UNIVERSIDAD AUSTRAL DE CHILE

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS

INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y QUIMICAS
FACULTAD DE CIENCIAS
UNIVERSIDAD DE VALPARAISO

DESARROLLO DE UNA METODOLOGIA EXPERIMENTAL BASADA EN EL USO
DE ANTICUERPOS FLUORESCENTES PARA INVESTIGAR LA ADSORCION DEL
VIRUS IPN A CELULAS CHSE-214

Memoria de Titulo presentada como parte
delos requisitos paraoptar a TITULO DE
MEDICO VETERINARIO.

CONSUELO ALEJANDRA SANCHEZ VALENZUELA

VALDIVIA - CHILE

2008



PROFESOR PATROCINANTE DR. JUAN KUZNAR H.

PROFESOR COPATROCINANTE DR. RICARDO ENRIQUEZ S.

FIRMA

PROFESORES CALIFICADORES

DR. ALEX ROMERO Z.

FIRMA

DR. GUSTAVO MONTI
FIRMA

FECHA APROBACION: 29 de Septiembre 2008



) A MIS PADRES,
LEONARDO SANCHEZ E INGRID VALENZUELA.



INDICE

Capitulo

L. RESUMEN.......oiiiiiieiie e,
2. SUMMARY ...ttt
3. INTRODUCCION. ...t e,
4. MATERIAL Y METODOS..........ccveeveieeiieeieieeeeen,
5. RESULTADOS......ccoiiiii i e eet e e
6. DISCUSION.......iiiiiiieiei et e e,
7.BIBLIOGRAFIA. ...,

8. ANEXOS. ...,

9. AGRADECIMIENTOS........o i,

17

35

39

47



1. RESUMEN

El virus de la necrosis pancredtica infecciosa, virus IPN, produce pérdidas economicas
a la industria del salmo6n ya que es el agente causal de una enfermedad altamente contagiosa
que provoca una alta mortalidad en peces jovenes.

Este trabajo propone una metodologia experimental para investigar la etapa de
adsorcion del virus IPN a la superficie celular, y asi definir la cinética con que lo hace y
disponer de una poderosa herramienta para investigar diferencias entre lineas celulares en
cuanto a la susceptibilidad que presentan para adsorber virus, y/o diferencias entre cepas de
virus, respecto a su capacidad de unirse a células susceptibles.

La metodologia consistid6 en visualizar las particulas virales en forma individual
adsorbidas a la superficie celular. Para este fin, fueron incubadas células CHSE-214 con virus
IPN a 4°C, para evitar la entrada de las particulas virales a la célula. Posteriormente, tras la
fijacion de las células, se realizo la marcacion del virus adsorbido con un primer anticuerpo
monoclonal anti-VP3 y luego con un segundo anticuerpo policlonal conjugado con
isotiocianato de fluoresceina (FITC). Durante la observacién en un microscopio de
epifluorescencia, se tomaron fotografias digitales, desde las cuales se cuantificaron las
particulas virales mediante el programa computacional de procesamiento de imagenes Image
pro plus.

También se efectuaron experimentos midiendo la adsorcion de particulas virales
activas. Para ello se tituld el virus no adsorbido, en los diferentes tiempos de adsorcion. Asi
fue posible constatar, que aparentemente, las particulas virales activas son mas eficientes que
las particulas virales incompletas y/o defectuosas, en cuanto a su capacidad de unirse a las
células.

Palabras claves: IPNV, adsorcion, inmunofluorescencia, procesamiento de imagenes.



2. SUMMARY

DEVELOPMENT OF METHODS BASED ON FLUORESCENS ANTIBODIES TO
ASSESS THE ADSORPTION OF IPN VIRUS IN CHSE-214 CELL LINE.

Infectious pancreatic necrosis virus (IPNV) is the causative agent of a highly
contagious disease with a rate mortality in young fish which produces important economic
losses in the salmon industry.

The aim of this work was to develop and standardize protocol to investigate the
adsorption of IPNV to the cell surface. Measuring IPNV binding capacity will allow to define
the virus kinetics and will provide a powerful tool to study differences among cellular lines
and/or virus strains, regarding their capacity to be attached to them.

The proposed methodology consisted in the visualization of individual viral particles
adsorbed to the cellular surface. CHSE-214 cells were incubated with IPNV at 4°C to avoid
virus penetration to the cell. After fixing the cells, the viruses were labeled with a monoclonal
antibody against VP3 and with a second polyclonal antibody conjugated with fluorescein
isotiocianate (FITC). The virus particles were visualized with a fluorescence microscope and
digital images were obtained and processed with computational software Image pro plus to
quantify viral particles.

The adsorption of active viral particles was measured as well. Virus no-adsorbed was
titrated at different times after adsorption. The results showed that active viral particles are
more efficient in their attachment capacity than the defective and/or incomplete physical
particles.

Keywords: IPNV, adsorption, immunofluorescent, images processing.



3. INTRODUCCION

La Necrosis pancredtica infecciosa es una enfermedad altamente contagiosa, propia de
los salmonidos jovenes, en especial de la trucha arco iris (Onchorhynchus mykiss) y salmén
coho (Oncorhynchus kisutch), aunque también puede afectar al salmoén del atlantico (Salmo
salar) en etapa de post-smolt (Ariel y Olesen 2002).

Esta enfermedad es considerada como una de las de mayor impacto en el cultivo de
salmonidos en la Union Europea (Roberts y Pearson 2005, Smail y col 2006) y en general en
paises productores de salmon, siendo Oceania, la Ginica region considerada libre (OIE 2005).

El brote de la enfermedad se caracteriza por provocar altas mortalidades, siendo esta
variable inversamente proporcional a la edad del huésped (Wolf 1988). En las crias que han
completado la primera alimentacion se puede presentar un brote explosivo llegando a un 70%
de pérdidas en 2 meses, no asi, en animales mayores donde las pérdidas alcanzan de un 10 a
un 20% (Roberts y Pearson 2005).

La principal via de transmision de esta enfermedad ocurre por via horizontal, de pez a
pez, por medio del contacto con fecas, orina, liquido ovarico o seminal. La transmisién
vertical se ha comprobado en trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) y trucha café (Salmo
trutta), como aun no ha sido demostrada en salmén del Atlantico (Salmo salar), no puede ser
descartada en otras especies de salmonidos (Reno 1999).

Los peces que sobreviven a la infeccion quedan como portadores, de esta forma el
virus IPN se mantiene en el ecosistema, infectando a otros peces susceptibles (Wolf 1988).

La patogénesis de esta enfermedad atn no ha sido completamente aclarada, ain mas,
no existe informacion reciente que ayude a dilucidar las primeras etapas de la infeccion.

Se ha determinado que el virus penetra a través de las branquias, boca o poros
sensoriales de la linea lateral (Wolf 1988, Novoa y col 1995, Chou y col 1999).

El periodo de incubacion de la enfermedad va a depender de factores tales como la
especie afectada, edad del hospedero y temperatura del agua. En una infeccion experimental


http://www.scielo.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0301-732X1999000200010&lng=es&nrm=iso&tlng=es#WOLF 1988#WOLF 1988

en alevines de truchas, los signos clinicos de la enfermedad son observados a partir de los 2 a
4 dias post-inoculacion (Swanson y Gillespie 1982).

Swanson y Gillespie (1981), estudiaron el curso de la infeccioén en truchas jovenes a
través de inyeccion intraperitonial e inoculacion oral, demostrando que el virus IPN ingresa a
la cavidad peritonial del pez interactuando con las células pancreaticas exocrinas en 2 dias, lo
que confirma las aseveraciones respecto que el pancreas es el principal 6érgano de replicacion
del virus. Sin embargo, aun no se ha podido determinar si la via de ingreso al pancreas es
directamente traspasando la serosa o a través del flujo sanguineo.

Los signos clinicos de esta enfermedad son inespecificos, siendo los mas
caracteristicos: anorexia, nado en espiral, ataxia (Wood y col 1955), oscurecimiento de la piel,
abultamiento abdominal, exoftalmia y hemorragias en las zonas ventrales del pez (Wolf 1988).

El estobmago e intestino, internamente, se encuentran desprovistos de alimento y sélo es
posible encontrar un mucus cohesivo de aspecto lechoso (Rodriguez y col 2003).

Los peces infectados pueden presentar petequias en los ciegos pildricos y tejidos
adiposos. Ademas, ciertos 6rganos (bazo, corazon, higado y rifién) pueden presentar palidez
anormal y petequias (McKnight and Roberts, 1976; Smail et al 1995).

El método de diagnostico a elegir dependera de la sensibilidad de deteccion requerida,
la naturaleza del reservorio del virus y la urgencia en la obtencion del diagnodstico (Rodriguez
y col 2003). Existen métodos directos con los cuales es posible detectar:

= El virus como agente infeccioso (aislamiento viral).

» La presencia de antigenos virales (técnicas inmunoldgicas): Inmunofluorescencia (IF),
Enzimoinmunoanadlisis (EIA), Test de aglutinacion, Tincion de inmunoperoxidasa (IP).

= La presencia de 4cidos nucleicos virales (PCR).

= El virus como particula viral (microscopia electrénica).

Ademas, existen métodos indirectos que reconocen la respuesta inmune (humoral o
celular) por parte del huésped. Estos métodos son utilizados para detectar:

= Anticuerpos especificos antivirales por técnicas inmunologicas: Enzimoinmunoanalisis
(ETA), Inmunofluorescencia indirecta (IFT), Western Blot (WB), etc.
» Produccion de anticuerpos in vitro.



Las principales medidas de prevencion y control estan dirigidas a controlar los aspectos
zoosanitarios e higiénicos. Dentro de las medidas zoosanitarias, la que adquiere mayor
importancia es la prevencion del contacto del virus con peces susceptibles, requiriendo altos
niveles de monitoreo, certificacion y colaboracion entre los productores y autoridades
sanitarias. Es por esto que el éxito de los programas sanitarios depende de la rapida deteccion
e identificacion del patdogeno en todas las etapas de crecimiento del pez, incluyendo en los
peces portadores (Rodriguez y col 2003). Otra de las medidas zoosanitarias esta dirigida a la
exportacion de ovas, las que se encuentran detalladas en el Codigo Sanitario para Animales
Acuaticos de la Organizacion Mundial de Salud Animal (OIE 2005).

Las medidas de control se encuentran enfocadas a disminuir la transmision vertical y
horizontal, a pesar de que la transmision vertical no esta demostrada para todas las especies de
salménidos. Ademas, como medida de prevenciéon se debe tener precauciéon en la
incorporaciéon de reproductores u ovas al sistema, evaluandolos y diagnosticandolos
previamente. Otra medida es restringir el movimiento de peces vivos y ovas para evitar la
transmision del agente proveniente de otros sectores (Rimstad y col 2003).

Las medidas higiénicas son utilizadas para evitar el riesgo de recontaminacion.
Algunos de los métodos utilizados en la desinfeccion del agua han sido el uso de ozono, luz

ultravioleta y cloro, obteniendo mejores resultados con el primer método (Oye y Rimstad
2001).

Por otro parte, en sistemas de crianza de truchas arco iris, la reduccion de la densidad
de poblacion en Dinamarca, resulté ser un buen manejo, disminuyendo la mortalidad por virus
IPN (Jorgensen y Bregnballe 1969).

El virus IPN pertenece a la familia Birnaviridae, género Aquabirnavirus. Los virus que
pertenecen a esta familia presentan una capside con simetria icosaédrica, sin envoltura lipidica
y con un diametro promedio de 60 nm. El ciclo de replicacion de este virus ocurre en el
citoplasma y dura entre 16 y 20 horas, manifestando un caracteristico efecto citopatico (CPE)
asociado a la pérdida de la integridad de células y del tejido, que termina en destruccion
celular (Moss y Gravell 1969, Dobos 1977, Kuznar y col 1995, Hjalmarsson y Everitt 1999) y
consecuente liberacion de las particulas virales.

El genoma del virus consiste en dos segmentos de ARN de doble cadena que
representan un 8,7% del total de la masa del virion. El segmento A del ARN codifica una
poliproteina y una proteina no estructural (VP5). La poliproteina a su vez, es escindida por una
proteina con actividad proteasa (VP4), dando forma a dos nuevas proteinas de la céapside,
pVP2 y VP3, (Duncan y col 1987b) y a una proteina no estructural (VP4). El segmento B
codifica la proteina VP1 (Song y col 2005).



La proteina estructural pVP2, es procesada nuevamente durante la maduracion viral,
resultando la proteina VP2, componente de la cubierta externa del virus. VP3, de ubicacion
interna, participa en el ensamblaje de la particula viral. Sin embargo, es importante mencionar
la existencia de una gran cantidad de comunicaciones que concluyen que una fracciéon de VP3
esta expuesta sobre la superficie permitiendo que sea reconocida por el anticuerpo monoclonal
(Nicholson 1993, Tarrab y col 1993). VPS5 es una proteina no estructural, la cual sélo se
encuentra en células infectadas y es sintetizada en la fase inicial de multiplicacion viral en baja
cantidad (Dobos 1995). La proteina VPI, es una ARN polimerasa-ARN dependiente, con
funcioén de partidor y polimerasa para la trascripcion o sintesis de ARNm. También participa
en la multiplicacion, cooperando en el ensamblaje de la particula viral (Maraver y col 2003).

Se ha propuesto que la virulencia y patogenicidad de este virus se basa en redireccionar
la sefializacion celular. Esto es realizado a través de sus proteinas virales que tienen actividad
enzimatica capaz de utilizar la maquinaria celular para su propia multiplicacion. Ademas, al
unirse el virus a los receptores celulares, inhiben la expresion de genes que participan en el
mecanismo de defensa celular o via interferén, a través de cascadas de fosforilacion y
defosforilacion (Lyles 2000).

Se encuentra en discusion si la infeccion de este virus produce necrosis o apoptosis
celular. Los dos términos aluden a muerte celular, pero el segundo de ellos se refiere a una
muerte programada por la célula como mecanismo para prevenir la infeccion de las células
vecinas (Ortega y Enriquez 2007).

Existen dos proteinas virales reconocidas como factores de virulencia, VPS5 y VP2. La
proteina VP2 estaria relacionada con el rango de hospedadores que pueden ser infectados por
el virus, mientras que la proteina VP5 presenta dominios de homologia con las proteinas pro y
antiapoptoticas (Hong y col 1998, Hong y col 1999), pudiendo impedir la apoptosis de las
células huéspedes, para que las particulas virales maduren y adquieran infectividad (Santi y
col 2004). Sin embargo, estudios recientes con cepas de virus IPN carentes de VPS5,
confirmaron una alta virulencia de dicha cepa, ya que causé una mortalidad del 80% en smolts
de salmon del Atlantico, concluyendo asi que la proteina VPS5 no es un factor importante de
virulencia (Santi y col 2005).

Se ha demostrado que el virus IPN penetra a las células a través de compartimentos
vesiculares (Couve y col 1992, Granzow y col 1997), por lo tanto, es necesario que la
adsorcion de €l se realice utilizando receptores especificos localizados en la superficie celular.
Kuznar y col (1995) determinaron que las células CHSE-214 tienen aproximadamente 1500
sitios especificos de union para el virus IPN.



Los avances en las técnicas de microscopia de fluorescencia y el aumento de la calidad
de los microscopios de fluorescencia, han permitido reinvestigar éstas temadticas ya que las
investigaciones anteriores se basaban en métodos indirectos.

Recientemente, se ha desarrollado una metodologia basada en la cuantificacién de
focos fluorescentes (FF) que permite la deteccion y cuantificacion simultanea del virus IPN,
siendo mas répida que las técnicas convencionales (Espinoza y Kuznar 2002). A través de esta
misma técnica, hoy en dia es posible visualizar una particula viral marcada con sondas
fluorescentes o anticuerpos conjugados con fluor6foros (Osorio y col 2005). Con este método
se podria cuantificar los viriones de una manera directa y se podra avanzar por lo tanto, en el
conocimiento de la interaccidén temprana entre virus y células.

La importancia de este trabajo de memoria de titulo radica en el uso de una técnica
directa, a diferencia de otras metodologias en las cuales los resultados cuantitativos son
indirectos, por ende sujetos a mayor error.

De los antecedentes mencionados previamente, el objetivo general es implementar una
metodologia experimental basada en el uso de anticuerpos fluorescentes para investigar la
etapa de adsorcion del virus IPN en células in vitro. Los objetivos especificos son:

1) Desarrollar protocolos experimentales para medir a través de microscopia de fluorescencia,
virus IPN unido a la superficie externa de las células CHSE-214.

2) Cuantificar particulas virales adsorbidas mediante el manejo de un programa
computacional.

3) Determinar la relacion particulas fisicas (PF) adsorbidas versus particulas virales con
actividad bioldgica (FF).

4) Comparar la union de particulas virales activas (FF) versus particulas fisicas (PF).



4. MATERIAL Y METODOS

Para realizar los experimentos de adsorcién viral se utilizaron células CHSE-214
(Chinook salmon embryo, ATCC CRL 1681) ya que éstas son susceptibles a la infeccion por
el virus IPN.

El Virus de la Necrosis Pancreatica Infecciosa (virus IPN, serotipo VR-299) fue
aislado y caracterizado en el Laboratorio de Bioquimica y Virologia de la Universidad de
Valparaiso.

Ademas, fueron empleados dos programas computacionales, Adobe Photoshop 7.0 e
Image Pro Plus 4.0. El primer programa fue utilizado en el procesamiento de imagenes y el
ultimo en la cuantificacion de particulas virales.

¢ Los reactivos, soluciones, materiales de laboratorio y equipos utilizados se encuentran
descritos en el Anexo.

4.1 METODOS

Los métodos que a continuacion serdn descritos pertenecen al Laboratorio de
Bioquimica y Virologia de la Universidad de Valparaiso. Algunas variantes de éstos han sido
desarrollados en el presente trabajo.

Para realizar los experimentos de adsorcion fue necesario producir una gran cantidad
de virus. Esto se obtuvo infectando células CHSE-214 que fueron cultivadas en botellas
plasticas de 75 cm® (6,5 x 10° células/ cm ? aprox.) a 20°C, en medio minimo esencial (MEM)
suplementado con 10 % de suero fetal bovino y 50 mg/mL de gentamicina. Las células fueron
infectadas con indculos de virus IPN a una multiplicidad de infeccion (m.d.i) de 0,001. Tras
tres ciclos de infeccion (48 horas), cuando ya se observo efecto citopatico, se obtuvo un lisado
celular conteniendo el virus amplificado.

4.1.2 Purificacion parcial del virus para efectuar el proceso de marcaje
Este método simple de purificacion se realiz6 para obtener imdgenes claras de las
particulas virales y reducir la marca fluorescente de fondo.



Se infectaron cuatro botellas de 75 cm® a una mdi = 0,001, conteniendo monocapas
celulares preconfluentes. Tras el efecto citopatico, el medio de cultivo que contiene células
lisadas y viriones (60 mL) fue centrifugado a 3220 x g por 15 minutos a 10°C, en un rotor SS-
34. Esta centrifugacion a baja velocidad, se denomina clarificacién ya que consiste en hacer
decantar los organelos y restos celulares del medio, mediante la formacion de un pellet, el que
posteriormente sera descartado. El sobrenadante resultante de la clarificacion (C) es el que
contendra las particulas virales.

El virus del sobrenandante (C) se precipitd con polietilenglicol (PEG 6000) a una
concentracion final del 5%, conteniendo NaCl 2,2% final. El sobrenadante con PEG se
mantuvo en agitacion durante toda la noche a 4°C con un agitador magnético, y
posteriormente fue centrifugado a 72000 x g durante 2 horas en un rotor SW 28. El
sobrenadante fue descartado, mientras que el pellet (P) fue resuspendido en 1mL de buffer
TNE (pH 7,4, Tris 10 mM, EDTA 1mM, NaCl 100 mM).

Para eliminar el polietilenglicol (PEG) residual de la suspension viral obtenida con
buffer TNE, se agregd un volumen equivalente de cloroformo (1 mL), y posteriormente, la
solucion fue agitada y centrifugada a 3220 x g durante 15 minutos a 10°C, en un rotor SS-34.
Como resultado de ello se obtuvo un sobrenadante con dos fases, una acuosa y una organica,
encontrandose el virus semi-purificado en la fase acuosa (FA), la cual fue extraida
cuidadosamente del tubo de centrifugacion. Durante el proceso de purificacion parcial fueron
tomadas muestras en las diferentes etapas para titular el virus presente en cada una de ellas.

4.1.3 Visualizacion de particulas fisicas totales de virus IPN

Para lograr individualizar y visualizar una particula viral, es necesario que ésta sea
retenida y marcada. La marcacion del virus fue realizada sobre filtros Anodisc siguiendo el
protocolo que se especificard a continuacion.

4.1.3.1 Protocolo para la observacion de virus IPN fluorescente sobre filtros Anodisc. La
implementacion de este protocolo tuvo como propdsito conocer el tamafio del virus
fluorescente, ya que este valor permitira posteriormente identificarlo y contarlo a través de un
programa computacional y asi determinar la relacion PF/FF (particulas fisicas/focos
fluorescentes), es decir, qué fraccion de las particulas virales totales son activas o tienen la
capacidad de infectar.

El filtro tiene un diametro de poro de 0,02 pum, permitiendo la retencion de las
particulas virales de IPN sobre su superficie.



10

Para permitir una mejor observacion de las particulas de interés sobre el filtro Anodisc,
¢éste fue lavado con buffer TNE, usando jeringas con dispositivos filtrantes con didmetro de
poro de 0,02um, que a su vez retienen las impurezas presentes en el buffer. Posteriormente
fueron bloqueados los sitios inespecificos de union del filtro, incubandolo con TNE 2% suero
bovino fetal durante 10 minutos. Este procedimiento previo a la filtracion de la muestra viral
permite que no exista unidon inespecifica de las sondas fluorescentes a adicionar
posteriormente sobre el filtro.

Posteriormente se procedi6 a filtrar sobre una bomba de vacio, una suspension de virus
IPN diluida en 500 pL de buffer TNE, conteniendo aproximadamente 3 x 10° FF totales. Esta
suspension fue filtrada totalmente, en volumenes de 100 pL para permitir una mejor
distribucion de las particulas sobre la superficie del filtro. Luego, se realiz6 un lavado con
buffer TNE y el filtro fue incubado con 100 pL de anticuerpo monoclonal (Aml), a una
concentracion de 2 ug/mL, durante 45 minutos. Una vez terminada la incubacion, se retird el
anticuerpo con una micropipeta y el filtro fue lavado nuevamente con buffer para eliminar el
anticuerpo que no se uni6 a las particulas virales.

Antes de incubar el filtro con el segundo anticuerpo, éste nuevamente fue bloqueado
para evitar la union inespecifica del anticuerpo. La incubacion del filtro con el segundo
anticuerpo (1/100) conjugado con isotiocianato de fluoresceina (FITC), se llevo a cabo durante
45 minutos, en oscuridad. Posteriormente, se retird el anticuerpo que no se unié6 mediante una
micropipeta y se realizd un primer lavado con TNE sobre una bomba de vacio. Un segundo
lavado se realizd incubando el filtro con buffer durante 10 minutos, para eliminar el
anticuerpo que no se ha unido a las particulas virales.

Finalmente, el filtro fue montado sobre un portaobjeto rectangular, embebido con 30
pnL de medio de montaje fluorescente (Dako) y cubierto con un cubreobjeto. El filtro ya
montado, fue observado en un microscopio de epifluorescencia con un aumento de 1000X.

4.1.3.2 Determinacion del nimero de campos visuales del filtro. Para determinar el nimero de
campos totales contenidos en un filtro, se calcul6 el area de éste y el area del campo optico del
microscopio, ambos expresados en pixeles.

El filtro tiene un radio de 10.000 um. Para transformar este valor a pixeles se
fotografi6 una regla de calibracion para microscopio con un aumento total de 1000X y se
determing, a través del programa Image Pro Plus, la equivalencia entre pixeles y micrémetros
al usar este aumento. Con esto se obtuvo que el radio del filtro tiene una extension de 112.000
pixeles. Entonces, el area del filtro fue calculada con la siguiente formula:
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Ixr* =TIx (112.000 x 112.000)
=3,94x 10" pix’

Por otra parte, el radio del campo Optico, en pixeles, resultd tener una extension
equivalente 1.252 pixeles. Por lo tanto, el area del campo se calculé de la siguiente forma:
I xr’=1Ix (1252 x 1.252)
= 4,924 x 10° pix’

Finalmente, el nimero de campos totales de un filtro, se calculd dividiendo el area del
filtro por el area del campo, es decir:

3,94 x 10" pix? / 4,924 x 10° pix* = 8.003 campos totales.

4.1.3.3 Calibracion del tamafio del virus fluorescente. Para determinar un rango de tamafio, en
pixeles, de los viriones de IPN presentes en una suspension purificada parcialmente, fue
necesario calibrar el tamano de las particulas virales a través del programa computacional
Image Pro Plus. Esta calibracion se realizd midiendo y contando las particulas de tamafios
entre 2 y 501 pixeles, presentes en cinco imagenes obtenidas de los filtros anteriores, que
corresponden a cinco campos opticos de cada filtro, elegidos a través del método que se sefiala
en la seccion 4.1.5 Eleccion de los campos Opticos a fotografiar.

4.1.3.4 Calculo de la relacion Particulas Fisicas/Focos Fluorescentes (PF/FF). En una
suspension viral, los virus se pueden encontrar como particulas activas (focos fluorescentes,
FFs) o como particulas fisicas (PFs), que tienen o no la capacidad de infectar. La relacion
entre estas dos poblaciones de virus dentro de una misma suspension se caracteriza con la
siguiente formula: PFT/FFT. Para calcular la relacion en este experimento, fueron filtrados
15uL de una suspension viral (titulo de 7 x 10° FF/mL), diluidos en 500uL de buffer TNE.

El calculo de PF totales se realizé a partir de la siguiente formula:
PFT=PPFx CT
- PFT, son las particulas fisicas totales de la suspension inicial.
- PPF, es el promedio de particulas fisicas en 5 campos
- CT, es el N° de campos totales del filtro.

Entonces para obtener la relacion, se divide PFT/FFT, donde:

- FFT, es el N° de focos fluorescentes contenidos en la suspension determinados por medio
de titulacion.
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4.1.3.5 Evaluacion de la repetibilidad de los datos y concordancia de las observaciones. La
repetibilidad de las determinaciones del numero de PFs, contabilizadas sobre filtros de
membrana, fue evaluada filtrando dos volimenes iguales de una misma suspension viral en
distintos filtros, y luego comparando las cantidades de PFs obtenidas en cada uno de ellos.

También se evaluo la concordancia de las imagenes obtenidas de filtros con particulas
retenidas, con la cantidad de virus adicionado inicialmente a los filtros. Ademas se determind
si se pueden establecer visualmente diferencias entre estos filtros si se agregan dos cantidades
diferentes de virus (6 x 10° y 3 x 107 FF totales).

La notacion utilizada para estos filtros se sefiala a continuacion: F1 (filtro con menor
cantidad de virus, replica 1), F2 (filtro con menor cantidad de virus, réplica 2), F3 (filtro con
mayor cantidad de virus, replica 1), F4 (filtro con mayor cantidad de virus, réplica 2).

Estos experimentos se llevaron a cabo siguiendo el protocolo detallado en la seccion
4.1.3 Visualizacion de particulas fisicas totales de virus IPN y luego se fotografiaron 5
campos Opticos de cada filtro ensayado.

4.1.4 Visualizacion del virus IPN fluorescente en células de cultivo

4.1.4.1 Adsorciéon de virus IPN a células CHSE-214. Las células fueron cultivadas como se
explicd inicialmente y se mantuvieron a 20°C hasta que formaron una monocapa
preconfluente. Logrado esto, las monocapas fueron climatizadas por 1 hora a 4°C, para evitar
el transporte celular. De igual forma se procur6 mantener la temperatura del inoculo viral y el
buffer PBS que seran utilizados para infectar y lavar las células de los experimentos de
adsorcion, de modo de que al ser adicionados no eleven la temperatura necesaria para la
realizacion de este ensayo.

Para infectar las células, el medio de cultivo en el que son mantenidas fue reemplazado
por 300 pL de medio de cultivo fresco conteniendo 1,1 x 107 FF totales de virus IPN, es decir,
una m.d.i de 110. Cuatro monocapas fueron mantenidas con el in6culo por un periodo de 0,
15, 30, 60 minutos respectivamente y una ultima fue utilizada como control negativo. En cada
experimento fueron titulados los FFs iniciales, o sea, la cantidad de particulas virales activas
presentes en cada indculo antes de ser adicionado a las monocapas (FFy).

Tras los tiempos de adsorcidn, se retir6 el indculo que resta sobre las células y se tituld
una muestra de €l para conocer el numero de FFs que no se adsorbieron a la monocapa (FFr).
Posteriormente, se realizé un lavado con buffer PBS a 4°C, para eliminar las particulas virales
que no fueron adsorbidas a la membrana de las células ensayadas. El buffer se suplementd con
ImM de MgCl, y ImM de CaCl, para evitar el desprendimiento de las células del sustrato
donde se encuentran adheridas. Después del lavado, las monocapas fueron fijadas con metanol
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a -20°C, durante 10 minutos y luego nuevamente lavadas con PBS para retirar los restos de
metanol.

En el siguiente paso se realizd la inmunoreaccion sobre las monocapas, cuyas
especificaciones se encuentran detalladas en el protocolo de la seccion 4.2.2.

Luego, los cubreobjetos con las monocapas fueron embebidos en medio de montaje
para fluorescencia y montados sobre portaobjetos rectangulares.

Las monocapas con virus adsorbido fueron observadas y fotografiadas bajo un
microscopio de fluorescencia a 1000X.

4.1.4.2 Visualizacion de virus IPN adsorbido a células marcadas con Ioduro de Propidio. Para
permitir una mejor delimitacién de las células de las monocapas y un mejor contraste en las
imagenes obtenidas, se incubaron las monocapas durante 3 minutos, posterior a la
inmunoreaccion, con 300 puL de una solucion de Ioduro de Propidio (2 pL IP en 1500 pL
PBS). Este reactivo ingresa a las células muertas, marcando los nucleos de ellas. Al ser
excitado al interior del nticleo emite un color naranja, que permite diferenciar el nicleo del
citoplasma celular marcando los ntcleos de un color anaranjado. Transcurrido el tiempo de la
tincion, las monocapas fueron lavadas 3 veces por 5 minutos con buffer PBS y luego montadas
y observadas al microscopio de fluorescencia.

4.1.5 Especificaciones para la obtencion de microfotografias digitales
Para capturar imagenes a través de una cdmara digital ensamblada al microscopio de
fluorescencia, se consideraron los siguientes aspectos:
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4.1.5.1 Eleccion de los campos opticos a fotografiar. Se eligié un campo 6Optico aleatoriamente
dentro de 5 cuadrantes preestablecidos, tanto en los experimentos con filtros Anodisc como en
las monocapas celulares. En la figura 1 se muestran a través de 5 circulos pequefios los
cuadrantes seleccionados.

Figura 1. Disefio de la estrategia utilizada para la seleccion de los cuadrantes donde se
fotografiaran aleatoriamente los campos Opticos en cada filtro Anodisc o monocapa celular. A.
Portaobjetos. B. Monocapa celular o filtro Anodisc. C. Cuadrante seleccionado.

4.1.5.2 Profundidad de campo. La célula es una estructura tridimensional, por lo tanto con una
imagen bidimensional no es posible captar todas las particulas virales adsorbidas a Ia
membrana celular.

Para contar el maximo numero posible de entidades individuales adsorbidas a las
células, se procedi6 de la siguiente manera:

Primero se selecciond una profundidad de campo en la que se observo el maximo
nimero de entidades fluorescentes. A continuacion se fue desenfocando progresivamente para
visualizar eventuales particulas presentes en otras profundidades de campo. De esta manera se
integrd, sumando, las particulas que no se superponian en los planos examinados.
Normalmente basta con la inspeccion de dos profundidades de campo complementarias para
contabilizar la gran mayoria de las particulas presentes.

4.1.6 Procesamiento de imagenes

El procesamiento de las microfotografias digitales obtenidas de cada experimento, se
realiz6 a través de los programas computacionales Adobe Photoshop 7.0 e Image Pro Plus 4.0.
Con ello fue posible modificar las imdgenes para permitir una correcta cuantificacion de las
particulas virales presentes en ellas.

Las funciones de los programas utilizadas en el procesamiento de imagenes se
encuentran esquematizadas en la figura 2.
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Figura 2. Etapas para el procesamiento de imagenes digitales en los programas Adobe
Photoshop e Image Pro Plus, utilizados para permitir la correcta cuantificacion de las
particulas virales.

Las funciones de cada programa son las siguientes:
- Ajuste de brillo y contraste. Le entrega nitidez a la imagen.

- Escala de grises e invertir imagen. Utilizadas para facilitar la cuantificacion de las
particulas virales realizada por el programa Image Pro Plus ya que mejora la
limpieza de la foto, eliminando la marca fluorescente de fondo.

- Seleccion y corte de imagen. El campo Optico fue seleccionado como se explicod en
la seccion 4.1.5.1 Eleccion de los campos Opticos a fotografiar. Posteriormente, las
células fueron seleccionadas utilizando como criterio que éstas se puedan delimitar
e individualizar, no importando el numero de particulas virales unidas a la célula.

- Aplanado de imagen. Permite eliminar la profundidad de la imagen, observando
asi, las particulas virales en una misma dimension.
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- Ajuste de contraste de imagen. Esta funcion le otorga definicion a la imagen,
permitiendo la visualizacién de particulas virales como entidades compactas y
definidas.

- Seleccion medida. Para que el programa computacional realice la cuantificacion de
las particulas virales es necesario que el tamafio de éstas fuese calibrado. Para esto,
se realiz6 la calibracion del tamafio de las particulas fisicas adsorbidas en tres
células.

4.1.7 Cuantificacion del virus adsorbido a monocapas celulares

4.1.7.1 Cuantificacion de PFs adsorbidas. Para definir la cinética de adsorcion del virus IPN,
se realiz6 un conteo de las particulas fisicas totales (PFs) adsorbidas, luego de cada tiempo de
interaccion virus-célula, a través del programa Image Pro Plus.

4.1.7.2 Cuantificacion de los FFs adsorbidos. Una segunda cuantificacion se realizd por medio
de la titulacion de las muestras del volumen inicial y final del inéculo utilizado en cada
tiempo, de modo de evaluar también la cinética de adsorcion en base a los FFs adsorbidos.
Estos ultimos valores (FFs adsorbidos) se obtienen indirectamente al conocer el titulo de los
FFs ingresados al sistema y los remanentes que no fueron adsorbidos, de la siguiente forma:

FFs adsorbidos = FFs iniciales — FFs finales
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5. RESULTADOS

5.1 PURIFICACION PARCIAL DEL VIRUS PARA EFECTUAR LOS
PROCEDIMIENTOS DE MARCAJE

Se tomaron muestras para titular de 100 y 20 pL de la suspension viral en la primera y
ultima etapa del proceso (clarificacion C y fase acuosa FA), respectivamente. Los resultados
de esta titulacion se muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Titulos virales (FF/mL), volumenes (mL), FFs totales (focos fluorescentes), y
rendimientos porcentuales obtenidos en la primera y tltima etapa del proceso de purificacion
parcial de virus IPN.

Muestra | Titulo FF/mL | Volumen (mL) | FF totales Rendimiento %
C 8,9 x 10° 60 5,34 x 10 100
FA 6,5 x 10° 1,8 1,17 x 10 22

Se puede observar que el rendimiento obtenido de la purificacién parcial, o sea, el
porcentaje de virus que fue recuperado en la suspension final fue de un 22%, cantidad
contenida en un volumen final de 1,8 mL.

Ademads, las imagenes obtenidas de particulas virales parcialmente purificadas,
retenidas en filtros Anodisc, resultaron ser claras y con reducida marca fluorescente
inespecifica (Figura 3), lo que permitid su posterior cuantificacion.

5.2 PROTOCOLO PARA LA OBSERVACION DE VIRUS IPN FLUORESCENTE
SOBRE FILTROS ANODISC

5.2.1 Visualizacion de particulas fisicas totales de virus IPN

El marcaje fue realizado sobre filtros Anodisc como se indic6 en la seccion 4.1.3. En la
Figura 3, se visualizan las particulas virales parcialmente purificadas como puntos
fluorescentes e individuales.
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Figura 3. Visualizacion del virus IPN fluorescente retenido en filtros Anodisc. La barra
representa una longitud de 10um.

5.2.2 Calibracion del tamario del virus fluorescente

Las particulas virales marcadas sobre filtros Anodisc fueron evaluadas para calibrar su
tamafio en pixeles. En la Figura 4 se observa que el 75% de las particulas virales totales de una
muestra tienen un tamafio entre 2 y 101 pixeles, por ello, se realiz6 una posterior calibracion
dentro de este rango, utilizando intervalos de tamafios mas acotados (Figura 5).

En la figura 5 se observa que la distribucion de tamafios de las particulas fluorescentes
origind una curva descendente, encontrandose que el rango que contiene la mayor cantidad de
las particulas fluorescentes es el que va entre 2 y 6 pixeles, correspondiendo a particulas con
tamanos entre 0,18 y 0,53 um, respectivamente.
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Figura 4. Frecuencia porcentual de los rangos de tamafos (en pixeles) de las particulas de
virus IPN fluorescente, al ser analizadas mediante el programa Image Pro Plus.
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Figura 5. Frecuencia porcentual de los rangos de tamanos (en pixeles) de las particulas de
virus IPN fluorescente con tamafios entre 2 y 101 pixeles, al ser analizadas mediante el
programa Image Pro Plus.



20

5.2.3 Relacion PF/FF

A modo de ejemplo se presenta el caso de una suspension viral filtrada que contenia
1,02 x 10° FF totales. La formula utilizada para este calculo fue explicada en la seccién
4.2.2.4 Calculo de la relacion Particulas Fisicas/Focos Fluorescentes (PF/FF). Por lo tanto:

PFT =PPFx CT
PFT =4174,4 x 8003
PFT =3,3x 10’

Entonces la relacion PF/FF es:

PFT/FFT=3,3x10"/1,02 x 10°
PFT/ FFT =328

Es decir, de cada 328 particulas fisicas (PF) de virus IPN so6lo una tiene la capacidad de
infectar (FF).

5.2.4 Repetibilidad de los datos experimentales y concordancia de las observaciones

Para evaluar la repetibilidad de los datos experimentales del n° de PF totales del virus
IPN, se filtraron dos alicuotas de una misma suspension viral en filtros diferentes y se
cuantificaron las particulas fluorescentes en ellos.

La tabla 3, muestra la cantidad de particulas virales de los filtros 1 y 2 (filtros con
menor cantidad de virus), cuyos valores son similares. Al utilizar muestras virales cinco veces
mas concentradas, filtros 3 y 4, se observo claramente un aumento en el nimero de PFs
(Figura 6), sin embargo, no fue posible su cuantificacion ya que a esta mayor concentracion,
las particulas se superpusieron impidiendo la individualizacion de cada una de ellas.

Por otra parte, las imagenes obtenidas de las particulas fisicas retenidas fueron
concordantes con las cantidades de virus de las distintas suspensiones inicialmente filtradas
(Figura 6)
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Tabla 3. Particulas fisicas (PFs) totales de virus IPN contenidas en los filtros ensayados (F1 y
F2), para evaluar repetibilidad y concordancia de los datos experimentales.

Filtro FF totales PF totales
F1 3x10° 1,5x 108
F2 3x10° 1,7x 10

Figura 6. Particulas fisicas de virus IPN retenidas sobre filtros Anodisc. Los filtros 1 y 2
contienen 3 x 10° FF totales/filtro y los filtros 3 y 4 contienen 1,5 x 10" FF totales/filtro. Barra
=10 um.
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5.3 VISUALIZACION DE VIRUS IPN FLUORESCENTE UNIDO A CELULAS EN
CULTIVO

5.3.1 Adsorcion de virus IPN a células CHSE-214

Al observar las monocapas celulares al microscopio de fluorescencia, se visualizaron
las particulas virales como entidades fluorescentes e individuales adsorbidas a la superficie
celular. Transcurrido el tiempo de interaccidon virus-célula, se observd un aumento en el
numero de PFs adsorbidas a cada célula (Figura 7).

Figura 7. Virus IPN fluorescente unido a la superficie de células CHSE-214 transcurrido los
tiempos (0, 15, 30 y 60 minutos) indicados en la parte superior de las imagenes. Experimento
realizado con una m.d.i = 110. Barra =10 pm.

5.3.2 Adsorcion de virus IPN incluyendo el marcaje de células con loduro de Propidio

El marcaje de las células con loduro de Propidio permitié una mejor delimitacion y un
mejor contraste en las imagenes obtenidas de los experimentos de adsorcion. Este fluoroforo
ingresa a las células muertas, marcando los nucleos de ellas. Al ser excitado al interior del
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nucleo emite un color naranja, que permite diferenciar el nticleo del citoplasma celular. Esto es
observado en la Figura 8.

Figura 8. A. Adsorcion de virus IPN y marcaje de células CHSE-214 con loduro de Propidio
auna m.d.i = 63. Barra =5 um. B. Imagen correspondiente a la célula marcada con un circulo
en la Figura A. Las particulas virales son visualizadas de color verde y el nucleo de la célula
naranja. Barra = Sum.

De igual forma que en las células que no fueron marcadas con loduro de Propidio, al
aumentar el tiempo de interaccion virus-célula, aument6 el nlimero de particulas fisicas unidas
(Figuras 9y 10).

Al momento de cuantificar las particulas virales por medio del programa Image Pro
Plus, la coloracion naranja del nucleo dificulté la cuantificacion. Es por esto, que las imagenes
debieron tratarse (Figuras 9 y 10), lo que serd detallado en la seccidon 5.5 Procesamiento de
imagenes.
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Figura 9. Virus IPN adsorbido a monocapas de células CHSE-214 a distintos tiempos de
interaccion. A-B 0 minutos, C-D 15 minutos. Las imagenes en escala de grises se obtienen
como resultado de la transformacion de las imdgenes originales. Barra = 10 pm.
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Figura 10. Virus IPN adsorbido a monocapas de células CHSE-214 a distintos tiempos de
interaccion. E-F 30 minutos, G-H 60 minutos. Las imagenes en escala de grises se obtienen
como resultado de la transformacion de las imagenes originales. Barra = 10 pm.

5.4 ESPECIFICACIONES PARA LA OBTENCION DE MICROFOTOGRAFIAS
DIGITALES

La célula es una estructura tridimensional. Para captar en imagenes digitales el maximo
de particulas fisicas adsorbidas a su superficie, se procedi6é de la siguiente manera:

Se selecciond una profundidad de campo en la que se observo el méximo de entidades
fluorescentes. Luego, se desenfocd progresivamente para visualizar eventuales particulas
presentes en otras profundidades.

Ejemplos de distintas profundidades de campo para una misma célula se observan en
las figuras 11y 12.
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En la figura 11, gran parte de las particulas virales (puntos negros) adsorbidas a la
célula se repiten en las imagenes de las dos profundidades de campos mostradas, por lo tanto
fueron cuantificadas las particulas de ambas imagenes y luego se eligio el n° de PF de la
imagen que result6 tener una mayor cantidad de particulas virales.

En la Figura 12, las imagenes de las profundidades de campo fueron diferentes, es
decir, no se superpusieron la mayoria de las particulas virales. Por esto, las particulas virales
de ambas imagenes fueron sumadas. Sin embargo, esta ultima situacion es la menos frecuente,
generalmente se logra captar una imagen de profundidad de campo intermedia que contiene el
maximo de particulas virales.

Figura 11. Dos imagenes, transformadas a escala de grises, de distinta profundidad de campo
de una célula CHSE-214 con virus IPN adsorbido. Aumento 1000X.

Figura 12. Dos imagenes con diferente profundidad de campo donde se visualiza virus IPN
adsorbido a una célula CHSE-214. Aumento de 1000X.
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5.5 PROCESAMIENTO DE IMAGENES

Ajuste de brillo y contraste
La imagen se observa con poca claridad (Figura 13). Esta funcién le otorgd nitidez y
brillo a la imagen, lo que hizo posible visualizar individualmente las particulas fluorescentes

(Figura 14).

Figura 13. Imagen sin procesar de virus IPN unido a células CHSE-214. Aumento de 1000X.

Figura 14. Imagen con ajustes de brillo y contraste.
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5.5.2 Escala de grises

Al transformar la imagen a escala de grises e invertirla (Figuras 15 y 16) facilito la
cuantificacion de las particulas virales realizada por el programa Image Pro Plus ya que
mejoro la limpieza de la foto, eliminando la marca fluorescente de fondo.

Figura 16. Imagen invertida. La célula marcada con el circulo rojo sera utilizada como
ejemplo de las proximas funciones.
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5.5.3 Seleccion y corte

Para individualizar las células en las cuales se cuantifico virus, fueron comparadas la
imagen sin procesar con la imagen transformada a escala de grises e invertida. Asi fue posible
la delimitacion del citoplasma (Figura 17).

Figura 17. A. Imagen sin procesar de una célula CHSE-214 con virus IPN adsorbido B.
Imagen transformada a escala de grises e invertida. Amplificacion de 1000X.

5.5.4 Aplanado de imagen
Esta funcion permitié eliminar la profundidad de la imagen, observando asi las

particulas virales en una misma dimension (Figura 18A).

5.5.5 Ajuste de contraste de imagen
La foto fue procesada ajustando el contraste de la imagen, logrando asi que las
particulas virales fueran visualizadas como entidades compactas claramente definidas (Figura

18B).
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.

Figura 18. A. Funcion aplanado de imagen. B. Ajuste de contraste

5.5.6 Seleccion del rango de tamario en pixeles.
Se realizd la cuantificacion de las particulas virales adsorbidas en tres células,
encontrandose en el rango de tamafio de 2 a 31 pixeles (Figura 19).
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Figura 19. Frecuencia porcentual de tamafos, entre 2 y 41 pixeles, que presentan las
particulas de virus IPN fluorescente adsorbidas en células CHSE-214 al ser analizadas a
través del programa Image Pro Plus.
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5.6 CUANTIFICACION DE VIRUS IPN ADSORBIDO A CELULAS CHSE-214

Para definir la cinética de union de las particulas virales, se utilizaron dos métodos
diferentes de cuantificacion.

5.6.1 Particulas Fisicas adsorbidas

Para realizar la cuantificacion de las particulas fisicas adsorbidas, las imagenes
debieron tratarse a través de dos programas computacionales y las particulas virales fueron
calibradas como se indicé anteriormente. Posteriormente, cuarenta células fueron
individualizadas por monocapa, cuantificando las particulas virales en cada una de ellas. Las
imagenes de la figura 20 muestran que existe relacion en lo cuantificado mediante el programa
computacional y lo observado.

Al cuantificar las particulas fisicas y su curva de cinética de union (Figura 21)
podemos apreciar que el porcentaje de adsorcion es muy bajo comparado con el total de
particulas virales presentes en el indculo.
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Figura 20. Virus IPN unido a la superficie de células CHSE-214 con una md.i =110 a los
tiempos 0, 15, 30 y 60 minutos. Se cuantificé por medio del programa Image Pro Plus: 2, 35,
68 y 80 particulas fisicas (PFs), respectivamente. Barra = 10um.
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Figura 21. Porcentaje de particulas fisicas de virus IPN adsorbidas a una monocapa de células
CHSE-214 (~ 100.000 células) en funcion del tiempo. M.d.i =110.

5.6.2 Focos Fluorescentes adsorbidos

La cuantificacion de las particulas virales activas o focos fluorescentes (FFs), se realizo
cuantificando indirectamente los FFs a través de titulacion. De esta forma, fueron titulados los
focos fluorescentes iniciales (FF) y transcurrido el tiempo de adsorcion, los FFs remanentes o
finales (FFr) que no fueron adsorbidos.

El titulo de los FFy al tiempo 0 fue tomado como titulo del indculo o FF; utilizado para
infectar en todos los tiempos.

Tabla 4. Cuantificacion de focos fluorescentes totales (FFs o particulas virales activas),
adsorbidos y no adsorbidos, por una monocapa de células CHSE-214 (~100.000 células) a
diferentes tiempos. M.d.i = 110.

TIEMPO FF, FFe FFap % FFap | % FFsinap
0 1,1x 10’ 1,1 x 10’ 0 0 100
15 1,1x 10’ 9,0 x 10° 2,0 x 10° 18 82
30 1,1 x 10’ 7,4 x 10° 3,6 x 10° 33 67
60 1,1x 10’ 5,7x 10° 53x 10° 48 52
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Al contrario del porcentaje de adsorcion de las particulas fisicas, tras 60 minutos de
adsorcion se unio el 48% de las particulas virales activas (tabla 4).

La figura 22, muestra la cinética de union de las particulas virales activas. En los
primeros minutos de adsorcion, la velocidad de la curva fue mayor, disminuyendo su
velocidad a medida que transcurri6 el tiempo.
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Figura 22. Porcentaje de focos fluorescentes (FFs o particulas de virus IPN activas) no
adsorbidos a una monocapa de células CHSE-214, a los tiempos 0, 15, 30 y 60 minutos.
M.d.i=110.
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6. DISCUSION

A medida que avanza la tecnologia, mas sofisticadas son las estrategias utilizadas en el
estudio de las interacciones virales. En los primeros estudios para analizar cuantitativamente
las etapas tempranas en la infeccion con virus IPN, las particulas virales fueron marcadas con
radioactividad. Sin embargo, los resultados obtenidos solo permitieron evaluar una situacion
promedio en la que una cierta cantidad de cuentas por minuto (cpm) tienen correspondencia
con una cierta cantidad de particulas virales (Kuznar y col 1995). Recientemente, gracias al
avance de técnicas de epifluorescencia, comenzd el analisis virus IPN—célula desde la
perspectiva de visualizar particulas virales individuales (Osorio y col 2005).

Existen al menos dos alternativas para marcar los virus. Una de ellas consiste en
incorporar un fluorocromo que se una directamente a algiin componente estructural del virus,
por ejemplo Sybr Green que se une al dcido nucleico viral. La otra es el marcaje indirecto del
virus a través de anticuerpos que contienen a los fluorocromos adheridos (Osorio y col 2005).

El Laboratorio de Bioquimica y Virologia de la Universidad de Valparaiso dispone,
desde hace algunos afos, de anticuerpos monoclonales anti-VP2, anti-VP3 que han sido
utilizados con diferentes propositos tales como en el disefio de un método de diagnoéstico de
rapida deteccion (Espinoza y Kuznar 2002) y mas recientemente para establecer,
precisamente, si era posible visualizar una particula viral asociada a una determinada
superficie (Osorio y col 2005).

Para continuar con estas investigaciones, se decidio para este trabajo, el marcaje de las
particulas virales con anticuerpos fluorescentes, una sonda especifica que permite la
individualizacion de las particulas virales.

Para esto, fue necesario realizar un procedimiento de purificacién de virus IPN para
obtener imagenes limpias, es decir, con una reducida marca fluorescente de fondo. Si bien los
virus pueden purificarse mediante diferentes técnicas y hasta diferentes grados, mientras mas
purificado mayor es el tiempo requerido para hacerlo y mas compleja suele ser la técnica
(Imajoh y col 2003). En este trabajo, se adoptd el compromiso de utilizar un método simple,
que por una parte disminuyo6 el tiempo para obtener una suspension viral adecuada para los
experimentos de adsorcion, pero por otra parte no permitio obtener una alta concentracion y
una purificacion total del virus, ain cuando esto Ultimo no era necesario para lograr los
objetivos de este trabajo.
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Una vez realizado el proceso de purificacion, las particulas virales fueron marcadas en
dos superficies diferentes. Una de ellas, se realizé en particulas retenidas sobre filtros Anodisc.
La principal utilidad de realizar el marcaje sobre filtros es que permite obtener la relacion
PF/FF, es decir, que cantidad de la fraccion viral corresponde a virus activo. Esta relacion es
de gran importancia en los ensayos de adsorcidén ya que nos permitird conocer el numero total
de particulas virales contenidas en la suspension. Por otro lado, desde el punto de vista del
control de la enfermedad, esta relacion podria verse relacionada con la virulencia de las
distintas cepas.

Ademas, el marcaje de particulas virales retenidas sobre filtros permite calibrar su
tamafio mediante un programa computacional. A diferencia de los resultados obtenidos por
Osorio y col (2005), cuando se marco el virus con anticuerpos fluorescentes se obtuvo un
amplio rango de tamafio. Este podria explicarse por la mayor o menor cantidad de moléculas
de fluorocromo unidas por particula viral.

El marcaje sobre filtros ha demostrado ser un método optimo para diagndstico ya que
permite visualizar y cuantificar particulas virales. En el Laboratorio de Bioquimica y
Virologia de la Universidad de Valparaiso, se desarroll6 un método para concentrar particulas
virales desde muestras de agua, ya que el virus IPN se mantiene y disemina a través de ella,
esto podria permitir a futuro la prediccion de brotes de infecciones virales (Chamorro y col
20006). Existen otros métodos para cuantificar particulas virales como la microscopia
electronica, pero no todas las particulas suelen unirse a la grilla (Couve y col 1992).

Para estudiar la cinética con que el virus se une a las células se realizo el marcaje de las
particulas virales adsorbidas a las células a diferentes tiempos. El nimero de particulas virales
fue aumentando a medida que transcurri6 el tiempo como era lo esperado (Kuznar y col 1995).
Para mejorar la visualizacion de las particulas virales adsorbidas, los nilicleos celulares fueron
marcados con loduro de Propidio, obteniendo un mayor contraste. Sin embargo, al cuantificar
las particulas virales con el programa computacional, las imagenes debieron ser tratadas ya
que el contraste del nicleo interfirié con el conteo. Por otra parte, otra dificultad ocurri6 en el
proceso de la toma de imagenes ya que las células al ser estructuras tridimensionales presentan
su superficie en diferentes profundidades de campo. Por lo tanto, para realizar un 6ptimo
conteo fueron seleccionadas las imagenes de las profundidades que contenian el maximo de
entidades fluorescentes.

Con el proposito de evaluar el protocolo disefiado, se realizo a modo de prueba, la
cuantificacion de las particulas virales adsorbidas por medio del programa computacional. La
cinética obtenida fue la esperada, uniéndose al inicio una gran cantidad de particulas fisicas
(Kuznar y col 1995).
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Antes de realizar la cuantificacion de las particulas virales adsorbidas, éstas debieron
ser calibradas para conocer su tamafio equivalente en pixeles encontrandose en un estrecho
rango de 2 a 31 pixeles. Esto podria deberse a que precisamente los virus que se unen a los
receptores celulares son entidades de tamafio homogéneo por su integridad estructural, esto
implica que se une a las células una determinada poblacion de particulas virales. No asi,
cuando las particulas virales son calibradas sobre filtros ya que el rango de tamafio obtenido
fue mucho mayor.

Al realizar la cuantificacion de las particulas virales encontramos que s6lo un bajo
porcentaje de particulas virales se unieron a las células, esto es, un 0,3% a los 60 minutos de
adsorcion. Si comparamos estos resultados con trabajos anteriores de adsorcion en el cual el
virus es marcado con radioactividad, se obtuvo un 15% de adsorcion al mismo tiempo con una
mdi similar (Kuznar y col 1995). Esta diferencia en los resultados puede deberse a una
sobreestimacion en el método de marcaje con radioactividad, ya que se podria estar
cuantificando radioactividad unida a la célula que no es virus. De igual forma, particulas
parcialmente ensambladas, podrian no ser reconocidas por lo anticuerpos por lo que las
particulas no serian visibles ni cuantificadas, subestimando el porcentaje de particulas
adsorbidas. Ademas, algunas particulas virales pueden quedar fuera de foco y no ser
cuantificadas al encontrarse en otra profundidad de campo. Sin embargo, trabajos realizados
hace algunos afios con microscopia electronica demuestran que el mecanismo de infeccion es
limitado a la interaccion de pocos virus ya que fue muy dificil encontrar virus adsorbido y/o
internalizado en vesiculas citoplasmaticas (Couve y col 1992).

Por otro lado, también fueron cuantificadas las particulas virales activas (FFs),
titulando el sobrenadante con virus remanente a los diferentes tiempos. El porcentaje de FFs
adsorbidos se obtuvo teoricamente por diferencia entre los FFs iniciales y finales. Por lo tanto,
este valor podria estar sujeto a errores ya que particulas virales podrian perderse con los
lavados. Sin embargo, como el virus se une a su receptor especificamente, la poblacion viral
que no tenga esta capacidad debiera cogerse y titularse en su totalidad ya que las células
fueron previamente bloqueadas con suero bovino fetal para evitar la adsorcion inespecifica del
virus. Por lo tanto, seria valido comparar los resultados obtenidos con la cuantificacion de las
particulas fisicas. Este es uno de los resultados mas relevantes de este trabajo ya que el
porcentaje de adsorcion de FFs fue mayor, obteniéndose un 48% de adsorcion a los 60
minutos, esto nos muestra que existe una subpoblacion de particulas virales (las con actividad
bioldgica) que se unen preferentemente a las células. Este resultado es concordante con el
concepto de que las particulas virales perfectamente ensambladas son las que se espera que
tengan actividad bioldgica, ya que tienen la estructura adecuada para asociarse con los
receptores especificos (Helenius 2007).

En conclusion, en este trabajo se logré desarrollar una metodologia sencilla para
estudiar la interaccion virus-célula a través de la visualizacion de particulas virales
fluorescentes adsorbidas. Sin embargo, es necesario realizar mas investigaciones para mejorar
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la cuantificacion de las particulas virales desde programas computacionales ya que no se
encuentra determinado el porcentaje de error asociado a cada una de las etapas del método.

Adicionalmente, se espera que los ensayos de adsorcion viral, permitan evaluar
mediante una metodologia relativamente simple y visual, la afinidad relativa del virus IPN por
los diferentes tejidos del pez. Asi sera posible investigar en profundidad la patogenie de la
enfermedad propiamente tal.
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8. ANEXO

REACTIVOS

- Cloruro de Sodio HCI fumante 37% (Merck).

- Cloroformo CHCI; (Analytic).

- Hidroxido de Sodio NaOH (Merck).

- Metanol CH3;OH (J.T.Baker).

- CO; comprimido (Aga).

- Polietilenglicol (HO(C,H40), H) 6000 (Merck).

- Sacarosa Ci,H»,0;; (Riedel-De Haén Ag Seelze-Hannover).

SOLUCIONES

Buffer Fosfato Salino (PBS). Na,HPO4 8,10 mM, KH,PO4 1,47 mM, KCl 2,68 mM, NaCl
1,37 mM. pH 7,3.

- Buffer Fosfato Salino (PBS) suplementado con MgCl, ImM y CaCl, 1 mM.
- Buffer TNE. Tris 10 mM, EDTA 1mM, NaCl 100 mM.

- Medio Minimo Esencial Eagle (USBiological) con sales Earle, L-glutamina y
Aminoacidos no esenciales, suplementado con 2% suero bovino fetal.

- Medio de montaje fluorescente DakoCytomation.

- Anticuerpo monoclonal anti-VP3 (Laboratorio Bioquimica y Virologia, Universidad de
Valparaiso).

- Anticuerpo policlonal anti-mouse IgG (whole molecule) — FITC (Isotiocianato de
fluoresceina) (Sigma).

- Toduro de Propidio.
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- Suero bovino fetal (Bio Whittaker).

- Tripsina-EDTA (Sigma).

MATERIAL DE LABORATORIO

Filtros de membrana de 6xido de aluminio (Anodisc) de 0,02 um de didmetro de poro
(Whatman, England).

- Porta objetos 76 x 26 x 1 mm (Marienfeld).

- Cubre objetos de 25 mm de diametro (Marienfeld).

- Multiplacas para cultivo celular 24 pocillos (Nunc Inter Med, Kamstrup, Dinamarca).
- Cubre objetos de 12 mm de diametro (Marienfeld).

- Micropipetas de 10, 20, 100, 200 y 1000 uL (Biopette-Labnet).

- Micropipetas (Eppendorf).

- Tubos de ultracentrifuga Ultra-Clear de 39mL.

- Tubos eppendorf 1,5 mL y 0,6 mL (Eppendorf).

- Unidades filtradoras dispensables Minisart” estériles de 0,20 pum (Sartorius).

- Unidades filtradoras dispensables Anostop 25 estériles de 0,02 um (Whatman).
- Jeringas estériles 5 mL (Nubenco).

- Cintas indicadoras de pH. ColorPHast pH 5-10 (Merck)

- Frascos plasticos de 75 cm” para cultivo celular, con tapa rosca y posicion de venteo
(Orange Scientific).

- Materiales de vidrio de uso rutinario en laboratorio.
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EQUIPQOS

- Agitador magnético Nuova II Stith Plate (Thermolyne).

- Vortex (Lab-Line Instruments, Inc).

- Orbitador Rotox mix type 48200 (Thermolyne).

- Balanza Analitica (Sartorius).

- Bomba de vacio. Motor Electromotors LTD (Ac Motor, Bs 5000-11).
- Camara de flujo laminar equipada con luz U.V mod. Un-126-300E (Nuaire).
- Céamara digital Power Shot G5 (Canon).

- Microscopio de epifluorescencia BX60 (Olympus).

- Microscopio optico (Leitz).

- Refrigerador Intelligent frost 44 (Bosch).

- Incubador 20°C Bioref mod W.19 (P+L electronica).

- Ultracentriguga Beckman. Rotor swinging-bucket SW-28.

- Centrifuga Sorvall Superspeed RC2-B. Rotor fixed-angle.
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