocurre
intracelularmente al disminuir la concentracion de Ca2+ endosomal (Ruiz et al.,
2007) y permite el paso de los rotavirus de los endosomas hacia el citoplasma
cuando se infectan células MA104 (Chemello et al.,, 2002). Al aumentar la
concentracion de Ca2* endosomal por medio de tratamientos con CaEGTA se
inhibe la infeccién por rotavirus (Chamello et al., 2002) y se obtienen resultados
similares a los vistos con los tratamientos de bafilomicina A1 (Wolf et al., 2010).
Por lo que el papel inhibitorio en la infeccién causado por la bafilomicina A1 no se
debe a la inhibicién de la acidificacion pero podria ser causado por un aumento
del la concentracion Ca2* endosomal, lo que estabiliza a las particulas virales y

bloquea su paso hacia el citosol lo que impide que continte la infeccion.

Existen tres posibles explicaciones de por que la infeccion de YM por la
cara basolateral de cultivos polarizados de IPEC-J2 se inhiba con los
tratamientos de bafilomicina A1 mientras que por la cara apical se muestra
inalterada. La primera es que los virus se internalizan en endosomas con
caracteristicas distintas, siendo aquellos originados por la cara apical mas

resistentes a los tratamientos con bafilomicina A1, en cuanto a la inhibicion del
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eflujo de Caz+.

La otra posibilidad es que las particulas virales de YM sean mas estables
que las de RRV haciéndolas menos sensibles a los cambios de Ca2* endosomal.
Existen diversos estudios sobre las diferencias en la estabilidad de las particulas
virales de distintas cepas en cuanto a la concentracién de Ca2*. La concentracion
minima de Ca2* necesaria para desensamblar la tercera capa de la particula viral
varia de una cepa a otra y va de un rango de entre 10 nM y 900 nM (Ruiz et al.,
1996; Keljo y Smith, 1998). La concentracion de calcio también es importante en
pasos mas tempranos de la infeccion de rotavirus. Una concentracion alta de este
cation en el medio celular, provocan cambios estructurales que estabilizan a las
particulas virales lo que provoca un aumento en el titulo viral de todas las cepas
de rotavirus probadas, aumentandolo de entre 2 hasta 50 veces dependiendo la
cepa viral y el titulo viral inicial (Pando et al., 2002). Estos datos muestran que la
influencia del Ca2+ sobre las particulas virales es altamente variable en las
diferentes cepas de rotavirus por lo que es probable que las cepas YM y RRV

tengan diferentes sensibilidad a la concentracion de este catién.

La via de entrada de rotavirus a cultivos polarizados solo ha sido estudiada
en un trabajo en el cual utilizan la linea celular MDCK como modelo y solo
estudian la entrada al infectar por la cara apical. Por lo que la tltima posible
explicacion es que la linea celular IPEC-J2 responda de manera distinta a los
tratamientos con bafilomicina A1. Quizas en este modelo celular el eflujo de Ca2*
no se modifica con los tratamientos y la inhibicién de la infeccion por la cara
basolateral se deba a el bloqueo de la maduracion endosomal, al reciclamiento

defectuoso de receptores en la cara apical o algin otro efecto secundario.

La via de entrada de varias cepas de rotavirus como RRV, TFR41, Wa y UK
se ha reportado como dependiente de la proteina dinamina (Gutierrez et al.,
2010). La dependencia a esta GTPasa se ha estudiado por medio de la mutante
K44A de dinamina II que tiene una mutacion en su dominio de GTPasa

haciéndola disfuncional.

Utilizando una estrategia diferente, en este trabajo, utilizamos al inhibidor
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Dynasore. Este farmaco actia sobre el dominio de GTPasa de la dinamina
inhibiendo de manera especifica la actividad de sus 3 isoformas.
Inesperadamente, la infectividad de la cepa YM no se modifico al infectar cultivos
polarizados tratados con Dynasore, por ninguna de las dos caras, contradiciendo
lo previamente reportado en modelos celulares no polarizados. En el trabajo de
Wolf et al., 2010, también se utilizo6 Dynasore para estudiar la entrada de RRV
por la cara apical de cultivos polarizados de MDCK. Similar a los resultados de
este trabajo no se observé una inhibicién en la infeccién de esta cepa al inhibir

dinamina por Dynasore.

Para ver si la heterogeneidad de los resultados sobre la dependencia de la
dinamina en la entrada de rotavirus en cultivos polarizados y no polarizados eran
causadas por las caracteristicas de las diferentes lineas celulares estudiadas o por
las estrategias empleadas para inhibir la dinamina se probé el efecto de Dynasore
sobre la infeccion de RRV en células MA104. La infeccion de la cepa RRV en
células MA104 es el modelo mas estudiado del campo y se sabe que su entrada se
bloquea con la mutante K44A de dinamina II por lo que era interesante ver el
efecto de Dynasore en su infeccion. Sorprendentemente, la infeccién de RRV no
se inhibi6 con las concentraciones 6ptimas para este inhibidor (100 pM)
resultados que coinciden con los del trabajo de Wolf et al., 2010. Se probaron
mayores concentraciones de Dynasore y a una concentracion 4 veces mayor de la
optima (400 uM) la infeccion de RRV en MA104 disminuy6 en aproximadamente
un 40%. A esta concentracion tan alta el efecto inhibitorio de la infeccién pudiera
deberse a los efectos secundarios o a la toxicidad celular. Ademas, esta
disminucion es menor a la reportada utilizando la mutante K44A, ya que con esta
mutante la infeccion se disminuye en un 80%. Para descartar que la falta de
efecto del Dynasore en la infeccion de rotavirus se debiera a que el farmaco no
estuviera inhibiendo a la dinamina por perdida de actividad o alguna otra razon,
se estudi6 la endocitosis de la transferrina en células MA104 tratadas con este
farmaco. Estos tratamientos bloquearon la endocitosis de la transferrina en
células MA104 tratadas con este inhibidor, al contrario del control sin

tratamiento, mostrando que el farmaco se encuentra activo y actiia de la manera
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esperada.

En una primera aproximacién, podriamos suponer que la mutante de la
dinamina K44A y la dinamina inhibida por el farmaco Dynasore debieran tener
un fenotipo similar puesto que ambas actian sobre el dominio de GTPasa. Sin
embargo, esto no sucede asi probablemente por la naturaleza misma de las
técnicas y al tiempo en que producen su efecto: la inhibicion por Dynasore ocurre
rapidamente (agregandose al medio de cultivo tan solo una hora antes de
infectar) por lo que s6lo debiera tener un efecto directo en la inhibicion de la vias
endociticas dependientes de dinamina durante la entrada del virus. En cambio, la
inhibicion de la dinamina por medio de la mutante K44A ocurre durante varias
horas o incluso dias, lo que pudiera causar efectos secundarios en la célula que
inhibieran la infeccion del virus, como por ejemplo la relocalizacion de los
receptores con los cuales interacciona el virus durante su entrada. Otra posible
explicacion pudiera ser causada por las propiedades fisicas de ambas moléculas
inhibitorias. El farmaco Dynasore es una molécula pequefia que interacttia
directamente con el sitio de GTPasa de dinamina, mientras que la mutante K44A
puede interaccionar con varias proteinas implicadas en las vias endociticas
celulares por lo que esta enzima al estar expresada a niveles mas altos de los
naturales, pudiera bloquear otros procesos endociticos importantes durante la
entrada viral. Por el momento no es claro a que se deban estas diferencias en la
infeccion y solo puedo concluir que la infeccion de YM tanto por la cara apical
como por la cara basolateral de cultivos polarizados de IPEC-J2 es independiente

de dinamina.

Por ultimo en este trabajo estudiamos la salida de la progenie viral en
células polarizadas. Aunque los rotavirus infectan de manera mas efectiva por la
cara basolateral de los cultivos polarizados, al terminar el ciclo infeccioso, su
salida se da principalmente por el cara apical. Se ha observado anteriormente que
la cepa RRV durante su infecciéon en células polarizadas Caco-2, también se libera
principalmente por la cara apical y su liberacion depende de la actividad de actina
(Gardel et al., 2007). Por otro lado, la infeccion de la misma cepa en células no

polarizadas MA104 se libera indiscriminadamente por ambas caras por
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consecuencia de un efecto citopatico (Jourdan et al., 1997).

Los resultados también mostraron que, sin importar por que cara de los
cultivos polarizados infecte el virus, éstos se liberan por la cara apical, por lo que
probablemente compartan el mismo desarrollo de la infeccion en pasos
posteriores de la entrada a la célula. La salida polarizada de los rotavirus,
tampoco parece depender de la MOI utilizada en las infecciones ya que en ambos
casos, se liberaron mas particulas virales infecciosas por la cara apical. Al infectar
con una MOI de 10 el efecto en la disminucion de la TER fue mayor y ocurrié mas
rapidamente que cuando se infect6 con una MOI de 0.1 (100 veces menor). Sin
embargo, no queda claro si, el virus utiliza una via exocitica para salir de la célula
o si se libera por lisis celular en una infeccion normal. Se ha descrito previamente
que durante la infeccion por RRYV, utilizando una MOI de 10, en cultivos
polarizados de Caco-2, el virus utiliza una via no convencional de transporte
vesicular para salir de la célula. La TER de estas células no se modific6 durante
las primeras 24 horas post-infeccion pero bajo aproximadamente a la mitad a las
48 horas y se abatié totalmente a las 72 horas. La mayoria del virus se liber6
durante las primeras 24 post-infeccion antes de que se diera la lisis celular la cual

comenzo a las 48 horas post infeccion (Jourdan et al., 1997).

Al infectar con una MOI de 0.1, pareceria que los virus no producen lisis
para liberarse de la célula y s6lo empieza a evidenciarse a las 72 horas post
infeccion. Incluso pequenias heridas o huecos en la monocapa celular son
suficientes para disminuir la TER drasticamente por lo que a esta MOI la
liberacion viral parece no ser un efecto de lisis celular. Una posible explicacién de
la disminucion de la TER a las 72 horas pudiera deberse a nuevos ciclos
infecciosos causados por progenie viral generada y liberada durante el
experimento, aunque es poco probable ya que las particulas liberadas durante el
primer ciclo infeccioso no son capaces de reinfectar el cultivo de nuevo de manera
eficiente y generar mas ciclos infeccioso significativos ya que los cultivos no
contienen tripsina. Esta proteasa como se mencioné en la introduccion, corta la
proteina VP4 generando a las proteinas VP8* y VP5* lo cual activa al virus

haciéndolo infeccioso. Por esta razon, la disminuciéon en la TER no debe ser
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debida al dano acumulativo por posteriores ciclos infecciosos si no a la
produccion y la acumulacion de la toxina viral NSP4. En cambio, cuando uno
infecta con una MOI de 10 son mas virus de los que se necesitan para infectar el
100% de la monocapa. En estas condiciones la TER si baja casi totalmente a las
18 horas y la monocapa muestra dano evidente al inspeccionarse con el
microscopio lo cual encajaria mas con una hipoétesis de liberacion viral por lisis
celular. Estas condiciones de infeccion se alejan bastante de lo que ocurre en una
infeccion viral in vivo ya que en el contexto natural la concentracién de virus que
comienzan una infeccion no es tan alta. El reto celular en esta situacion es mucho
mayor por lo que el dafio se genera mas pronto y es mas evidente. Infectar con
MOIs tan altas provoca que la concentracion de NSP4 llegue a niveles mas
elevados mas rapidamente, lo cual aumenta el dafio a la monocapa celular. Para
concluir estos ultimos resultados, pareceria que la cepa YM no se libera por lisis
celular cuando infecta cultivos polarizados IPEC-J2, resultado que se observa
cuando se infecta con una MOI de 0.1. Al parecer mientras prosigue la infeccion,
si hay una lisis celular, que pudiera ser necesaria para una eficiente infeccion o
simplemente ser una consecuencia de la infeccion. Los reovirus, miembro junto
con Rotavirus de la familia Reoviridae, muestran un comportamiento similar a
los Rotavirus cuando infectan células epiteliales polarizadas de un cultivo
primario de vias areas humanas, ya que infectan con mayor eficiencia la cara
basolateral y la salida se da principalmente por la cara apical de estos cultivos

celulares (Excoffon et al., 2008).

Existe una tendencia en la que se ve que los virus que salen por la cara
apical generan infecciones locales mientras que los virus que se liberan por la
cara basolateral generan infecciones sistémicas (Schlie et al., 2010). La mayoria
de las infecciones por rotavirus se desarrollan como infecciones locales aunque
existe cada vez mas evidencias de infecciones sistémicas en diferentes modelos de
estudio. En varios casos clinicos se han encontrado rotavirus fuera del intestino,
principalmente en el higado, donde son capaces de generar dano hepatico de
diferentes magnitudes (Carlson et al., 1978; Kovacs et al., 1986; Gilger et al.,

1992). También se ha relacionado la infeccion de rotavirus con el sistema
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nervioso (Keidan et al., 1992; Nishimura et al., 1993) aunque no es claro si la
presencia del virus fue por una contaminacién durante el muestreo o por una
infeccion del sistema nervio central, aunque un estudio sugiere que si hubo una
infeccion (Lynch et al., 2001). En ratones se ha visto que los rotavirus son
capaces de propagarse del intestino después de una infeccion por la via oral a la
lamina propia, a los parches de Peyer, a los nodulos linfaticos mesentéricos, a los
pulmones, al higado, a los rifones y al ducto biliar (Ramig, 2004). La
antigenemia y viremia parecen ser eventos comunes en los modelos animales y
los humanos enfermos con rotavirus pero las secuelas sistémicas infecciosas
causadas por esta viremia son raras (Mossel y Ramig, 2002; Mossel y Ramig,
2003). Aun no se conoce que factores provocan o favorecen que se desarrolle una

infeccion sistémica de rotavirus.
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CONCLUSION

En conclusion, estudiar la infeccion de los rotavirus en la linea celular
IPEC-J2, permitio caracterizar aspectos de la infeccion que no se pueden estudiar
en lineas celulares no intestinales e incapaces de polarizarse. Utilizando este
modelo celular, se observé que la cara basolateral de estas células es mas sensible
que la cara apical a la infeccion por ambas cepas de los rotavirus sin importar su
sensibilidad a NA. Esta mayor sensibilidad a la infeccion de la cara basolateral
probablemente se deba a la distribucion polarizada de los receptores virales
necesarios para la entrada como sugieren los resultados de que las células con la
membrana basolateral descubierta por medio de un raspéon son mas sensibles a la
infeccidon. Para corroborar esta suposicion se puede buscar la localizacion de los
diferentes receptores virales en los cultivos polarizados de IPEC-J2 al marcarlos
con fluorescencia y observarlos en un corte del plano y-x por microscopia
confocal. Otra posibilidad, puede ser que existan diferencias en la actividad de las
vias endociticas utilizadas por el virus durante su entrada por las diferentes caras

de las células polarizadas.

La via endocitica utilizada por la cepa YM para entrar a la célula por la
cara apical y basolateral tiene caracteristicas similares en cuanto al efecto de los
diferentes farmacos utilizados en este trabajo. La entrada del virus por las dos
caras comparte varias caracteristicas: parece ser independiente de dinamina, no
necesita la acidificacion endosomal y es sensible a los niveles de colesterol de la
membrana. Sin embargo existen algunas diferencias entre la entrada de los
rotavirus por la cara apical y por la cara basolateral: la infeccion por la cara apical
disminuye con la inhibicién de la via endocitica dependiente de clatrina con los
tratamientos de sacarosa mientras que por la cara basolateral se ve apenas
disminuida y los tratamientos con bafilomicina A1 disminuyen la infeccion por la
cara basolateral probablemente por un aumento en la concentracion de Ca2+
endosomal. Estos resultados, muestran varias de las caracteristicas de la entrada

de los rotavirus en este modelo pero para determinar que via endocitica es la
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utilizada en las diferentes caras celulares se pueden realizar silenciamientos de la
proteinas clatrina, caveolina y flotilina, y ver el efecto que esto tiene en la
infeccion del virus. También seria interesante probar las diferentes mutantes
dominantes negativas de dinamina que disminuyeron la infeccion de la cepa RRV
en MA104 ya que en este modelo la dinamina parece no participar durante la

entrada. opciones posibilidades

Hay tres formas en que los resultados antes mencionados pudieran
explicar lo que ocurre durante una infeccion in vivo: la primera es que los
rotavirus interaccionan tnicamente con los acidos sialicos localizados en la cara
apical celular. Después, de alguna manera que aun no se conoce, activarian su
internalizacion a la célula por endocitosis comenzando asi su infeccion (figura
31). Esta seria la forma menos eficiente para que el virus entrara a la célula, ya
que la cara apical celular es poco sensible a la infecciéon de rotavirus. Es posible
que la razéon de que esto suceda sea que las integrinas que utiliza el virus como

receptor se encuentren localizadas exclusivamente en la cara basolateral celular.

La segunda forma de explicar los resultados es argiiir que el rotavirus
primero interacciona con los acidos sidlicos de la membrana apical y que luego
abra las uniones estrechas celulares por medio de la proteina VP8 (Nava et al.,
2004) y/o la proteina NSP4 (Tafazoli et al., 2001) (secretada por una célula ya
infectada). Al abrir las uniones estrechas, los receptores virales, localizados en la
cara basolateral se relocalizarian en la cara apical (Nava et al.,, 2004).
Permitiendo asi que el virus interaccione con ellos, facilitando su entrada por la
cara apical (figura 32). La apertura de las uniones estrechas también pudiera
permitir al virus acceder al lado basolateral del tejido, interaccionar con sus
demas receptores y entrar por esta cara celular. Esta forma de entrada viral en los
cultivos polarizados, también esté reportada en un subgrupo de los cocackievirus
B. Estos virus se unen con el receptor del factor de decaimiento acelerado anclado
a GPIs que se encuentran en la cara apical de las células; esto activa una cascada
de senalizaciones que abren las uniones estrechas y permiten que el virus
interaccione con el receptor CAR, que se encuentra en la cara basolateral (Coyne

y Bergelson, 2006).
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Figura 31. Modelo grafico de la entrada apical de los rotavirus durante una infeccién. La particula viral interacciona tinicamente
con los acidos sialicos apicales, entrando ineficientemente a la célula por esta cara celular.
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Figura 32. Modelo grafico de la entrada de los rotavirus al abrir las uniones estrechas. En lado izquierdo del modelo, 1) el virus
interacciona con los acidos sialicos apicales y 2) abre las uniones estrechas. 3) Esto permite el paso del virus a la cara basolateral donde
interacciona con los demés receptores virales lo que le permite entrar por esa cara celular. En el lado derecho del modelo, A) el virus
interacciona con los acidos sialicos apicales y abre las uniones estrechas. B) esto permite que las integrinas y algin otro posible receptores
basolateral migre a la cara apical. C) Después el virus interacciona con sus demas receptores celulares para entrar por la cara apical.



La tercera forma de explicar nuestras observaciones es suponer que el
tejido se encuentra dafiado por alguna infeccion anterior o por cualquier otra
razén, y descubra la cara basolateral de varias células, facilitando asi la entrada
del rotavirus. Ademas, la lesion podria permitir la localizacién de los receptores
basolaterales a la cara apical, y de esta forma permitiria que los rotavirus se
internalizaran en la célula por esta cara (figura 33). Los resultados no nos
permiten saber si la via endocitica utilizada por el virus para entrar por la cara
basolateral y por la cara apical, es la misma o si es diferente, pero en ambos casos

la via endocitica es independiente a dinamina.

Después de entrar a la célula y llevar acabo su ciclo infeccioso, la mayoria
de las particulas virales infecciosas se liberaron por la cara apical de los cultivos
polarizados sin importar la MOI utilizada en los experimentos. La TER de los
cultivos en este experimento se mantuvo elevada durante una gran parte del
tiempo de los experimentos y el nimero de particulas infecciosas en el medio
apical y basolateral nunca llegd a una concentracion similar resultados que
sugieren que la liberacion del virus se lleva acabo por un transporte activo y no
por lisis celular como se ha visto con varios modelos celulares no polarizados
(Susuki et al., 1984; Musalem y Espejo, 1985). La cepa RRV, cuando infecta
células Caco-2 polarizadas, sale por la cara apical a través de un trasporte
vesicular y no requiere de lisis celular (Jourdan et al.,, 1997) por lo que
probablemente, en la infeccion por YM de células IPEC-J2 polarizadas, la
liberacion viral ocurra por un proceso similar. Para determinar cual de estas dos
alternativas es la que ocurre en este modelo, se puede medir la liberaciéon de LDH
al medio extracelular ya que es un indicativo del nivel de dafio o de muerte

celular de los cultivos celulares.

Este trabajo muestra el gran potencial que tiene esta linea celular para
estudiar la infeccion por rotavirus ya que permiten investigar aspectos de la
infeccion que tnicamente se pueden estudiar en células polarizadas. Aparte por
su origen intestinal la hace un modelo que comparte muchas caracteristicas con
el hospedero natural disminuyendo el riesgo de obtener resultados distintos de lo

que ocurre en una infeccion naturales un animal completo. También los
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Figura 33. Modelo grafico de la entrada de los rotavirus en un tejido lesionado. En lado izquierdo del modelo, se muestra una
célula con la cara basolateral descubierta por una lesién. 1) El virus es capaz de acceder a la cara basolateral celular e 2) interaccionar con las
integrinas lo que le permite entrar a la célula por su cara basolateral. En el lado derecho, debido a la lesion, A) algunos los receptores
basolaterales se mueven a la cara apical donde el virus interacciona con ellos para entrar por esta cara célula.



resultados aportan nuevos datos sobre la infeccion de rotavirus en células
polarizadas proceso de gran interés que todavia se encuentra muy poco

caracterizado.
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