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RESUMEN

El virus de la necrosis pancreatica infecciosa (IPNV) es el agente etiologico de
la necrosis pancreatica infecciosa, enfermedad que afecta a distintas especies
de salmones y otras variedades de peces. Debido a su alta mortalidad produce
grandes pérdidas econdmicas en paises productores de salmones. IPNV es un
virus desnudo, con genoma bi-segmentado de RNA de hebra doble (dsRNA),
que pertenece a la familia Birnaviridae. Actualmente existe escasa informacion
de las etapas tempranas de la infeccion y aunque se postula que IPNV ingresa
a la célula hospedera mediante endocitosis, a la fecha se desconocen los
mecanismos moleculares involucrados en este evento.

La endocitosis es la principal ruta de ingreso a la célula y puede ser utilizada
por distintos virus para alcanzar a su sitio de replicacién celular. Las vias
endociticas mas habituales son; la macropinocitosis, endocitosis mediada por
clatrina (EMC) y endocitosis mediada por balsas lipidicas y/o caveolas. La
macropinocitosis constituye una ruta usada por numerosos virus desnudos
entre los que se cuenfa el virus de la enfermedad infecciosa de la bursa
(IBDV), un biravirus estrechamente relacionado con IPNV. Basado en las

similitudes estructurales e identidad aminoacidica entre ambos virus, en el

xxii




presente trabajo se propone que, al igual que IBDV, IPNV ingresa a la célula
por macropinocitosis. El objetivo de este estudio es determinar la via
endocitica que utiliza el IPNV para su ingreso a la célula, centrando este
analisis en la macropinocitosis. Para esto se utiliz la interrupcion funcional de
los componentes moleculares asociados a macropinocitosis y se determiné el
efecto de cada fratamiento en la infeccién del virus en células CHSE-214 y
SHK-1.

Este analisis mostro que el polieno filipina bloqued el ingreso del frazador de la
endocitosis dependiente de caveolas y/o balsas lipidicas, la subunidad B de
toxina de cdlera en las células CHSE-214 y el mismo efecto se observo con la
nistatina, en las células SHK-1. Sin embargo ninguno de los dos tratamientos
logrd bloquear la infeccion por IPNV en estas células, sugiriendo que el ingreso
de IPNV a las células CHSE-214 y SHK-1 es independiente de esta via
endocitica.  Adicionalmente, el frazador de la EMC, la transferrina, fue
internalizada en células SHK-1 y su ingreso fue blogueado por [a clorpromazina
mientras que en las células CHSE-214 esta molécula no ingreso luego de 24
horas de incubacién. Asi mismo, la clorpromazina no afecté la infeccion por
IPNV, sugiriendo que al menos en las células SHK-1 el ingreso de IPNV es
independiente de clatrina.

Notablemente, la infeccién viral se redujo significativamente cuando el
intercambiador de Na+/H+ se inhibié con 5-(N-etil-N-isopropil) amiloride (EIPA)
en las celulas CHSE-214 y SHK-1. Del mismo modo, la infeccién fue bloqueada

luego de la desarticulacion del citoesqueleto de actina mediante el uso de

xXiii




citocalasina D en las células CHSE-214. Ademas se observé que el virus
estimuld la captacion de la fase fluida (dextrdn-Texas red; DX-TR) y las
particulas virales co-localizaron con este marcador en tiempos tempranos de
infeccion. Todas estas caracteristicas cumplen con los criterios que definen la
macropinocitosis.

Para examinar el papel de los reguladores de macropinocitosis, se ensayaron
inhibidores adicionales. Los resultados obtenidos de este analisis muestran que
el virus IPN utiliza distintos factores celulares para su ingreso en los dos tipos
de cultivos celulares utilizados. De este modo, en las células CHSE-214 se
observd el requerimiento de la GTPasa Rho Rac1, las quinasas PAK-1, PKC y
la protefna motor miosina ll. Por su parte, la infeccién en las células SHK-1
mostird dependencia de la GTPasa Ras, la GTPasa Rho Cdc42, PKC y miosina
Il. En conjunto los resultados permiten concluir que IPNV ingresa a la células de

salmén mediante macropinocitosis.
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ABSTRACT

infectious pancreatic necrosis virus (IPNV) is the etiologic agent of infectious
pancreatic necrosis, a disease that affects different species of salmon and
other fish varieties. Due to its high mortality, it produces large economic losses
in the salmon producing countries. IPNV is a non-enveloped (naked), double-
stranded genome of RNA (dsRNA) virus, which belongs to the Birnaviridae
family. At present there is limited information on the early stages of infection
and although IPNV is postulated to enter the host cell through endocytosis, to
date the molecular mechanisms involved in this event are unknown.

Endocytosis is the main route of entry into the cell and can be used by different
viruses to reach their site of cellular replication. The most common endocytic
pathways are; macropinocytosis, clathrin mediated endocytosis (CEM) and
lipid mediated endocytosis and / or caveola endocytosis. Macropinocytosis is a
route used by numerous naked viruses, including infectious bursal virus
(IBDV), a closely related IPNV birnavirus. Based on the structural similarities
and amino acid ide;ntity between both viruses, in the present work it is
proposed that, as IBDV, IPNV enters the cell by macropinocytosis. The
objective of this study is to determine the endocytic pathway that IPNV uses to
enter the cell, focusing this analysis on macropinocytosis. Functional disruption

of the molecular components associated with macropinocytosis was used and
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the effect of each treatment on virus infection in CHSE-214 and SHK-1 cells
was determined.

This analysis showed that filipine polyene blocked the entry of endocytosis
dependent caveole and / or lipid rafts tracers, the B subunit of cholera toxin in
CHSE-214 cells and the same effect was observed with nystatin in SHK-1
cells. However, neither treatment blocked IPNV infection in these cells,
suggesting that the entry of IPNV into CHSE-214 and SHK-1 cells is
independent of this endocytic pathway. In addition, the EMC tracer, transferrin,
was internalized in SHK-1 cells and their entry was blocked by chlorpromazine,
whereas in CHSE-214 cells, transferrin did not enter after 24 hours of
incubation. Similarly, chlorpromazine did not affect iPNV infection, suggesting
that at least in SHK-1 cells the entry of IPNV is independent of clathrin.
Notably, viral infection was significantly reduced when the Na+/H+ exchanger,
NHE-1, was inhibited with 5- (N-ethyl-N-isopropyl) amiloride (EIPA) in CHSE-
214 and SHK-1 cells. Similarly, the infection was blocked after disruption of the
actin cytoskeleton by the use of cytochalasin D in CHSE-214 cells. It was also
observed that the virus stimulated uptake of the fluid phase (Texas red
dextran-DX-TR) and viral particles co-localized with this marker in the early
stages of infection. All these characteristics meet the criteria that define
macropinocytosis.

To examine the role of macropinocytosis regulators, additional inhibitors were
tested. The results obtained from this analysis show that the IPN virus uses

different cellular factors for its entry into the two types of cell cultures used.
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Then, the requirement for Rho Racl GTPase, PAK-1 kinases, PKC and
myosin Il motor protein was observed in CHSE-214 cells. On the other hand,
infection in SHK-1 cells showed dependence on GTPase Ras, GTPase Rho
Cdc42, PKC and myosin Il. In general, the results allow concluding that IPNV

enters the salmon cells by macropinocytosis.
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INTRODUCCION

Generalidades.

La salmonicultura en Chile representa una importante fuente de ingresos para el
pais y actualmente constituye el segundo rubro exportador del pais luego del
cobre, siendo, en orden de importancia; el salmén del Atlantico (Salmo salar), el
salmén del Pacifico o Coho (Oncorhynchus kisutch) y la trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss), las principales especies producidas (Banco Central de
Chile, 2017). De acuerdo al Informe Sectorial emitido por la Subsecretaria de
Pesca y Acuicultura en Mayo de 2017, la estimacién de cosechas acumuiadas
de Saimén Atlantico, Trucha arcoiris v Salmon coho al mes de Abril del
presente ano alcanzo las 227.149 toneladas netas, cuya exportacién ha
significado una valoracién total de US$1.447 millones, lo que representa un
8.3% del total nacional de ingresos por exportacién (Subsecretaria de Pesca y
Acuicultura, 2017).

Sin embargo, histéricamente esta actividad productiva ha debido superar
importantes obstaculos, siendo las enfermedades infecciosas uno de los mas
relevantes (Kibenge y col.,2012, Ibieta y col.,2013). De este modo, durante el
primer semestre de 2016, la mortalidad mensual promedio atribuida a este
factor alcanzo un 13,1% para Salmén Atlantico, 24,9% para Trucha arcoiris y

9,6% para Salmén coho (Kibenge y col., 2012, Servicio Nacional de Pesca y




Acuicultura, 2016).

En este contexto, la necrosis pancreatica infecciosa (IPN), es reconocida como
una de las principales enfermedades infecciosas que afecta a salmones en
cultivo intensivo, siendo responsable de mortalidades de hasta el 100% en la
fase de desarrollo temprano en agua dulce (alevin) y de 10 a 20% durante su
traspaso posterior a jaulas en el mar (post-smolts) (Hill y Way 1995, Evensen y
Santi, 2008, Kibenge y col.,2012, Ibieta y col.,2013). Su agente etioldgico es el
virus de la necrosis pancredtica infecciosa (IPNV), un virus pequefio (de
alrededor de 60 nm de diametro), desnudo (sin membrana o manto), con
genoma bi-segmentado de RNA de doble hebra (dsRNA), que pertenece a la
familia Birnaviridae.

IPNV es un virus cosmopolita y se ha detectado en distintas especies de peces,
moluscos y crustaceos (Toranzo y Metricic, 1982). Es un virus altamente
resistente a las condiciones medioambientales, pudiendo permanecer infectivo
por largos periodos en estuarios y aguas marinas (Ibieta y col., 2011, Roberts y
Pearson, 2005)

En Chile el primer reporte de IPNV se realizé en 1984 (McAllister y Reyes,
1984, Espinoza y col., 1985), sin embargo, no fue hasta 1998 cuando se
constaté la infeccion por IPNV en stocks de salmon del Atlantico y desde
entonces se ha distribuido ampliamente llegando a ser considerado endémico
en nuestro medio (Ibieta col., 2011). De este modo, su deteccion alcanzé el
30,2% de los diagndsticos de enfermedades infecciosas de notificacion

obligatoria informados al Servicio Nacional de Pesca y Acuicultura para el aiio
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2015 (Servicio Nacional de Pesca y Acuicultura, 2016).

Taxonomia y clasificacion.

De acuerdo a la clasificacion establecida por el International Committee for
Taxonomy of Virus (ICTV), IPNV pertenece a la familia Birnaviridae y al género
Aquavirnavirus. De acuerdo a su seroreactividad se ha dividido en 2
serogrupos, A y B, el primero de los cuales agrupa 9 serotipos (A1 al A9)
mientras que el segundo contiene un solo serotipo (B1) (Hill y Way, 1995).
Adicionalmente, estudios basados en andlisis de secuencias aminoacidicas de
la proteina principal de la capside, VP2, han llevado a la identificacion de 6
genogrupos (-Vl) los que se han correlacionado con los serotipos previamente
descritos (Cutrin y col., 2004). La distribucion de los sero y genotipos responde
a factores geograficos més que a caracteristicas del hospedero, siendo el
serotipo A1 prevalente en Estados Unidos, A2-A5 en Europa y AB-A9 en
Canada (Dixon y col., 2008, Gomez-Casado y col., 2011). En Chile los
salmonidos introducidos para cultivo son especies exdticas, siendo obtenidos
originalmente de ovas procedentes de Estados Unidos y norte de Europa
(Escocia, Islandia y Noruega), consecuentemente, el andlisis de secuencia
nucleotidica y aminoacidica de aislados de IPNV chilenos muestran un alto
porcentaje de similitud con los serotipos aislados en dichos paises, A1 y A2
respectivamente, sugiriendo un origen comun (Espinoza y col., 1985, Mutoloki y

Evensen, 2011).




Infeccién por IPNV en salmones.

El salmoén es una especie anadroma, es decir, un pez que nace y cumple sus
primeras etapas de desarrollo en agua duice para luego migrar a agua de mar,
donde crece y madura para retornar a agua dulce a reproducirse. Durante su
ciclo de vida se pueden distinguir seis etapas de desarrollo, de las cuales las
primeras cuatro (ova o huevo, alevin o espécimen recién nacido, fry y parr)
ocurren en agua dulce, mientras que los estadios de smolt y el salmén maduro
se desarrollan en aguas marinas. El cambio de un medio a ot‘ro produce un
fuerte grado de estrés en los salmones juveniles, lo que coincide con una
marcada sensibilidad frente a diversos agentes infecciosos (Klemetsen y col.,
2003).

Por ofra parte, se ha determinado que IPNV puede infectar diversas especies y
se ha logrado detectar en al menos 32 familias de peces, moluscos y
crustaceos, sin embargo se desconoce el rol que podria estar desempefando
en la mayoria de estos (Hill y Way, 1995). En salmones, IPNV se manifiesta en
forma de brotes, los que pueden afectar especimenes juveniles durante la etapa
de fry hasta 4 meses después del establecimiento de alimentacién exdgena.
Durante esta etapa la mortalidad puede alcanzar un 90% y los individuos
afectados presentan signos tipicos como oscurecimiento del color de la piel y
conducta natatoria anormal; como nado en la parte alta de la columna de agua,
abatimiento lateral e hiperventilacién. Los hallazgos histopatoldgicos
frecuentemente muestran necrosis severa de las células acinares del pancreas

junto con necrosis del intestino e higado (Robert y Pearson, 2005, Smail y col.,
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2006). La infeccion durante etapas posteriores de desarrolio en agua dulce (parr
y smolt) suele ser menos severa, produciendo una mortalidad en el orden del 10
al 20% de la poblacién afectada. Sin embargo, un segundo punto critico se
presenta durante la transferencia de agua dulce a salada, durante la etapa de
smolt, generalmente luego de 2-3 meses de la transferencia, la mortalidad
puede alcanzar un 50% (Bruno 2004, Robert y Pearson 2005). La infeccion
durante esta etapa se manifiesta con conducta natatoria anormal y el pez deja
de alimentarse. Durante la inspeccion macroscopica de los 6rganos internos se
puede observar higado palido y presencia de exudado intestinal (intestino

catarral)(McKnight y Roberts 1976).

Factores de virulencia.

Mediante comparacion de secuencias aminoacidicas de peptidos virales
provenientes de aislados de campo, se han identificado motivos supuestamente
asociados a virulencia en salmén del Atlantico. De acuerdo a esto, las cepas
virulentas presentaron los residuos 217Thr, 221Ala, 247Thr/Ala, y 500Tyr/His en
la proteina principal de la capside, VP2 (Santi y col., 2004). De igual modo,
realizando desafios con varias cepas recombinantes de IPNV, se determind que
los residuos 217 y 221 de VP2 son los determinantes de viruiencia en cepas del
serotipo Sp (Song y col., 2005). Asi, se observo que los virus que presentaron
217Thr y 221Ala fueron muy virulentos; las cepas que presentaron 217Pro y en
221Ala fueron medianamente virulentas, y las cepas con 221Thr e indistinto 217

resultaron avirulentas (Song y col 2005). Sin embargo, en estudios similares




con cepas escocesas, los aislados con residuos 217Pro y 221Ala en VP2
presentaron virulencia similar a las cepas con 217Thr y 221Ala (Smail y col
2006). Estos antecedentes sugieren que en la severidad de la infeccién por
IPNV intervendrian factores adicionales, posiblemente asociados al huésped y/o

condiciones ambientales (Santi y col, 2004).

Respuesta inmunologica.

Los salmonidos presentan una respuesta inmunoldgica frente a IPNV mediada
principalmente por interferon, el cual tiene un efecto sistémico, induciendo,
entre otros efectores, a la proteina Mx la que por medio de mecanismos que no
estan del todo esclarecidos, interrumpe la replicacién viral en las células
infectadas (Larsen y col., 2004, McBeath y col., 2007). Células antivirales
citotoxicas capaces de destruir células infectadas también han sido reportadas
en salménidos y juegan un rol importante en la respuesta inmunoldgica frente a

infecciones virales (Ellis 2001).

Caracteristicas generales y ciclo biolégico de IPNV.

IPNV es un virus sin membrana con estructura icosaédrica que alcanza 60 nm
de diametro. Su genoma estd compuesto de RNA de doble hebra (dsRNA)
bisegmentado. El segmento A, de alrededor de 3 kb codifica una poliproteina
precursora (pVP2-VP4-VP3) que luego de su procesamiento proteolitico
mediado por VP4, produce las proteinas estructurales VP2 (54 KDa) y VP3 (31

KDa) (Dobos,1995, Birghan y col., 2000). La proteina VP2 se organiza en
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trimeros y constituye el componente principal de la capside viral (Dobos, 1995,

Coulibaly y col., 2010). La proteina VP3 por su parte, se asocia al genoma viral

e interactta con la RNA polimerasa viral y con VP2, cumpliendo un rol esencial
en la morfogénesis de la particula viral (Bahar y col. 2013). Adicionalmente, a
partir del segmento genémico A se produce la proteina no estructural VP5 (17
KDa) de funcién desconocida a la fecha (Santi y col., 2005). El segmento B, de
aproximadamente 2.7 kb codifica una RNA polimerasa dependiente de RNA
(RARNApol), péptido que se puede encontrar en forma libre o ligada
covalentemente con ambos segmenios gendmicos (Vpg) (Dobos, 1995).

El ciclo de replicacion de IPNV se ha estudiado principalmente en células
CHSE-214, provenientes de embrién de salmén chinook (Oncorhynchus
tshawytscha). En estas condiciones toma aproximadamente 24 horas a 15°C y
comienza con la adsorcion de las particulas virales a la superficie celular,
posiblemente mediada por receptor(es) cuya identidad es desconocida
actualmente (Couve y col., 1992, Kuznar y col., 1995, Dobos y col., 1995).
Luego de 20 minutos, parte de las particulas virales adsorbidas penetran hacia
los compartimentos endociticos por un mecanismo no identificado hasta ahora
(Couve y col. 1992, Kuznar y col., 1995). Entre 2 y 4 horas se detectan
intermediarios de la transcripcion y Ia sintesis de proteinas comienza alrededor
de las 3 horas. Durante la transcripcién, ambos segmentos gendmicos dan
origen a RNAs mensajeros carentes de la estructura CAP en 5 vy

poliadenilacion en 3’ (Dobos, 1977, Somogyi y Dobos, 1980, Dobos y Roberts,




1983). La replicacion del genoma es semiconservativa y se realiza a partir de un
complejo de ribonucleoproteina que contiene una cadena de longitud completa
con sentido negativo, la que es usada como templado para la sintesis de
diversas formas truncadas en 3’ de la hebra positiva (Somogyi y Dobos, 1980,
Dobos y Roberts, 1983, Cortez-San Martin y col., 2009). La morfogénesis de la
particula viral comprende el procesamiento proteolitico de la proteina pre-VP2
(PVP2) en el extremo C terminal, lo que lleva a la produccién de la proteina VP2
madura (Dobos, 1977). Esta maduracion toma lugar después del ensamblaje,
paso que seria controlado por VP3 (Villanueva y col. 2004, Chevalier y col.,
2004). De acuerdo a datos de modelamiento molecular se cree que la capside
viral estaria compuesta exclusivamente por trimeros de la proteina VP2
(Coulibaly y col., 2010). Asi mismo, VP2 ha sido identificado como el principal
blanco de anticuerpos neutralizantes y representa un importante determinante
de virulencia de IPNV, probablemente como consecuencia de su afinidad por
receptores celulares (Santi y col.,, 2004, Sano y col., 1992, Shivapa y col.,
2004). Adicionalmente, la expresion de VP2 recombinante por si misma, lleva a
la produccion de particulas sub-virales (SVP) conformadas por 20 trimeros de
VP2 (Coulibaly y col 2010). Se ha observado que estas SVP son capaces
inducir la produccion de inmunidad humoral protectora frente al virus completo
en salmones, sugiriendo un alto grado de similitud de conformacion estructural

entre ambos (Martinez-Alonso 2012, Allnuit y col;, 2007).




Internalizacion de IPNV.

Aunque los mecanismos de entrada del virus no han sido aclarados a la fecha,
estudios de ultraestructura sugieren que el virus utilizaria el sistema endosomal
durante el ingreso a la célula. La ferritina cationica se ha utilizado clasicamente
en esiudios de internalizacion de la fraccion membranosa de la célula ya que
tiene la ventaja de adsorberse de manera inespecifica a componentes de Ia
superficie celular con carga negativa. De este modo, las fracciones de
membrana que son internalizadas mediante distintos procesos endociticos
pueden ser localizadas por su marca electrondensa bajo microscopia
electronica. Utilizando esta aproximacion metodolégica, Couve y cols.,
demostraron que el IPNV aparece internalizado en compartimentos vesiculares
perifericos tempranamente luego de ser inoculado en las células CHSE-214
(Couve y col., 1992).

Adicionalmente, existen evidencias que sugieren que IPNV, como numerosos
otros virus, podria utlizar la maduracion endosomal para gatillar el ingreso al
citoplasma (Farias y col., 1988, Kuznar y col., 1995). La maduracién endosomal
incluye disminucién progresiva del pH intravesicular junto con cambios en la
composicion de los fosfolipidos de membrana, reacciones de clivaje proteolitico
y reacciones redox. Estos cambios frecuentemente son utilizados por diversos
virus para penetrar hacia el citoplasma. De este modo, algunos virus con
envoltura reaccionan a la variacion del pH mediante cambios conformacionales
sus proteinas de fusion. Estos cambios se manifiestan en la exposicion de

residuos hidrofdbicos en las mismas, los que atacan la membrana endocitica y




gatillan la fusién de la ésta con la membrana viral. Como resultado de la fusion,
la capside viral es liberada al citoplasma (Yamauchi y Helenius, 2013). Por su
parte, los mecanismos de penetracion los virus no envueltos, como el virus
[PNV han sido menos estudiados. No obstante existen abundantes ejemplos de
virus desnudos que escapan hacia el citoplasma o vierten el contenido de sus
capsides luego de sufrir cambios conformacionales inducidos por variaciones en
el pH (Yamauchi y Helenius, 2013).

Usando virus marcado con FITC, cuya intensidad de fluorescencia decrece con
el pH, se ha observado que IPNV se acumula en compartimentos endociticos
acidos luego del escape de la superficie celular (Kuznar y col., 1995). Asi
mismo, se ha demostrado que el cloruro de amonio, agente neutralizante del pH
endosomal, inhibe la replicacién del IPNV (Farias y col., 1988). Sin embargo, no
se ha establecido si este agente inhibe directamente la internalizacion del virus
o compromete etapas posteriores del ciclo replicativo. En el sentido opuesto,
estudios usando el macrdlido Bafilomicina A1, un poderoso inhibidor de Ia
ATPasa vacuolar tipo H+, indican que a concentraciones suficientes para
producir un incremento del pH endosomal, no se afecta la replicacion de IPNV,
desestimando la dependencia del pH endosomal como mecanismo de
penetracion al citoplasma (Yoshimori y col., 1991, Espinoza y Kuznar, 1997).
Adicionalmente, observaciones realizadas con microscopia electrénica durante
las etapas tempranas de infeccion con IPNV en células CHSE-214, muestran la
presencia particulas virales asociadas a estructuras similares a vesiculas

recubiertas de clatrina (Granzow y col., 1997). Sin embargo, la composicién de
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estas vesiculas no fue establecida.

Recientemente Moen y cols., utilizando una aproximacion genética, basada en
el andlisis de regiones genomicas de salmon del Atlantico que determinan
resitencia a la infeccién por IPNV (QTL; quantitative trait locus), determinaron
que polimorfismos en el gen de la caderina epitelial (cdhf) contribuyen de
manera importante a este fenotipo (Moen y cols., 2015). Adicionalmente, estos
mismos autores observaron que el virus co-inmunoprecipita y co-localiza con el
producto de este gen en compartimentos vesiculares de secciones de tejido
hepatico organotipico infectado con el IPNV (Moen y cols., 2015). Esto sugiere
que la caderina epitelial podria estar jugando un rol relevante durante el ingreso
del virus IPN a la célula. Las caderinas representan una de las principales
moléculas de adhesion de la células y juegan un rol central en la formacion de
las uniones adherentes intercelulares. El trafico endocitco de membranas es
reconocido como el mecanismo fundamental de modulacién de su funcién. De
este modo, los niveles de cadherina en la superficie celular estan determinados
por las tasas de endocitosis y degradacion versus la sintesis de nuevas
proteinas y reciclaje de moléculas hacia la superficie celular. Aunque la
internalizacién de caderina por la via endocitica dependiente de clatrina es la
mejor caracterizada, se ha descrito que esta también puede ocurrir por vias
independientes de clatrina, como macropinocitosis y balsas lipidicas y/o
caveolas, lo cual ocurre en directa relacion al estimulo que gatille Ia

internalizacion y el tejido estudiado (Cadwell y cols., 2016).
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Mecanismos virales de ingreso a la célula.

Los virus, al ser parasitos intracelulares obligatorios, deben entrar en la célula
huesped vy liberar su material genético y proteinas accesorias para. iniciar su
ciclo replicativo. La membrana plasmatica de la célula huésped representa la
primera barrera fisica que los virus deben sobrepasar para lograr la entrada.
Algunos virus con envoltura como el virus del herpes simplex tipo 1 (VHS-1) y el
virus de [a inmunodeficiencia humana (VIH) son capaces de ingresar a la célula
mediante fusién directa de la membrana viral con la membrana plasmatica de
su célula blanco (Smith y Helenius, 2004).

Por ofro lado, muchos virus de animales utilizan la endocitosis para entrar en la
célula y desarrollar su ciclo replicativo. La endocitosis es un proceso de
transporte activo, el que mediante invaginaciones de la membrana plasmatica
resulta en la formacion de vesiculas intracelulares que capturan componentes
de la superficie celular y/o del medio extracelular. Estas vesiculas pasan a
formar parte de la red endocitica, la que comprende un intrincado sistema de
membranas que se encarga del trafico y del procesamiento de los componentes
internalizados (Di Fiore y col., 2014). Se han descrito tres mecanismos o vias
principales de endocitosis; macropinocitosis, endocitosis mediada por clatrina
(EMC) y endocitosis mediada por balsa lipidicas y/o caveolas, cada uno de los
cuales es utilizado por diversos agentes infecciosos, incluyendo virus, para su
ingreso a la célula (Yamauchi y Helenius, 2013, Cossart y Helenius, 2014,
Smith y Helenius, 2004).

La utilizacién de las distintas vias endociticas ofrece numerosas ventajas a la
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particula viral al momento de ingresar a su célula hospedera, como la
posibilidad sortear obstaculos como la membrana plasmatica, y la red intrincada
de microfilamentos de la corteza de actina. Del mismo modo, el uso de
endocitosis le ofrece al virus un mecanismo de transporte intracelular hacia la
porcion mas interna del citoplasma, permitiendole alcanzar los compartimentos
subcelulares optimos para la replicaciéon viral (Yamauchi y Helenius, 2013).
Adicionalmente, los virus ingresados por endocitosis escapan a la vigilancia del
sitema inmunoldgico al no dejar rastros en membrana plasmatica, como si

ocurre durante el ingreso por fusién de membranas (Cossart y Helenius, 2014)

Ingreso de virus a la célula a través de endocitosis.

Numerosos virus utilizan la endocitosis como mecanismo de entrada a la célula,
proceso que comienza con la adhesion de la particula viral a distintos
elementos de superficie celular, los que le confieren una determinada
especificidad celular, un tropismo tisular y finalmente determinan el curso de la
enfermedad (Yamauchi y Helenius, 2013, Cossart y Helenius, 2014).

Los elementos de adhesion pueden ser de diversa naturaleza, ya sea;
proteinas, carbohidratos o lipidos. Muchos de estos sirven solo como factores
de adhesion, permitiendo la concentracién del virus en determinadas regiones
de la superficie celular. Otras representan receptores verdaderos o factores
accesorios, los que ademas de servir de puntos de anclaje, son responsables
de guiar a los virus hacia una determinada via endocitica mediante la

transmision de las senales apropiadas hacia el citoplasma (Smith y Helenius,
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2004, Cossart y Helenius, 2014).

Los receptores celulares generalmente no son tnicos, pudiendo un virus utilizar
miultiples receptores. Un claro ejemplo de esto es el caso de los miembros del
genero reovirus, los que interactian con miiltiples moléculas de superficie
celular a través de diferentes dominios de las proteinas de su capside,
incluyendo varias integrinas y proteinas de shock térmico, las que actian como
receptores y factores accesorios de entrada (Lopez y Arias, 2004).

Durante la etapa de sefializacién celular se produce la activacion de multiples
factores, tanto a nivel de superficie celular como transductores y efectores rio
abajo, que llevan a cambios celulares que favorecen el proceso endocitico
(Yamauchi y Helenius, 2013). Un ejemplo bien caracterizado de esta etapa lo
constituye la induccion de la formacion de rizos de membrana vy
macropinocitosis por parte del poxvirus vacuna (VACV) (Mercer vy Helenius,
2008, Mercer y col., 2010). Luego de la activacion de receptores de fosfatidil
serina, el VACV es capaz de inducir la formacion de grandes protrusiones de
membrana en un proceso dependiente de actina. Esto lo logra a través de la
activacion de la via de sefalizacion gatillada comunmente por cuerpos
apototicos, la que luego de la activacion de la enzima fosfatidilinositol 3-quinasa
(P13K), conduce a la activacion de la GTPasa de tipo Rho Rac1 y la quinasa
activada por P21 (PAK1) (Mercer y Helenius, 2008).

De modo similar, durante la entrada viral dependiente de caveolas y balsas
lipidicas son activadas mas de 40 quinasas, mientras que la internalizacion de

virus por endocitosis mediada por clairina depende de 4,5 fosfoinositol
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bisfosfato junto con mas 60 proteinas diferentes, que son reclutadas
secuencialmente durante el proceso endocitico (Pelkmans y Helenius, 2002,

Pelkmans y col., 2005, Yamauchi y Helenius, 2013).

Endocitosis Mediada por Clatrina.

La EMC es la principal via de internalizacion de diversas macromoléculas y es
quizas la via de endocitica mejor estudiada. Llamada también endocitosis
mediada por receptores por el requerimiento de la unién de un ligando a su
respectivo receptor como parte de la activacion de este mecanismo. Durante la
internalizacion de una molécula cargo, las moléculas de clatrina, cuya
conformacion recuerda un friskelion, son reclutadas a la membrana plasmatica
por el complejo adaptador AP2 (adaptor protein complex 2) vy luego son
ensambladas en una estructura poliédrica de alrededor de 100 nm (Kirchhausen
y col., 2014, McMahon y Bucrot, 2011).

La EMC comienza con la etapa de nucleacion, durante la cual ocurre la rapida
formacion (1-6 min.) de pequefias invaginaciones de la membrana recubiertos
por clatrina llamados “pozos”. Esto ocurre en médulos de nucleacién y para que
se produzca, la proteina AP2 debe ser activada. Dicha activacién es gatillada
por motivos endociticos presentes en la porcidn citoplasmatica de receptores de
membrana, los que son activados anteriormente por fa unién a su ligando
(McMahon y Boucrot, 2011, Cosart y Helenius, 2014). La formacién de estos
modulos requiere adicionalmente de fosfatidilinositol -4,5-bisfosfato y las

proteinas auxiliares Epsin, FCHo e intersectina y usualmente puede ser inhibida
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por clorpromazina (Jost y col., 1998, Yamabhai y col., 1998, Chen y col., 1998,
Henne y col., 2010, Wang y col., 1993).

Durante la internalizacion, la vesicula recubierta de clatrina es liberada de la
cara interna de la membrana plasmatica por la accion de la dinamina, una
GTPasa cuya actividad puede ser anulada especificamente por el compuesto
Dynasore o mediante el uso de [a dominante negativa dinamina-2 K44A (Macia
y col., 2006, McCluskey y col, 2013). Una vez libre de la membrana,
transcurridos 5-20 segundos, la cubierta de clatrina se disocia de la vesicula,
paso que es asistido por la accién de Hsp70 y auxilina. Finalmente en un lapso
de minutos la vesicula se fusiona y vierte su contenido en el sistema endosomal
(McMahon y Bucrot, 2011, Cossart y Helenius 2014).

Aunque en [ineas generales la EMC es independiente de actina, mediante el
seguimiento de una sola particula viral (single virus tracking) se ha observado
que la internalizacion de algunos virus, con formas irregulares y tamafios
medianos como el virus de la estomatitis vesicular (VSV), pueden inducir la
formacion de vesiculas recubiertas parciaimente de clatrina con tamarios y
formas irregulares. La formacién de estas estructuras es dependiente de la
polimerizacién local de actina y la internalizacion de VSV es parcialmente
inhibida por el uso de citocalasina D (Cureton y col., 2009, Cureton y col.,
2010). Al respecto, recientemente se ha descrito que la formacion de las
cavidades recubiertas de clatrina pueden ser dependientes e independientes de
polimerizacion de actina, esto estaria determinado por tension en la membrana

plasmatica (tension mecénica y osmética) que impediria la propagacién del
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recubrimiento de clatrina y estaria mediado por la proteina Hip1R que serviria
de enganche entre la cadena liviana de clatrina y la actina (Boulant y col., 2011,
McMahon y Bucrot, 2011).

Mediante el uso de particulas virales marcadas con moléculas o proteinas
fluorescentes acoplado a tecnologias de visualizacion confocal y andlisis de
imagen de alta resolucién en tiempo real (five-cell imaging) se han observado
dos mecanismos de internalizacién durante la CME; algunos virus, como el
virus Dengue (DENV), luego de un periodo de movimiento lateral, difunden
dentro de areas con vesiculas recubiertas con clatrina preformadas, mientras
que otros, como el virus influenza (V) directamente inducen el ensamblaje de
estas en el sitio de union a su receptor (Cossart y Helenius, 2014, Rust y col.,

2004, van der Schaar y col., 2008)

Endocitosis dependiente de balsas lipidicas y/o caveolas.

Las balsas lipidicas son microdominios de la membrana plasmatica
enriquecidos de lipidos saturados y colesterol. Debido a su composicién, son
estructuras rigidas y altamente ordenadas. Esta caracteristica les permite
moverse lateralmente en el plano de la membrana plasmatica, cuya
composicion, principalmente de fosfolipidos no saturados, constituye un medio
mas fluido. (Parton y Richards, 2003). Adicionalmente, las balsas lipidicas
albergan diversas proteinas, tales como las proteinas ancladas a
glicofosfatidilinositol (GPI), proteinas doblemente aciladas (ej.; las tirosina

quinasas de la familia Src y las subunidades Ga de las proteinas G
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heterotrimericas), y proteinas palmitoiladas y asociadas a colesterol. Del mismo
modo, la proteina caveolina, componente central de las caveolas, es una
proteina integral de membrana residente de las balsas lipidicas (Liu y col.,
2002).

Las caveolas, o caveolae, del latin “pequefias cuevas”, son pequefias
invaginaciones de la membrana plasmatica (50-10 nm) con forma de bulbo que
se han asociado a endocitosis, transitosis, mantencién de la composicion de la
membrana plasmatica, proteccion frente a stress mecanico y sefalizacion
celular (Cheng y Nichols, 2016, Parton y Collins, 2016). Ademas de caveolina,
la composicién de las caveolas incluye 4 tipos de cavinas (cavin 1-4), las que
son expresadas en muchos tipos celulares y son esenciales para la biogénesis
caveolar (Parton y Collins, 2016).

Los mecanismos gatillantes de la formacién de fas caveolas actualmente son
desconocidos y son objeto de intensa investigacion (Cheng y Nichols, 2016).
Sin embargo, se sabe que la escisién de la vesicula estaria mediada por la
GTPasa dinamina, luego de lo cual esta vesicula migraria hasta incorporarse en
una estructura de pH neutral llamada caveosoma (Parton y Richard, 2003).

Se han propuesto varios cargos de esta via endocitica, incluyendo proteinas
ancladas a GPI, el recepfor de la insulina, la toxina shiga y de célera, colesterol,
albumina y el virus SV40 (Pelksman y Helenius, 2002, Cheng y Nichols, 2016).
Respecto de este dltimo, utilizando microscopia de particulas infectivas
marcadas con fluorescencia, se ha demostrado que SV40 colocaliza con

caveolina 1 y la infeccion es bloqueada por drogas que distorsionan
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selectivamente las balsas lipidicas y caveolas en las células CV-1 de mono
verde africano (Anderson y col., 19986, Pelkmans y col., 2001, Pelkmans y col.,
2004). En el mismo sentido, la inoculacién de SV40 induce intensa fosforilacion
de quinasas en caveolas y el knockdown de caveolina 1 por shRNA y siRNA
resulta en la disminucion de endocitosis e infeccidén por SV40 en células Hela
(Pelkmans y col., 2005). Adicionalmente, se ha descrito ofros polyomavirus
tambien pueden utilizar esta via endocitica, como el virus BK y el polyomavirus

murino (Richterova y col., 2001, Neu y col., 2009).

Macropinocitosis.

La macropinocitosis es un proceso de intemalizacién de componentes no
especificos de la fase extracelular. Es un proceso estrictamente dependiente de
actina ya que requiere importantes modificaciones del citoesqueleto. Estas
modificaciones llevan a la formacién de grandes protrusiones que extruyen
desde la membrana plasmatica y se cierran sobre si mismas para capturar una
fraccion del medio extracelular (Kerr y Teasdale, 2009) . La macropinocitosis se
manifiesta de manera constitutiva en las células dendriticas y macréfagos, en
las cuales cumple un rol relevante durante la presentacion de antigenos
extracelulares. En otros linajes celulares debe ser inducida y responde a la
activacion de receptores de superficie celular. Adicionalmente, Ila
macropinocitosis participa en la captura de nufrientes, la deteccién de sefiales
extracelulares y el recambio de la membrana plasmatica (Kerr y Teasdale,

2009, Buckley y col., 2016, Buckley y King, 2017)
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La formacién del macropinosoma requiere de cambios en la estructura
tridimensional del citoesqueleto, cuya coordinacién temporal y espacial recae
principalmente en las GTPasas de tipo Rho y Ras y en la dinamica de
fosfoinositoles regulada por quinasas y fosfatasas (Swanson, 2008; Veltman y
col., 2016, Buckley y col., 2016, Buckley y King, 2017). De este modo, diversas
proteinas modificadoras de la dinamica de actina son reclutadas al sitio de
formacién de las profrusiones de membrana para formar copas
macropinociticas. Estas estructuras, con forma de bolsillo, se cierran en
vesiculas de tamafios superiores a los 200 nm, se escinden de la membrana
plasmatica y transitan hacia el interior de la célula. Este transito va acompafado
de un proceso de maduracién, el que incluye su compactacion y la adquisicién
de marcadores endosomales tardios, proceso que es orquestado por las
GTPasas de la familia Rab y los fosfoinositoles (Egami y col., 2014, Buckley y
King, 2017, Marques y col., 2017). Finalmente, el macropinosoma puede unirse
al lisosoma o, mengs frecuentemente, puede ser reciclado hacia la membrana
plasmatica (Kerr y Teasdale, 2009, Buckley y King, 2017).

Numerosos agentes infecciosos, incluidos bacterias, virus, protozoos y priones
son capaces de utilizar esta via endocitica para ingresar a la célula, ya sea de
manera pasiva o induciendo directamente su activacion (Mercer y Helenius,
2009, Marques y col., 2017). El virus vacuna (VACV), enterovirus 1 (EnV1),
coxsackievirus B (CVB), virus Ebola (EBOV), virus Nipah (NiV), influenza A
(IAV), adenovirus 3 (Adv3), citomegalovirus (CMV), herpesvirus humano 8

(KSHV}), virus respiratorio sincicial (VRS), virus de la fiebre aftosa (FMDV) y
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virus de la inmunodeficiencia humana 1 (HIV-1) se cuentan entre estos (Mercer
y Helenius, 2009, Pernet y col., 2009, Raghu y col., 2009, Saeed y col., 2010,
Nanbo y col., 2010, De Vries y col., 2011, Haspot y col., 2012, Krzyzaniak y col.,
2013, Hetzeneker y col., 2016). Asi mismo, se ha determinado que el virus aviar
de la enfermedad infecciosa de la bursa (IBDV), especie prototipc del género
Avibirnavirus y filogenéticamente relacionado con IPNV, ingresa a su célula
hospedera a través de macropinocitosis (Delgui y col., 2009, Yip y col., 2012,
Gimenez y col., 2015). Se ha determinado que el ingreso de IBDV comienza por
la unién de la particula viral a sus dos receptores principales, la proteina de
shock térmico HSPS0 e integrina a4f1 (Lin y col., 2007, Delgui y col., 2009). La
macropinocitosis estaria gatillada por la interaccién entre el virus y la integrina
0431 dando origen a la cascada de sefalizacion que compromete a c-Src, la
GTPasa RhoA y Akt (Ye y col., 2017)

En particular, IBDV e IPNV son los birnavirus mejor estudiados y sus proteinas
principales de capside presentan alta conservacion de secuencia aminoacidica
la que alcanza aproximadamente 40 y 35% para VP2 y VP3, respectivamente
(Pous y col, 2005, Coulibaly y col, 2005). De acuerdo a estudios
cristalogréficos y estudios de modelamiento tridimensional de la capside, IBDV
e IPNV también comparien importantes similitudes estructurales. Este hecho
permite sugerir la hipdtesis de que ambos agentes podrian tener la misma ruta
de ingreso a sus respectivas células hospederas (Ozel y col., 1985, Pous y col.,
2005, Coulibaly y col., 2005, Coulibaly y col., 2010).

Dado que a la fecha se desconoce [a via de ingreso del virus IPN, el presente
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estudio tiene como propésito determinar dicho mecanismo. De acuerdo a los
antecedentes expuestos resulta plausible de que IPNV ingrese a su célula
hospedera utilizando un mecanismo de endocitosis similar al utilizado por IBDV
basado en macropinocitosis.

Este estudio constituye un aporte para la compresién de la interaccion virus-
hospedero, perfilando nuevos blancos terapéuticos para enfrentar esta infeccién
en el contexto del mejoramiento de los procesos de produccién de este
importante sector industrial en nuestro pais como de otros paises productores

de salmon.
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HIPOTESIS

“IPNV ingresa a la célula utilizando macropinocitosis”.

OBJETIVOS

Objetivo general:

ldentificar la via de ingreso a la célula utilizada por el virus IPN.

Objetivos especificos:

- 1. _Evaluar el ingreso de IPNV a la célula CHSE-214 por endocitosis
mediada por clatrina y balsas lipidicas / caveolas.

2. Evaluar el ingreso de IPNV a las células CHSE-214 por macropinocitosis.

3. Evaluar el ingreso de IPNV a las células SHK-1 por macropinocitosis.
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MATERIALES Y METODOS

Células. Las células CHSE-214 (ATCC CRL 1681) se cultivaron a 20°C en
medio minimo esencial de Eagle (MEM), con sales de Earle y L-glutamina,
suplementado con aminoécidos esenciales, 100 U/ml de penicilina y 100 ug/ml
de estreptomicina y 2-5% de suero fetal bovino (SFB) (Corning, NY, EE.UU.).
Las células SHK-1 (ECACC 97111106) se propagaron en medio Leibovitz's |-
15, modificado con L-glutamina (Corning, NY, EE.UU.) suplementado con
aminoacidos esenciales, 100 U/ml de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina,
y 10% de suero fetal bovino (SFB) a 20°C. Las células HeLa (ATCC CCL-2) se
cultivaron a 37°C y en ambiente de 5% de CO, empleando medio MEM
suplementado con 10% de SFB, 100 U/ml de penicilina y 100 pg/ml de
estreptomicina.

Se utilizé el virus IPN cepa Sp, la cual es una de las cepas prevalentes en

Chile (Tapia y col., 2015).

Reactivos. 5-(N-etil-N-isopropil) amiloride (EIPA), blebbistatina, casin,
clorpromazina, citocalasina D, complejo de filipina, IPA-3, nocodazol,
NSC23766, rottlerina, salirasib, wortmannina , Fluoromount™, polietilenglicol
8000 y Sepharose® 6B fueron obtenidos de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,

EUA). La transferrina conjugada Alexa Fluor ® 633 (Trf-A633), Dextran-Texas
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Red® lisina fijable (70.000 MW) (DX-TR), subunidad B de la toxina del colera
conjugada con Alexa Fluor® 594 (CTB-A594), faloidina conjugada con rodamina
y la solucién de Hoechst 3342 se obtuvieron de Molecular Probes Thermo
Fisher Scientific (Waltham, MA USA). Los inhibidores utilizados y su blanco

molecular se muestran en la tabla 1.

Anticuerpos. El anticuerpo oligoclonal de ratén anti-VP2 / VP3 de IPNV se
obtuvo de Ango, Austral bioldgicos, (San Ramén, CA USA), el anticuerpo
monoclonal de rat6n J5 anti dsRNA 1gG2b fue facilitado por Scicons English and
Scientific Consulting Kft (Budapest, Hungria). El anticuerpo secundario IgG de
burro anti-ratén, conjugado con Alexa Fluor® 488 se obtuvo de Molecular

Probes, Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA).

Purificacién de particulas virales. El virus se propagé en células CHSE-214
hasta la aparicion de efecto citopatico masivo (5-7 dias). Se separ¢ el
sobrenadante y se clarificé por centrifugacion a 2000 rpm por 20 minutos. El
virus fue precipitado con 6% de polietilenglicol (PEG) 8000 y 1% de NaCl. La
mezcla se dejé agitando toda la noche a 4°C y al dia siguiente se centrifugt a
8000 rpm por 30 min a 4°C. El sedimento se resuspendié en 2 ml de bufer
fosfato salino (PBS) pH 7,4. Finalmente las particulas virales fueron purificadas
mediante cromatografia de exclusion molecular con Sepharose® 6B en PBS pH
7,4. Las fracciones obtenidas se cuantificaron por medicién especirofotométrica

de su absorbancia a 260 nm (A de 1.0 em™ = 40 ng de RNA) y RTgPCR
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segun protocolo descritc mas abajo (Julin y col., 2009). La infectividad de las
particulas virales, (fissue culture infectious dosis 50%; TClIDsg) se determind
mediante fitulacion por dilucién limite (Reed y Muench, 1938, Barbas y col.,

2007, Julin y col., 2009).

RTgPCR. EI RNA se exirajo usando High Pure Nucleic Acid Viral kit (Roche) o
TRIZOL® (Thermo Fisher Scientific) y la reaccion de transcripcién reversa y
amplificacién se realizé en un solo paso utilizando Brilliant Il Sybr® Green QRT-
PCR Master Mix, one step (Agilent Technologies) en el termociclador Rotor
Gene 6000 Real-Time PRC Machine (Qiagen, Hilden, Alemania). Se utilizaron
los partidores dirigidos a la regién codificante de la proteina de la capside VP2

usando condiciones descritas previamente (Julin y col., 2009).

Inmunofluorescencia indirecta (IFl). Las células CHSE-214 y SHK-1 se
propagaron hasta 60-70% de confluencia en placas de 24 pocillos con
cubreobjetos circulares de 12 mm de diametro. El virus IPN se inoculd a una
MOI de 1 TCIDso, se dejé adsorber durante una hora a 4°C y se lavo con PBS,
pH 7,4. Después de 6-12 h de incubacion a 20°C para la infeccién en células
CHSE-214 y 18-24 horas a la misma temperatura en células SHK-1, las células
se lavaron con PBS, se fijaron con paraformaidehido al 3,7% (PFA)-4% de
sacarosa durante 20 min a 20°C, se bloquearon con glicina al 0,1% a
temperatura ambiente por 5 min, se permeabilizaron con triton 0,1 % durante 5

min a temperatura ambiente y se lavaron de nuevo con PBS. El anticuerpo
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primario oligoclonal anti-VP2 / VP3 de IPNV (dilucién 1: 500) o el anticuerpo
monoclonal J5 anti dsRNA (dilucién 1:500) se aplicé durante 1 h a temperatura
ambiente. El anticuerpo en exceso se elimind mediante 3 lavados con PBS
durante 5 minutos cada uno. Se aplico anticuerpo secundario de burro anti-
ratdn conjugado con Alexa ® Fluor 488 (dilucion 1: 500) y se incubé durante 30
min a temperatura ambiente. Se lavé 3 veces con PBS durante 5 min cada vez
y se aplico la solucion de tincién nuclear de Hoechst (1: 1500) durante 15 min a
temperatura ambiente. Adicionalmente, en algunos ensayos se uso faloidina
conjugada con rodamina (1:300) para marcar la actina-F en el citoesqueleto.
Esta tincion se aplico por 15 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, las
preparaciones se lavaron con PBS y con agua destilada y se montaron en
portaobjetos usando Fluoromount ™. Las preparaciones fueron observadas
usando microscopio de epifluorescencia Olympus Spinning Disk 1X81 usando
lente objetivo de 40X. Se grabaron al menos 10 imégenes digitales para cada
preparacion. Se contaron al menos 250 células en cada preparacion y se
determiné el porcentaje de ellas que presenté sefial fluorescente, es decir,
aquellas que expresaron VP2 / VP3 de IPNV, utilizando la aplicacion “cell
counter” del programa Imaged para Mac OS X version 2.2.2-rc-54/1.51h (NIH,
USA). Alternativamente, durante el estudio de la infeccién en células SHK-1, se
midio la intensidad de fluorescencia como marcador de el nivel de expresion de
las proteinas estructurales VP2/VP3 usando el mismo programa. Para esto se
midi6é el parametro de densidad integrada de la sefial verde en el area total

ocupada por la celulas en cada imagen y se dividié por el nimero de células en
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la imagen correspondiente. Cada experimento se realizé por triplicado.

Tincién de actina durante la infeccion de IPNV. Las células CHSE-214 y
SHK-1 fueron propagadas hasta un 70% y 90% de confluencia en placas de 24
pocillos con cubreobjetos circulares, respectivamente. Antes del ensayo, las
células SHK-1 fueron incubadas por 16 horas adicionales en medio L-15 sin
SFB, mientras que las células CHSE-214 fueron procesadas directamente. Las
celulas CHSE-214 fueron inoculadas con IPNV (MOI=10) y el virus se dejo
adsorber por 1 hora a 4°C para luego ser incubadas a 20°C por distintos
tiempos. Las células SHK-1 fueron inoculadas con IPNV (MOI=30). Dado que
se observé previamente que la incubacién a 4°C induce cambios morfolgicos
significativos en las células SHK-1, estas fueron incubadas directamente a 20°C
por distintos tiempos. Las preparaciones se fijaron con PFA-sacarosa 4% a
distintos tiempos (0, 5, 15, 36, 495, 60, 120 minutos) y fueron procesadas por IF|
para VP2/VP3 de IPNV de acuerdo a protocolo descrito mas arriba. La actina F
se marcé con faloidina conjugada con rodamina (1:300) y se contrastd con
tincion nuclear de Héechst (1:1500). Las preparaciones fueron observadas en
microscopio confocal de escaneo laser Nikon C2 Plus espectral, usando

objetivo de 100X.

Induccion de captura de fase fluida. Las células fueron propagadas en placas
de 24 pocillos con cubreobjetos circulares hasta una confluencia de 70-90% en
medio MEM mas 2% de SFB para CHSE-214 y medio L15 mas 10% de SFB

para SHK-1. Las celulas fueron lavadas 3 veces con PBS pH 74 y se les
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restituyé el medio de cultivo sin SFB. Luego de 16 horas de incubacién a 20°C
en ausencia de SFB, las células fueron lavadas con PBS pH 7,4 y se inocul6 el
virus IPN purificado en medio de cultivo sin SFB (MOI=2, 10, 20, 30 y 50 para
CHSE-214 y MOI=10 y 30 para SHK-1). Para los ensayos en células CHSE-
214 las particulas virales se dejaron adsorber durante 1 hora a 4°C, se lavaron
con PBS pH7 .4 frio para eliminar los virus no adsorbidos y se aplicé el marcador
DX-TR diluido en medio de cultivo a 0,25 mg/mL por 15 min. Para los ensayos
en células SHK-1 no se utilizd adsorcion, sino que se inoculd el virus
directamente en presencia del marcador DX-TR y se incubé por 10 y 30 min a
20°C. Finalmente, las células fueron lavadas con PBS, fijadas con PFA 3.7% -
sucrosa 4% en PBS, tefidas con solucion de Héechst (dilucion 1:1500) y
montadas con Fluoromount™. Las preparaciones fueron observadas en
microscopio confocal de escaneo laser Zeiss LSM 250 con lente objetivo 62X,
Se obtuvieron 10 fotos de cada condicién experimental. Las sefiales de los
macropinosomas (DX-TR) fueron cuantificadas mediante calculo de indice
macropinocitico, usando programa Image J 1.50c4 segun protocolo descrito
previamente (Commisso y col., 2014). El analisis estadistico T de Student fue
realizado usando programa GraphPad Prism 6.0c y las diferencias con p<0.05
se consideraron estadisticamente significativas.  Adicionalmente, para el
ensayo en células CHSE-214 se calculd el coeficiente de correlacién de
Pearson enire el indice macropinocitico versus MQI de IPNV usando el

programa GraphPad Prism 6.0c.
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Infeccién en presencia de inhibidores de las vias de endocitosis. Las
células se cultivaron hasta una confluencia de 60-70% para CHSE-214 y 80%
para SHK-1 en placas de 24 pocillos con cubreobjetos circulares. Se lavaron
dos veces con PBS y se pre-incubaron por 1 hora con el inhibidor diluido en

medio de cultivo hasta la concentracion correspondiente (Tablas 1).

Tabla 1: Lista de inhibidores y su blanco molecular.

Via endocitica Inhibidor Blanco Referencia
molecular
Endocitosis Clorpromazina | Clatrina y proteina | Wang vy col,,
< AP2 1993
g;:g,li?,ga por Dynasore Dinamina-2 gﬂoaocéa y col,,
Endocitosis Filipina Colesterol de las | Orlandi y col,,
: balsas lipidicas 1998
:)nae]glaidléi]pll?giz as Nistatina Ergosterol de las | Schnitzery
balsas lipidicas col., 1994
y/o caveolas
Macropinocitosis | Etil isopropil Bomba protén- sodio | Koivusalo y
amiloride NHE1 col., 2010
(EIPA)
Nocodazol Microtibulos Vasquez y
col,, 1997
Blebbistatina Miosina il Kovacs y col,,
2004
CitocalasinaD | Despolimerizante de | Cooper v col.,
Actina F 1997
IPA-3 Pak1 Deacon y col.,
2008
Rottlerina PKC Gschwendt y
col., 1994
Wortmannina PI3K Walker y col.,
2000
Casina Rho GTPasa Cdc42 | Petersony
col., 2008
NSC23766 Rho GTPasa Rac1 Gao y col,,
2004
Salirasib GTPasa Ras Rotblat y col,,
2008
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por 1 h a 20°C en presencia del inhibidor. Las células se lavaron con PBS, se
repuso el medio con el inhibidor y la infeccién se dejé continuar durante 6-12
horas adicionales para CHSE-214 y 18-24 horas para SHK-1. Después de la
incubacion, las células se procesaron para inmunofiuorescencia indirecta (IF1) y
se observaron en el microscopio de epifluorescencia Olympus Spinning Disk
IX81 usando lente objetivo de 40X. El porcentaje de células infectadas se
determin6é usando el programa ImageJ como se indicd anteriormente. Cada

ensayo se realizd en triplicados independientes.

Efecto de inhibidores en etapas tempranas de la infeccion. Las células se
cultivaron en placas de 24 pocillos con cubreobjetos circulares, y se pre-
incubaron con el inhibidor diluido hasta la concentracién correspondiente como
se indica mas ar{iba. EIHPNV (MOI=1) se inoculd y se dej¢ adsorber durante 1 h
a4°C y se manttivo por 1 h a 20°C en presencia del inhibidor. Las células se
lavaron con PBS, se trataron con 50 pl de fripsina-EDTA (diluida 1:10) por 2
minutos para digerir los virus adsorbidos no internalizados. Este tiempo fue
suficiente para soltar la totalidad de las células de la monocapa. Luego de esto
se repuso el medio con SFB sin el inhibidor y la infecciéon se dejé continuar
durante 12 horas adicionales. Finalmente, las células se procesaron para
inmunoflucrescencia indirecta (IFl), se observaron en el microscopio de
epifluorescencia Olympus Spinning Disk IX81 y se realizaron recuentos de

células con expresion de VP2/VP3 como se indica mas arriba.
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Internalizacién de Trf-A633, DX-TR y CTB-A594. Las células se sembraron en
cubreobjetos hasta 75-80% de confluencia se lavaron 4 veces con PBS. Se
afadieron los inhibidores EIPA, clorpromazina, complejo de filipina | o nistatina
a las concentraciones deseadas y se incubaron durante 1 h a 20°C. Se
agregaron los marcadores Tf-A633, DX-TR y CTB-594 a una concentracion final
de 10, 250 y 20 pg/mL, respectivamente, en presencia o ausencia del inhibidor
correspondiente. Las células se incubaron a 20°C durante 15 min para Tf-A633,
15 min para DX-TR y 30 min para CTB-A594, al menos que se indique otro
tiempo. Las células se lavaron tres veces con PBS para eliminar conjugados
libres. A continuacion, las preparaciones se fijaron con PFA-sacarosa al 4%
durante 30 min. Los nilcleos se tifieron con Hoechst 1: 1500 y se montaron con
Fluoromount ™. Las células se observaron en el microscopio confocal C2 plus
eclipse Tl Nikon con los lentes objetivo de 62X y 100X. Las imagenes fueron

procesadas usando el sofiware Image J.

Analisis de co-localizacién de particulas de IPNV y DX-TR. CHSE-214
fueron propagadas hasta 70% de confluencia y se incubaron durante 16 horas
en ausencia de suero. Se inoculd el IPNV (MOI=1) y se dej6é a adsorber durante
1 hora a 4°C. Las células se pulsaron con 250 ug/ml de DX-TR durante 45
minutos a 20°C, se lavaron cuatro veces con PBS frio, se fijaron con PFA-
sacarosa al 4% durante 30 minutos y se procesaron para [F| usando anticuerpo
oligoclonal de raton anti-Vp2/VP3 IPNV, y anticuerpo secundario de burro anti

ratdbn conjugado Alexa fluor® 488 como se describe anteriormente. Las

32




imagenes fueron adquiridas con un microscopio confocal de barrido laser Zeiss
LSM 250 (objetivo 100X). El coeficiente co-localizacion de Manders se
determino con el programa Image J 1.50c4 usando las aplicaciones coloc-2 y

colocalization threshold (Manders y col., 1993).

Estadisticas. Todos los experimentos se realizaron al menos por triplicado y se
calcularon como valores normalizados o porcentajes +/- desviacion estandar
(DE). La prueba de significacion estadistica (prueba t) se realizé utilizando el
software GraphPad Prism 6.0c y p <0,01 se considerd estadisticamente

significativo.
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RESULTADOS

1. Objetivo 1: Evaluar el ingreso de IPNV a la célula utilizando endocitosis

mediada por clatrina y balsas lipidicas / caveolas.

1.1 Infeccion del virus IPN en células CHSE-214.

Las células CHSE-214 se han usado clasicamente para la propagacion vy la
titulacién de IPNV y en éstas se han realizado la mayoria de los estudios de
replicacion de IPNV (Dobos, 1995). Consecuentemente, mucho de lo que se
conoce actualmente respecto del ciclo bioldgico de IPNV ha sido obtenido en
este modelo celular. Por otro lado, la cepa del virus utilizada en el presente
estudio correspondié a IPNV serotipo Sp, el cual es representativo de las cepas
prevalentes en Chile (Tapia y col,, 2015). Cuando el virus fue inoculado en
celulas CHSE-214 a MOI de 1 TCIDso, se observé un efecto citopatico a las 24

horas de incubacion a 20°C (Figura 1).

34




Figura 1. Infeccién de células CHSE-214 con IPNV. Las células CHSE-214
fueron propagadas en frasco de 25 ¢cm? hasta 80-90% de confluencia en medio
minimo esencial de Eagle con sales de Earle y L-glutamina (MEM)
suplementado con aminoacidos esenciales, 100 U/mL de penicilina, 100 pHg/mL
de streptomicina y 2% de suero fetal bobino (SFB) (Sigma Aldrich)(A). Las
celulas fueron infectadas con IPNV a una (MOI=1) y luego de 24 horas de
incubacion (hpi) se observé su efecto citopético (B).

1.2 Cinética de replicacién viral en la linea celular CHSE-214.

Se determiné el numero de equivalentes de genoma (EG) liberados al
sobrenadante del cultivo celular utilizando reaccion de transcripcién reversa
seguida de reaccion de la polimerasa en cadena en tiempo real (RTgPCR) de
acuerdo a protocolo descrito previamente (Julin y col., 2009). Se determiné que
la liberacién de particulas virales comienza a aumentar de manera exponencial
a partir de las 8 horas post infeccién y alcanza un nivel estable a las 48 horas,
cuando se detecta alrededor de 10® EG/mL (Figura 2) equivalente a un titulo de

107 TCIDso/mL determinado por dilucién limite.
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Figura 2. Cinética de replicacién del virus IPN en células CHSE-214. Las
células CHSE-214 fueron crecidas en un frasco de 25 cm? hasta 70-80% de
confluencia. El virus IPN (MOI=1) se inoculé y se dejo adsorber por 1 hora a
20°C. Se lavé por 4 veces con solucion de fosfato salino a pH 7.4 (PBS). Se
restituyé el medio de cultivo con 2% de SFB y se incubd a 20°C. Se tomaron
alicuotas de 100 pL del sobrenadante a las 0, 2, 4, 8, 12, 24, 36, 48, 60, 72 y 96
horas post infeccidn (hpi). Se extrajo el RNA viral y el numero de equivalentes
de genoma (EG)/ mL de sobrenadante se determiné mediante RTgPCR.

1.3 Purificacién de particulas virales.

Las células CHSE-214 se propagaron en 6 frascos de 175 cm? a una
confluencia de 70-80%. El virus IPN (MOI=1) se inoculé en cada frasco y estos
se incubaron durante 5 dias a 20°C. Se obtuvieron 100 mL de medio de cultivo
rico en particulas virales con un titulo de 107 TCIDso/mL y 1,5 x 108 EG/mL. Las
particulas virales fueron precipitadas con PEG y purificadas mediante
cromatografia de exclusién molecular usando resina de Sepharose ® 6B como

se describe en materiales y métodos. Las fracciones obtenidas fueron
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cuantificadas espectrofotométricamente, usando lectura de absorbancia a 260
nm y RTqPCR. La infectividad de las particulas virales se determiné mediante
titulacion por dilucién limite.

Se obtuvieron dos fracciones ricas en particulas virales (Figura 3), las
fracciones 6 y 7, con concentraciones de 64 x 10° y 1,6 x10® EG/mL
respectivamente. Cuando se midié la infectividad de las particulas virales
purificadas usando el método de dilucién limite, se obtuvo titulos de 10°
TCIDso/mL en ambas fracciones. Los resultados muestran que este método de
purificacion nos permite obtener particulas virales concentradas e infectivas

excluyendo proteinas y otros componentes celulares o del medio de cultivo.

Purificacién de particulas de IPNV por cromatografia
de exclusién molecular
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Figura 3. Purificacién viral mediante cromatografia de exclusién molecular
Sepharose ® 6B. Las particulas virales fueron precipitadas con PEG vy
concentradas por centrifugacion. 300 microlitros del sedimento fueron cargados
en la columna con resina previamente lavada con PBS y se recuperaron 12
fracciones de 1 mL cada una. El nimero de copias genémicas por cada fraccién
se determiné por RTqPCR (azul). La absorbancia a 260 nm (Abszso de 1.0 cm’™
= 40ng de RNA) (lila) se midié en equipo Nanodrop.
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1.4 Estandarizacion de los ensayos de infeccidn.

Para el estudio de las vias ingreso del virus IPN a las células CHSE-214 se
utilizaron inhibidores de las diferentes vias endociticas y se determiné el efecto
de ellos en la infeccion por IPNV. Para observar la infeccion de IPNV se utilizé
inmunofluorescencia indirecta (IF1) con un anticuerpo primario oligoclonal anti
VP2/VP3 de IPNV y un anticuerpo secundario de burro anti-ratén marcado con
Alexa fluor ® 488. La observacion de las preparaciones se realizé por
microscopia de epifluorescencia. Para cuantificar la infeccion en cada
preparacion se hizo recuento de células fluorescentes, es decir, células gque
expresaron las proteinas estructurales VP2/\VVP3 del virus. Se contaron al menos
250 células por preparacion.

Para determinar la multiplicidad de infeccidon (MOI) apropiada para los
experimentos de infeccion, se realizaron recuentos de células que expresaron
VP2/VP3 de IPNV luego de ser infectadas a MOls de 0.1, 1.0 y 10. Las MOls
probadas se eligieron en base a los rangos utilizados por otros investigadores
en estudios previamente descritos en la literatura (Delgui y col., 2009, Gimenez
y col., 2015, Han y col., 2016). Con el objetivo de captar el maximo de células
con infeccion, en esta etapa de estandarizacion se utilizd un tiempo de
incubacion de 24 horas ya que a que a este tiempo se completa un ciclo de
infeccion y como se observa en la figura 2, la liberacién de genomas al

sobrenadante esta proxima a su maximo.
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De acuerdo a la figura 4, la infeccién por IPNV a una MOI de 1 produjo
suficientes células infectadas, expresando VP2/VP3 de IPNV de manera
reproducible (40-60%) en comparacion a una MOl mas baja (MOl de 0.1
alcanzo un 2-6%), mientras que a una MOI de 10 se observé gran cantidad de
ceélulas con sefial fluorescente pero el recuento se vio obstaculizado por la
presencia de abundantes sefales fuera de las células, posiblemente
consecuencia de lisis celular producida en las etapas tardias de la infeccion.
Esta ultima observacion nos llevé a trabajar con tiempos de infeccién menores a

24 horas.

VP2/VP3 IPNV Sin infeccion —— | VP2/VE3ENV MOI 0.1

Figura 4. Estandarizacion de los ensayos de infeccion de células CHSE-
214 con el virus IPN. Las células CHSE-214 fueron propagadas hasta 70-80%
de confluencia en placas de 24 pocillos con cubreobjetos redondos. El virus IPN
se inoculé a MOls de 0.1 (B), 1 (C) y 10 (D) y luego de 24 horas de incubacién,
las células fueron fijadas, permeabilizadas y las proteinas VP2/VP3 de IPNV
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fueron marcadas usando el anticuerpo oligoclonal de raton anti VP2/VP3 y
anticuerpo secundario de burro anti ratén marcado con Alexa fluor ® 488. Los
nucleos de las células se tifieron con solucién de Hdéechst, se montaron con
Fluoromount ™ y se observaron en microscopio Olympus Spinning Disk IX81
con lente objetivo de 40X (barra de tamafio=20 pm).

Para determinar el tiempo 6ptimo de incubacion se determind la produccién de
las proteinas estructurales VP2/VP3 de IPNV a distintos tiempos de infeccion
(horas post infeccidn, hpi) usando IFI.

Como se observa en la figura 5, el ensayo de infeccién muestra la produccion
de las proteinas virales VP2 y VP3 a partir de las 6 horas, alcanzando un
porcentaje estable entre las 8 y las 12 horas, el que fluctlia en torno al 60%. A
partir de estos datos se eligio trabajar con MOl de 1 y 12 horas de incubacion.
Estas condiciones fueron utilizadas para todos los ensayos de infeccion, al

menos que se en algtin caso particular se indique otra cosa.
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Figura 5. Cinética de infeccion de IPNV en células CHSE-214. Las células
CHSE-214 se propagaron hasta un 70% de confluencia en placas de 24 pocillos
con cubreobjetos circulares. El virus IPN (MOI=1) se inoculd y luego de 4 (B), 6
(C), 8 (D) y 12 (E) horas de incubacién (hpi), las células fueron fijadas y
procesadas por IFl para VP2/VP3 de IPNV. Las preparaciones fueron
observadas en microscopio Olympus Spinning Disk IX81 con el lente objetivo
de 40X (barra de tamafo: 20 um). El nimero de células que expresaron
VP2/VP3 de IPNV se determind contando al menos 250 células usando el
programa Image J 1.50c4 y se expresé como porcentaje del total de células

contadas (F).

41




1.5 Evaluar el ingreso de IPNV por endocitosis dependiente de clatrina en
las células CHSE-214.

1.5.1 La clorpromazina no inhibe la infeccién de IPNV en las células CHSE-
214.

La internalizacion de una molécula por EMC es gatillada por la interaccion del
cargo y su respectivo receptor, luego de Io cual las moléculas de clatrina son
reclutadas a la membrana plasmatica para ser ensambladas en una estructura
poliedrica llamada “pozos recubiertos por clatrina” (Mac Mahon y Boucrot, 2011,
Kirchhausen y col., 2014). La EMC puede ser bloqueada en sus etapas iniciales
usando clorpromazina (CPZ), una droga catiénica anfifilica que produce la
translocacion reversible de la clatrina y la proteina AP2 hacia vesiculas
endosomales evitando su localizacién en la membrana plasmatica (Wang vy col.,
1993).

Como se muestra en la figura 6, el tratamiento de las células CHSE-214 con 10
y 50 uM de CPZ no afect6 a la infeccion por IPNV (Fig. 6C,D). Al realizar el
recuento de las células que expresan VP2/VP3 se observa que no existen
diferencias en el porcentaje de células infectadas en presencia de CPZ respecto

del control sin tratamiento (Figura 6 E).
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Figura 6. Efecto de la clorpromazina (CPZ) en la infeccién por IPNV en
células CHSE-214. Las células CHSE-214 se trataron con 0 (A, B),10(C)y 50
UM de CPZ (D) una hora antes de la infeccién. IPNV (MOI=1) se inoculé en
presencia del inhibidor, el que se mantuvo durante todo el experimento. Luego
de 8 horas de incubacién a 20°C, las células fueron procesadas para IF| de
VP2/VP3 de IPNV y observadas en el microscopio de epifluorescencia Olympus
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Spinning Disk 1X81. Se contaron al menos 250 células en cada condicidn y el
porcentaje células infectadas, normalizado respecto de la condicién sin

inhibidor, se presenta en E. (barra de tamafio= 20 pm).

1.5.2 La transferrina no es internalizada en las células CHSE-214.

La transferrina es una glicoproteina sérica monomérica que une Fe* y es
internalizada en las células de vertebrados a través EMC (Rothenberger y col.,
1987, Baker y col., 1987, Dauiry-Varsat, 1986). La aplicacién de transferrina
conjugada con moléculas fluorescentes ha sido validada en células de diversos
origenes, para monitorear la actividad de esta via endocitica (Kirchhausen vy
col., 2014}. Cuando se aplico transferrina conjugada con Alexa ® fluor 633 (Tfr-
AB33) en células HelLa observamos el ingreso del marcador luego de 1 hora de
incubacion, el que fue bloqueado luego del tratamiento con CPZ 10 HM (Fig. 7A,
B). En contraste, se observé que el marcador no ingresé a las células CHSE-
214 luego de 1, o hasta 24 horas de incubacion (Fig. 7C, D). Debido a Ia
inexistencia de ofros controles de CME validados para este modelo celular, no
se pudo establecer la funcionalidad de este inhibidor en células CHSE-214.
Como consecuencia no se puede afirmar o descartar el rol de CME en el
ingreso de IPNV a la célula CHSE-214 utilizando esta aproximacion

metodoldgica.
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Figura 7. La transferrina no es internalizada en células CHSE-214. Las
células HelLa (A, B) y CHSE-214 (C, D) se propagaron hasta 70-80% de
confluencia, se pre incubaron durante 1 hora con 10 uM de CPZ en medio de
cultivo con (B) o sin inhibidor (A, C, D). Se agregdé 5 pg/mL de Tfr-A633 en
ausencia y presencia de CPZ y se incub6 durante 1 hora (B, C) 0 24 horas (D).
Las células se lavaron con PBS, se fijaron con PFA, se tifieron con soluciéon de
Hoéechst y se observaron en el microscopio confocal de barrido laser C2 plus

espectral Tl Nikon (objetivo de 100X, barra de tamano=20pm).

1.6 Evaluar el ingreso IPNV usando balsas lipidicas y caveolas en células

CHSE-214

Las balsas lipidicas son dominios de la membrana citoplasmatica enriquecidos

en esteroles, glicoesfingolipidos (glucolipidos y esfingomielina), proteinas
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ancladas a glicofofatidil-inositol (GPI}, y protefnas integrales de membrana
como caveolina y flotilina (Liu y col., 2002). Algunos virus, se adsorben a
elementos presentes en abundancia en las balsas lipidicas y las utilizan como

plataformas para su internalizacion (Yamauchi y Helenius, 2013).

1.6.1 La infeccion por IPNV en células CHSE-214 no es inhibida por
filipina.

Para determinar si IPNV utiliza balsas lipidicas y/o caveolas como mecanismo
de ingreso a la célula se utilizé filipina (Fil), un macroélido polieno anti fingico
que forma complejos globulares con el colesterol, distorsionando las balsas
lipidicas (Orlandi y col., 1998, Schroeder y col., 1971).

Como se observa en la figura 8, el tratamiento con filipina no afecté a la
infeccion con IPNV en células CHSE-214 cuando se utilizé a concentraciones

de 1y 5 pg/mL.
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Figura 8. La infecciéon por IPNV en células CHSE-214 no es inhibida por
filipina (Fil). Las células CHSE-214 se trataron con 0 (B), 1 (C) y 5 (D) pg/mL
de filipina (Fil) una hora antes de la infeccion y el inhibidor se mantuvo durante
todo el experimento. Se inoculé el virus IPN (MOI=1) y luego de 12 horas de
incubacién a 20°C, las células se procesaron para IFl de VP2/VP3 de IPNV y se
observaron en microscopio de epifluorescencia Olympus Spinning Disk 1X81
con lente objetivo de 40X (barra de tamano=20um). Se contaron al menos 250
células en cada condicién y el porcentaje de células infectadas se presenta

como porcentaje normalizado en relacion a la condicién sin infeccién (E).
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1.6.2 La filipina inhibe el ingreso de la subunidad B de la toxina de cdlera
(CTB) en las células CHSE-214.

La toxina de colera (CT) esta compuesta por las subunidades A y B y depende
de esta ultima para ingresar a la célula y migrar al reticulo endoplasmico, lugar
en donde se produce la disociacién de ambas subunidades (Hazes y col,,
1997). La internalizacién de la CT comienza luego de que subunidad B se une
con alta afinidad al gangliésido de membrana GM,, el que se encuentra
principalmente en balsas lipidicas. Esta caracteristica ha sido aprovechada por
numerosos autores, en distintos tipos celulares, para estudiar la internalizacion
dependiente de balsas lipidicas (Orlandi y col., 1998). En el presente estudio se
utilizo la subunidad B de la CT, conjugada con Alexa ® fluor 594 (CTB-A584),
para evaluar la funcionalidad de la via endocitica dependiente de balsas
lipidicas y/o caveolas las células CHSE-214. Como se muestra en la figura 9,
cuando se agregd CTB-A594 a las células Hela, esta fue internalizada luego de
1 hora de incubacién y la adicién de 5 pg/mL de filipina bloquedé el ingreso de
este marcador {Fig. 9B, C). En cambio la internalizacién de CTB-594 en las
células CHSE-214 requirié un mayor tiempo de incubacion y fue bloqueada por
la filipina (Fig. 9D-F).

Estos datos sugieren que IPNV no utiliza las balsas lipidicas o la via de las

caveolas para el ingreso a las células CHSE-214.
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Figura 9. La filipina inhibe el ingreso de la subunidad B de la toxina de
cdlera (CTB). Las células HelLa y CHSE-214 fueron pre-tratadas con 5 pg/mL
de filipina (Fil) (B y E) o sin el inhibidor durante 1 hora. Luego se agrego 2.5
Hg/mL de CTB-A596 y se incub6 1 hora (para las células Hela: A, B)o1y24
horas (para CHSE-214; C-E) en presencia y ausencia de filipina.
Posteriormente, las células se lavaron con PBS, se fijaron con PFA, se tifieron
con solucion de Héechst (nucleo; azul) y se observaron usando microscopio

confocal C2 plus eclipse Tl Nikon con lente de 100X (barra de tamafio=20um).
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2. Objetivo 2: Demostrar que IPNV ingresa a las células CHSE-214 por

macropinocitosis.

2.1 IPNV induce la captura de fase fluida en células CHSE-214.

La macropinocitosis es un mecanismo inespecifico de captura de fluido
extracelular que fleva a la formacién de vesiculas intracelulares conteniendo
diversos elementos de la fase fluida. Muchos virus son capaces de- inducir y
utilizar esta via endocitica para ingresar a la célula hospedera. Este fenémeno
es caracterizado por un aumento de la captura de la fase fluida gatillado por la
adsorcion del virus a dichas células (Mercer y Helenius, 2012).

Para demostrar que IPNV induce la macropinocitosis se utilizé el marcador
soluble dextran-Texas Red ® 70.000 MW (DX-TR). Para evitar la induccién de
la macropinocitosis mediada por factores de crecimiento cominmente
presentes en el SFB, las células CHSE-214 fueron privadas de suero por 16
horas. El virus IPN se inoculé a distintas MOl y luego de 1 hora de adsorcién se
agrego el marcador DX-TR y se incubd por media hora. Después de la fijacion,
las celulas fueron observadas con microscopia confocal y se calculd el indice
macropinoqiﬁco como se ha descrito previamente (Commisso y col., 2014).

La figura 10 muestra imagenes representativas de este experimento (A-E), en
las cuales se observa que la captura del marcador DX-TR se incrementa
linealmente con la carga viral. Asi mismo, cuando se calculd el indice
macropinocitico para cada MOI (Figura 4F) se observd una buena correlacién

entre ambas variables (Pearson R?=0,9824).
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Figura 10. IPNV induce la captura de fase fluida en las células CHSE-214.
Las células CHSE-214 fueron propagadas en placas de 24 pocillos con
cubreobjetos circulares. Las células fueron lavadas 3 veces con PBS y se les
restituyé el medio de cultivo sin SFB. Luego de 16 horas de incubacién a 20°C,
las células se lavaron con PBS y se inoculo el virus IPN purificado a MOls de 2
(B), 10 (C), 20 (D) y 30 (E) dejando adsorber durante 1 hora a 4°C. Las celulas
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se lavaron con PBS frio para eliminar los virus no adsorbidos y se aplico el
marcador DX-TR a una concentracién final de 250 pg/mL por 30 minutos a
20°C. Finalmente, las células fueron lavadas, fijadas y tefiidas con solucién de
Héechst. Las preparaciones fueron montadas con Fluoromount ™ y observadas
en microscopio confocal Zeiss LSM 250 con objetivo 62X. (barra tamafio=10
um). Las sefiales de los macropinosomas fueron cuantificadas mediante calculo
de indice macropinocitico (F), usando programa Image J 1.50c4 segln
protocolo descrito previamente (49). El andlisis estadistico T de Student fue
realizado usando programa Graph Pad Prism (***p<0.0001, ***p<0.001,
**p<0.05).

2.2 IPNV colocaliza con el marcador de fase fluida dextran-Texas Red (DX-
TR).

Para determinar si IPNV colocaliza con el marcador de fase fluida durante su
ingreso a la célula, se examinaron preparaciones conteniendo el marcador de
fase fluida (DX-TR lisina-fijable) y el marcador viral (anticuerpo anti VP2/VP3 de
IPNV) usando microscopia confocal. Como se observa en la figura 5, se
encontraron particulas virales en vacuolas intra-citoplasmaticas positivas para
DX-TR (Fig. 5 C). Los andlisis de la cantidad de fluorescencia de los pixeles
colocalizados en cada canal, dieron como resultado un coeficiente de Manders
M1=0,39 + 0,1571 para la sefal del virus en los pixeles rojos (M1 varia entre 0 y
1, siendo 1 el méaximo de colocalizacion)(Manders y col., 1993). Por el contrario,
en presencia de 20 pM de EIPA, un reconocido inhibidor de macropinocitosis,
se obtuvo un coeficiente M1=0,0007 + 0,0036, indicando que no hay

colocalizacion (Fig. 5 H) (*** p <0,0001).
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Figura 11. El virus IPN colocaliza con el marcador de fase fluida en
compartimentos intra-citoplasmaticos. Las células CHSE-214 se cultivaron
en placas de 24 pocillos con cubreobjetos circulares hasta 70% de confluencia y
luego fueron privadas de SFB por 16 horas. El virus IPN (MOI=10) se inoculé y
se dejo adsorber a 4°C por 1 hora. Se agregé DX-TR (lisina fijable) a una
concentracion final de 250 pg/mL y se incubd por 45 min a 20°C. Las
preparaciones fueron lavadas, fijadas y permeabilizadas. Las particulas virales
se tiferon usando anticuerpo de ratén anti VP2/VP3 de IPNV seguido de
anticuerpo secundario anti ratén marcado con Alexa ® Fluor 488. Se capturaron
imagenes de Z-stacks con cortes cada 100 nm usando un microscopio confocal
de barrido laser Zeiss LSM 250 con objetivo 100X. El coeficiente de
colocalizacion Manders fue calculado en 10 proyecciones Z usando programa
Image J 1.50c4 (D y H muestran en color blanco los pixeles con colocalizacién

en la proyeccion Z del stack).

2.3 IPNV induce cambios en la organizacién de la actina en células CHSE-
214,

La reorganizacion del citoesqueleto de actina es un paso critico durante la
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macropinocitosis. Para esto se requiere la activacién de una serie de sefiales
intracelulares que llevan a la polimerizacién de actina F, lo que conduce a la
formacion de protrusiones o rizos (“ruffles”) de la membrana plasmatica.
Ocasionalmente estos rizos se curvan para converger en estructuras tipo crater
0 copas en la superficie celular, fenémeno que implica la captura de parte de la
fase fluida extracelular. El cierre de estas estructuras es seguido por la fusion y
fision de membranas en el margen distal de la copa, lo que conduce a la
liberacion del macropinosoma desde membrana plasmatica hacia el citoplasma
(Kerr y Teasdale 2009, Swanson 2008, Buckley y King, 2017, Marques y col.,
2017). Usando faloidina conjugada con rodamina para visualizar la distribucion
de la actina F en células CHSE-214, nosotros observamos cambios rapidos en
la distribucion de la actina y la estructura citoesqueleto luego de la inoculacién
del virus IPN. A los 15 min post infeccién se visualizé una transicion morfolbgica
del citoesqueleto, inicialmente con una morfologia que incluyo fibras de estrés
altamente definidas (Fig. 12A; SF), filopodia (no mostrado) y lamelopodia (Fig.
12A; L), hacia a un patrén desorganizado de actina (Fig. 12B, C). En este
contexto, la actina cortical se observé frecuentemente formando protrusiones y
rizos, junto a los cuales se observaron particulas virales. Ademas, observamos
cambios en la morfologia global de la célula hacia formas redondeadas y de

menor tamafio (Fig.12B).
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Sin infeccion

Figura 12. El virus IPN induce cambios en la organizacion de la actina en
las células CHSE-214. Las células CHSE-214 se propagaron hasta un 70% de
confluencia y el virus IPN (MOI=10) se inoculé y se dejo adsorber por 1 hora a
4°C. Las células se traspasaron a 20°C y se fijaron con PFA a distintos tiempos
(0, 5, 15, 30, 45, 60, 120 minutos). Posteriormente, las células fueron lavadas,
permeabilizadas y las particulas virales se marcaron con el anticuerpo anti
VP2/VP3 de IPNV seguido de anticuerpo conjugado con Alexa ® Fluor 488. La
actina F se marcé con faloidina conjugada con rodamina y se contrastd con
tincion nuclear de Hoechst. Las preparaciones se observaron con microscopio
confocal de escaneo laser Zeiss LSM 250 con objetivo 100X. Se muestran
imagenes representativas de la condicion sin infeccién (A) y con IPNV a los 15
minutos de incubacion (B). (L: lamelopodia; SF: fibras de estrés). En C se
muestra detalle de B y se muestra con flechas blancas las particulas virales.
(Barra de tamafio=5 pym)

2.4 El ingreso del virus IPN en las células CHSE-214 depende de la
dinamica de polimerizacién de la actina.

El requerimiento de la dinamica de polimerizacion de actina para el ingreso de
IPNV en las células CHSE-214 se estudié utilizando citocalasina D (Cito D). La

Cito D es un metabolito flingico que es capaz de unirse a los flamentos de
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actina y bloquear su polimerizacién y elongacion (Cooper, 1997).

Como se muestra en la figura 13, la Cito D, a una concentracién de 2 MM induce
tempranamente la desorganizacién de las fibras de actina F en las células
CHSE-214. (Fig.13A-D). Adicionalmente, a esta misma concentracién, Cito D
bloqued la infeccion por IPNV (Fig. 13G, H).

Para confirmar que dicha dependencia es por el requerimiento de la actina
durante las etapas tempranas de la infeccion, se realizé6 ensayo en presencia
Cito D restringido a las primeras 2 horas de infeccién (Fig. 13l), tiempo en el
cual ocurre la mayor parte de la internalizacién de IPNV (Kuznar y col., 1995).
En estas condiciones se obtuvo un 63% de inhibicién a una concentracion de 1
MM (no mostrado) y un 95% de inhibicién a 2 MM respecto del control sin
inhibidor (****p<0.0001)(Fig. 13l). Estos resultados son similares a los obtenidos
cuando el inhibidor se mantuvo durante todo el ciclo de infeccion (Fig. 13H)
sugiriendo que el efecto inhibitorio de la Cito D se restringe principalmente a los

primeros eventos del ciclo infeccioso de IPNV.

A:_Faloidin‘é' , Faloidina ¥ | C Faloidina
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Figura 13 A-D. La citocalasina D (Cito D) induce despolimerizacién de F
actina en las células CHSE-214. Las células CHSE-214 fueron tratadas con 2
MM citocalasina D por 5 (B), 30 (C) y 60 (D) minutos a 20°C y fueron fijadas con
PFA 3.7% y tefidas con faloidina conjugada con rodamina. Las imagenes
fueron adquiridas en microscopio confocal C2 Plus espectral Nikon con objetivo
de 100X.

Figura 13 E-H. La infeccion por IPNV en las células CHSE-214 depende de
la dinamica de polimerizacién de la actina. Las células CHSE214 se trataron
con 2 uM de Cito D (G) o sin el inhibidor (E, F) una hora antes de la infeccién y
el inhibidor se mantuvo durante todo el experimento. El virus IPN (MOI=1) se
inoculo, se incubé 1 hora a 20°C, se lav6 con PBS y se restituyo el medio con o
sin el inhibidor. Luego de 6 horas de incubacién a 20°C, las células se
procesaron por IFI para VP2/VP3 de IPNV. Se capturaron imagenes con
microscopio Olympus  Spinning Disk IX81 usando objetivo de 40X. Las
imagenes se analizaron con programa ImageJ1.50c4. Se contaron al menos
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250 celulas en cada condicion y el porcentaje de células infectadas (con seiial
de VP2/VP3 de IPNV) se presenta como porcentajes normalizado respecto a la
condicion si el inhibidor (F). El andlisis estadistico de t de Student se realizé
usando programa Graph Pad Prism 6.0c (****p<0,0001)

Figura 13 I. El efecto inhibidor de Cyto D en la infeccién por IPNV se
restringe a las 2 priméras horas de infeccién. Las células CHSE-214 se
propagaron en placas de 24 pocillos con cubreobjetos redondos vy se pre-
trataron con Cito D igual que en 13 E-H. El virus IPN (MOI=1) se inoculé en
presencia o ausencia del inhibidor y se dejo adsorber durante 1 hora a 4°C. Se
retird el medio de cultivo conteniendo el inéculo, se reemplazé con medio sin
virus con el inhibidor y se incubé 1 hora a 20°C. Se retir6 el medio de cultivo, se
lavé con PBS, se agregaron 50 pL de tripsina y se dejo por 10 minutos a
temperatura ambiente para eliminar las particulas virales adsorbidas no
internalizadas. Luego se restituyo el medio MEM con 5% de SFB sin el inhibidor
y se incub6 durante 12 horas a 20°C. Finalmente las células se procesaron por
IFl y las imagenes se analizaron como en Fig. 13E-H.

Todos los datos mostrados hasta aqui indican que la infeccién por IPNV en
células CHSE-214 es dependiente de actina y que ésta es requerida en las

etapas tempranas de la infeccion, posiblemente durante la internalizacion.

2.5 La infeccién por el virus IPN en las células CHSE-214 depende de la
actividad del transportador NHE-1.

Una caracteristica distintiva de la macropinocitosis en relacién a las ofras vias
de endocitosis, es su dependencia de la actividad de la bomba NHE-1 (Mercery

Helenius, 2009, Koivusalo y col., 2010). Esta es una proteina de membrana que
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juega un rol fundamental en la mantencién del pH en Ila proximidad de la
membrana mediante su actividad intercambiadora protén/sodio. NHE-1
mantiene un balance acido-basico apropiado para la polimerizacion de los
flamentos de actina y su inhibicién mediante etil-isopropil amiloride (EIPA)
provoca una rapida acidificacién del citosol que conduce a la inhibicién de las
GTPasas Rac1 y Cdc42, cuya actividad es critica para el remodelamiento del
citoesqueleto de actina (Koivusalo y col., 2010).

La funcionaiidad de EIPA en célutas CHSE-214 se confirmé usando el marcador
fluorescente DX-TR cuya internalizacién en diversas lineas celulares se realiza
por macropinocitosis. Como se observa en la figura 14, las células CHSE-214
incorporan el marcador DX-TR de manera espontanea en presencia de SFB
(Fig.14A). Cuando se utilizd EIPA 30 pM se observd una disminucién de la
internalizacién del marcador en relacién al control sin inhibidor (Fig. 14B). Al
calcular el indice macropinocitico en ambas condiciones se determiné que la
diferencia es estadisticamente significativa (***p<0,001) (Fig.14C). Asi mismo,
se observo que cuando las células CHSE-214 son fratadas con EIPA y luego
infectadas con IPNV a MOI de 1, disminuye la cantidad de células que expresan
VP2/VP3 de IPNV a las 12 horas de incubacién en presencia permanente del
inthibidor (Fig.14F-H) en relacion a la infeccién sin el inhibidor (Fig.14E). Al
realizar recuento de células que expresan VP2/VP3 de IPNV en al menos 250
células por cada condicién, se determind que EIPA disminuye infeccion por
IPNV en un 60% y 90% a concentraciones de 20 pM y 30 UM respectivamente,

en relacién al control sin EIPA (****p<0,0001)(Fig.141).

59




Indice macropinocitico

EIPA 30 uMm

Sin Infeccién EIPA 10 uM

[

BIPA 30 pM

Efecto de la inhibicién de NHE-1
en la infeccién de IPNV en células CHSE-214

125+

Figura 14 A-C. EIPA inhibe la macropinocitosis en las células CHSE-214.
Las células CHSE-214 se propagaron en pocillos con cubreobjetos circulares en
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medio MEM mas 2% de SFB hasta una confluencia de 75-80%. Se lavaron 2
veces con PBS y se pre-incubaron 1 hora en medio de cultivo con o sin 30 pM
de EIPA en presencia de 10% de SFB. Las células se lavaron nuevamente y se
les afiadié 1 mg/mL de DX-TR (Molecular Probes, Thermo Fisher) en ausencia
de EIPA (A), o en presencia de 30 yM EIPA (B). Después de 30 minutos de
incubacion, las células se lavaron cinco veces con PBS y se fijaron con 3,7%
PFA-4% de sacarosa, se tifieron con solucion de Héechst Yy se montaron con
Fluoromount ™. Las células se observaron en un microscopio confocal C2 plus
eclipse T! Nikon (barra de escala = 50 pm). C, Se obtuvieron 10 fotos de cada
condiciéon experimental con lente objetivo de 60X y las sefiales de los
macropinosomas fueron cuantificadas mediante indice macropinocitico usando
programa Image J 1.50c4 segln protocolo descrito previamente (Commisso y
col., 2014). El analisis estadistico de t Student fue realizado usando programa
Graph Pad Prism 6.0c (***p<0.001).

Figura 14 D-I. Infeccién de IPNV en las células CHSE-214 depende de la
actividad de NHE-1. Las células CHSE-214 fueron pre-tratadas con EIPA a0
(E), 10 (F), 20 (G) y 30 M (H) 1 hora antes de la infeccién y el inhibidor fue
manienido duranfe todo el experimento. Se inoculd IPNV (MOI=1) vy se dej6
adsorber durante 1 hora a 4°C. Luego, las células se lavaron con PBS, se les
restituy6 el medio de cultivo con el inhibidor y se incubaron durante 12 horas a
20°C. Las laminas se procesaron por IFI para VP2/VP3 de IPNV y se montaron
con Fluoromount TM. Se visualizaron y se capturaron imagenes usando el
microscopio Olympus Spinning Disk IX81. Se contaron 250 células en cada
condicion y el numero de ellas que expresé VP2/VP3 se muestra en | como
porcentaje normalizado a la condicion sin inhibidor (barra de tamafio=20pm). El
analisis estadistico de t Student se realiz6 usando programa Graph Pad Prism
6.0c (****p<0.0001).
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2.6 Dependencia de otros factores asociados a macropinocitosis.

Todos los resultados expuestos hasta aqui, indican que IPNV ingresa por
macropinacitosis a las células CHSE-214. A continuacién se estudiaron factores
accesorios y vias de sefializacion y efectores utilizados comtinmente en la
macropinocitosis. Varias vias de sefializacion estan involucradas en el
remodelamiento de la actina que toma lugar durante la formacion de los rizos de
membrana, la formacion de la copa macropinocitica y el cierre de ésta (Cossart
y Helenius, 2014, Yamauchi y Helenius, 2013, Mercer y Helenius 2009).

Para explorar el posible rol de algunos de estos factores en la infeccion por el
virus IPNV, se utilizaron diversos inhibidores. Como se muestra en Ia figura 15,
cuando se trataron las células CHSE-214 con Dynasore (inhibidor de la GTPasa
grande dinamina-2), Wortmanina (inhibidor de la enzima fosfatidil-inosito] 3
quinasa ,PI3K)(Walker y col., 2000), Salirasib (acido farnesil tiosalisilico,
inhibidor de Ras) (Rotblat y col, 2008) y Nocodazol (interfiere con la
polimerizacion de los microtibulos) (Vasquez y col., 1997), no se vio afectada la
infeccién por IPNV.

En contraste, cuando se utilizé Rottlerina (Rott), un inhibidor farmacolégico de la
proteina quinasa C (PKC) (Gschwendt vy col., 1994), se observo una inhibicion
cercana al 100%, sugiriendo un posible rol de PKC en macropinocitosis
inducida por IPNV (Fig. 9). La PKC es una serinaftrechina quinasa activada por
diacil glicerof (DAG) y calcio como parte de la cascada de sefializacién inducida
por factores de crecimiento. Se ha determinado que PKC cumple un rol durante

la formacion del macropinosoma (Gschwendt y col., 1994, Amyere y col., 2000,
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Yoshida y col., 2014). Adicionalmente, PKC ha sido implicada en el ingreso de
varios virus a la célula tales como rhabdovirus, alphavirus, poxvirus, herpesvirus
y el virus de la influenza A (Amyere y col., 2000, Yoshida y col., 2014,
Constantinescu y col., 1991, Sieczkarski y col., 2003).

Las GTPasas pequefias de la superfamilia Rho son proteinas switch que
regulan muchos procesos celulares, entre los que destaca la remodelacion del
esqueleto de actina, por lo tanto, son particularmente relevantes durante la
macropinocitosis (Mercer y Helenius, 2012). Numerosos patdgenos, incluyendo
virus, utilizan estos reguladores para invadir su célula hospedera (Chang y col.,
2016). Las GTPasas pequefias mejor estudiadas son; GTPasa RhoA,
involucrada en la formacién de fibras de stress de actina, Rac1, involucrada en
la formacién de “ruffles” de membrana y lamelopodias y Cdc42 que regula la
formacion de filopodias (Amyere y col., 2001).

Notablemenie, NSC-23766, un inhibidor de la GTPasa Rac1, redujo la infeccién
por IPNV en las células CHSE-214 en un 86% a una concentracién de 200 uM
(Gao y col., 2004). Mientras que Casin, un inhibidor para la GTPasa de control
de division celular (Cdc42) (Peterson y col., 2006), no afectd la infeccion (Fig.
15). Este resultado sugiere que Rac? podria tener un rol importante en la
infeccion por IPNV en células CHSE-214. En este mismo sentido, la inhibicién
de la enzima proteina quinasa activada por p21 (Pak-1) con IPA-3 (Deacon y
col., 2008), un efector rio abajo de Rac1, también disminuyo la infeccién por
IPNV en un 98% (Fig. 15).

Asi mismo, el fratamiento con blebbistatina (Ble), un inhibidor que bloquea a la
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miosina Il fijandola en un estado desconectado de la actina {Kovacs vy col.,
2004), disminuyé la infeccién por IPNV en aproximadamente 82% (Fig. 15). La
miosina ll, es una proteina motor que es activada por Pak-1 y forma parfe
esencial de la maquinaria de motilidad en la mayoria de las células eucariotas.
Durante la macropinocitosis, la miosina Il interactua estrechamente con el
citoesqueleto de actina y provee la actividad contractil que puede modular el
movimiento de las estructuras de tipo ruffles, pudiendo también participar en el
cierre del macropinosoma (Mercer y Helenius 2012, Mercer y Helenius, 2009,

Even-Faitelson y col., 2005, Sanders y col., 2009).

64




Dependencia de otros factores asociados a macropinocitosis
en la infeccion por IPNV en células CHSE-214

Sin infeccion

IPNV sin inhibidor
Nocodazol 10 uM
Dynasore 50 uM
Wortmannina 10 uM
Salirasib 50 yM
Casin 10 uM
Blebbistatina 200 uM
NSC23766 200 uM

IPA-3 25 uM

) o ) ) o S
N < © @ S
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% Infeccién (Normalizado)

Figura 15. Requerimiento de factores celulares para la infeccion por IPNV
en las células CHSE-214. Las células CHSE-214 fueron infectadas con IPNV
(MOI=1) en presencia de diversos inhibidores de componentes celulares
asociados a macropinocitosis; Nocodazol (10 uM), Dynasore (50 uM),
Wortmannina (10 uyM), Salirasib (50 uM), Casin (10 uM), Blebbistatina (200
UM), IPA-3 (25 pM), NSC23766 (200 uM), Rottlerina (20 pM). Luego de 12
horas de incubacion a 20°C las células fueron procesadas por IF| para VP2/VP3
de IPNV y las preparaciones fueron observadas en el microscopio Olympus
Spinning Disk 1X81. Para cada condicién se contaron 250 células y el numero
de ellas que expresé VP2/VP3 de IPNV fue expresada en porcentaje
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normalizado en relacién al control sin inhibidor. El analisis estadistico de T de
Student se realizé usando programa Graph Pad Prism 6.0¢ ("**p<0.00
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3. Objetivo 3: Demostrar que la macropinocitosis es utilizada por IPNV

para ingresar en células de salmén SHK-1.

3.1. Células SHK-1.,

Debido a que el salmon del Atlantico representa un importante hospedero del
virus IPN in vivo, este objetivo plantea determinar si la via de ingreso observada
en las células CHSE-214 también es utilizada en células derivadas de este pez.
Para esto se eligié utilizar las células derivadas de rifién anterior de salmén del
atlantico (Salmo salar) SHK-1 (Dannevig y col., 1995, Dannevig y col., 1997).
En salmones, la porcién anterior del rifién es un 6rgano hematopoyético que a
la vez es un importante blanco de IPNV in vivo (Roberts y Pearson, 2005,
Johansen y col., 1995, Swanson y col., 1982). Asi, las células SHK-1, al ser
derivadas de dicho 6rgano, representan un modelo real de infeccién Y nos
permitira incrementar la significancia biologica de los resultados de esta tesis.
Las células SHK-1 se han descrifo como células tipo macréfagos (macrophage-
like) en base a caracteristicas morfoldgicas, fenotipicas y funcionales (Dannevig
y col., 1997). Como se muestra en la figura 16, a las 24 horas de incubacién a
20°C las células son adherentes, tienden a formar una monocapa y presentan

morfologia de aspecto epitelial.
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Figura 16. Crecimiento de células SHK-1. Las células SHK-1 fueron

propagadas a 20°C en frasco de 25 cm? en medio Leibovitz's L-15, modificado

con L-glutamina suplementado con aminoacidos esenciales, 100 U/ml de

penicilina 100 ug/m! de estreptomicina y 10% de SFB (SFB).

3.2 Infeccion por IPNV en las células SHK-1.

Reportes previos indican que las células SHK-1 soportan la replicacion de IPNV

(Dannevig y col., 1995, Dannevig y col., 1 997). Para observar la infeccién por

IPNV se marco el RNA de hebra doble (dsRNA), propio de la infeccion viral,

usando el anticuerpo monoclonal de ratén anti dsRNA J5 a distintos tiempos de

infeccién seguido de microscopia confocal (Figura 17). Aunque se observaron

seftales aisladas a las 3 horas, no es posible distinguir estas de las sefiales

originales del virus inoculado (Fig. 17B). Sin embargo, a partir de las 6 horas se

observan numerosas células con sefial citoplasmatica difusa (Fig. 17C). Luego

de las 12 horas el niimero de sefiales aumenta Y se comienza a agregar en
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acumulos perinucleares los que se resuelven claramente a las 24 horas (Fig.17

D-E).

dsRNA" 0 hpi

Figura 17. Produccién de RNA de doble hebra (dsRNA) durante Ia
infeccion por IPNV en las células SHK1. Las células SHK-1 se propagaron
hasta una confluencia de 70-80% en medio L15 con 10% de SFB, se lavaron
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con PBS y el virus IPN (MOI1=10) se inocul6 dejando adsorber por 1 hora a 4°C,
Las células se lavaron con PBS, se restituy6 el medio de cultivo y se incubo a
20°C. La infeccién se detuvo mediante fijacion con PFA a las 0 (A), 3 (B), 6 (C),
12 (D), 18 (E) vy 24 horas de incubacion (F). El dsRNA se marco usando
anticuerpo monoclonal anti dsRNA J5 y anticuerpo secundario anti ratén
marcado con Alexa®Fluor 488. E! nlicleo y la actina F se tifieron con solucion
de Hoechst y faloidina conjugada con rodamina, respectivamente. Las
preparaciones fueron observadas en microscopio confocal de barrido laser
Nikon C2 plus espectral usando lente objetivo de 100X (escala=20 pm).

Para visualizar la expresién de las proteinas estructurales VP2 y VP3 de IPNV
se utilizé el anticuerpo oligoclonal de ratén anti VP2/VP3 de IPNV y anticuerpo
secundario de burro anti-ratén conjugado con Alexa ® Fluor 488. Como se
muestra en ia figura 18, la expresion de las proteinas estructurales se puede
observar a partir de las 3 horas post infeccién (Fig. 18C), se mantiene baja
hasta tas 8 hpi (Fig. 18D, E) y se incrementa fuertemente a partir de las 12 hpi
(Fig. 18F). Del mismo modo, al realizar un andlisis de intensidad de
fluorescencia, se observa una débil sefial de VP2/VP3 de IPNV a partir de las 3
hpi, la que se mantiene hasta de las 12 hpi a partir de la cual aumenta y alcanza
una meseta a las 24 hpi (Fig. 18l). El recuento de células fluorescentes indicé
que durante la fase de meseta se alcanzé un 25-35% de células fluorescentes
por la produccién de las proteinas VP2 y VP3 del virus IPN . Estos datos indican
que, en comparacion con la cinética de infeccion en células CHSE-214, la
infeccién por IPNV en las células SHK-1 ocurre de manera mas lenta y produce

menos células infectadas.
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Sin infeccion
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Cinética de expresion de VP2/VP3 de
durante la infeccion por IPNV en células SHK-1
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Figura 18. Infeccion de células SHK-1 por IPNV. Las células SHK-1 fueron
propagadas hasta 70% de confluencia en placas de 24 pocillos con
cubreobjetos circulares en medio L-15 con 10% de SFB. El virus IPN (MOI=1)
se inoculd y luego de 0 (B), 3 (C), 6 (D), 8 (E), 12 (F), 18 (G) y 24 (H) horas de
incubacion (hpi) a 20°C las células fueron fijadas, permeabilizadas vy
procesadas para IFl para VP2/VP3 de IPNV. Las preparaciones se observaron
en microscopio Olympus Spinning Disk IX81. La intensidad de fluorescencia
correspondiente a la expresion de VP2/VP3 de IPNV en al menos 250 se
determino ceélulas usando programa Image J 1.50c4. El resultado se expreso en

unidades arbitrarias de fluorescencia (UAF) y se muestra en |.

3.3 Rol de la endocitosis mediada por clatrina (EMC) en el ingreso de IPNV
en las células SHK-1:

3.3.1 La transferrina es internalizada en células SHK-1.

Como se describid anteriormente, no se pudo demostrar la funcionalidad de la
EMC en las células CHSE-214 dado que la transferrina, un reconocido cargo de

EMC en diversos modelos celulares, no ingresa en estas células, incluso luego
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de tiempos prolongados de incubacion (Fig. 7C-D). En contraste, como se
muestra en la figura 19, en las células SHK-1 se observé que la transferrina es
internalizada luego de 15 minutos de incubacion (Fig. 19A). Se determino
ademas, que la via de EMC en SHK-1 puede ser inhibida con 10 y 20 uM de
CPZ (Fig. 19B-C). Esto indica que EMC es activa en las células SHK-1 y la
transferrina conjugada puede ser usada como marcador de la actividad de la

via endocitica.

A

CPZ 10 uM CPZ 20 uM

Figura 19. Internalizacién de transferrina (Trf-A633) en células SHK-1. Las
celulas SHK-1 se incubaron 30 minutos en medio sin SFB por para depletar la
transferrina endégena y luego se incubaron con 10 (B) y 20 uM (C) de CPZ por
30 minutos. Luego se agregé Trf-A633 a una concentracién final de 10 pg/mly
se incubo por 15 minutos a 20°C. Las células se lavaron con una solucién de
acido acético 0.2 M, NaCl 0.5M, pH 2.5 a 4°C seguido de lavado con PBS y se
fijaron con PFA durante 30 minutos. Finalmente, las células se tifieron con
solucion de Hoechst y se montaron con Fluoromount ™. Las preparaciones se
observaron en el microscopio confocal C2 plus eclipse Tl Nikon con lente
objetivo de 100X (barra de tamafio= 20um).
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3.3.2 La clorpromazina no inhibe la infeccién de IPNV en células SHK-1.

Para chequear el uso de la via de EMC en el ingreso de IPNV a las células
SHK-1, se utilizé el ensayo de infeccién en presencia de clorpromazina (Wang y
col., 1993). Como se muestra en la figura 20, no se observaron diferencias en la
infeccion en presencia de CPZ a concentraciones de 25 y 50 uM (Fig. 20C-D).
Cuando se hizo recuento de las células fluorescentes se observé que no existen
diferencias significativas en el porcentaje de células infectadas en presencia o

ausencia de CPZ (Fig. 20E).

Sin infeccion=—

A,
31PNV CPZ 50 pM—
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Efecto de la CPZ en la infeccién por IPNV
en las células SHK-1
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Figura 20. La CPZ no inhibe la infeccién de IPNV en células SHK-1. Las
células SHK-1 fueron sometidas a infeccion por IPNV (MOI=1) en presencia de
CPZ a 0 (B), 25 (C) y 50 uM (D). Luego de 24 horas de incubacién, las células
se procesaron por IFl para VP2/VP3 de IPNV. Las laminas se visualizaron y se
capturaron imagenes usando el microscopio Olympus Spinning Disk 1X81
usando lente objetivo de 40X (barra de tamafio=20pm). Se contaron 250 células
en cada condicién y el numero de ellas que expresé VP2/VP3 se muestra en |

como porcentaje normalizado a la condicién sin inhibidor (E).

3.3.3 Dynasore no inhibe la infeccién de IPNV en células SHK-1.

Aungue se ha asociado a otras formas endociticas, la actividad de la GTPasa
grande dinamina-2 es determinante en el cierre de la vesicula durante la
endocitosis mediada por clatrina. Para evaluar su participacion en el ingreso de
IPNV en células SHK-1 se utilizé IFI en presencia de Dynasore, que es
inhibidor selectivo de esta molécula (Macia y col., 2006). Como se observa en la
figura 21, Dynasore no afecté la infeccién por IPNV en células SHK cuando este

inhibidor se agregé a una concentracion de 50 y 75 M.
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Efecto de Dynasore
en la infeccion por IPNV en células SHK-1
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Figura 21. Dynasore no inhibe la infeccién por IPNV en células SHK-1. Se
siguid el esquema de infeccién en presencia de 50 y 75 uM de Dynasore. Las
células fueron procesadas por IFl luego de 24 horas de incubacion y
observadas en microscopio de epifluorescencia Olympus Spinning Disk 1X81.
Se contaron 250 células en cada condicién y el nimero de ellas que expresoé
VP2/VP3 de IPNV se muestra como porcentaje normalizado a la condicién sin
inhibidor.

En conjunto con los resultados obtenidos con el trazador de CME, Trf-A633, los
resultados obtenidos con los inhibidores CPZ y Dynasore sugieren que el

ingreso de IPNV en células SHK-1 es independiente de clatrina.

3.4 Rol de la endocitosis mediada balsas lipidicas y caveolas en el ingreso
de IPNV en las células SHK-1:

3.4.1 La subunidad B de la toxina de célera es internalizada en las células
SHK-1.

Para estudiar la funcionalidad de esta via endocitica en las células SHK-1, se
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utilizé el marcador CTB-A594. Como se observa en la figura 22, el marcador fue
internalizado por las células luego de 45 minutos de incubacién a 20°C (Fig.
22A, D). En estas mismas condiciones se probo el efecto de la filipina a una
concentracion de 1 y 5 yg/mL y como se observa en la figura 22, este
tratamiento no bloque¢ el ingreso del marcador (Fig. 22B-C).

Como alternativa para bloquear esta via endocitica se utilizé el macrélido
polieno nistatina y el tratamiento con 25 pg/mL de este compuesto si bloqueo el
ingreso de la CTB-A594 en las células SHK-1 (Fig. 22E), razén por la cual se
utilizo este inhibidor para determinar la participacién de las balsas lipidicas y

caveolas en la infeccion por IPNV en estas células.

A B

Fil 1 pg/ml Fil 5 pg/ml

Nis 25 pg/ml

Figura 22. Internalizacion de CTB-A594 en las células SHK-1. Las células
SHK-1 se lavaron y pre-incubaron por 30 minutos con 1 (B) y 5 pyg/ml (C) de
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Filipina (Fil) o 25 pg/ml de nistatina (E) o sin tratamiento (A, D). Se agregé CTB-
A594 a una concentracion final de 20 pg/mly se incub6 por 45 minutos a 20°C.
Las preparaciones se lavaron con PBS, se fijaron con PFA, se tifieron con
solucion de Hoéechst y se montaron con Fluoromount ™. Las células fueron
observadas en microscopio confocal C2 plus eclipse Tl Nikon con lente objetivo
100X (barra de tamafio=20 ym).

3.4.2 La nistatina no inhibe la infeccién de IPNV en células SHK-1.

Para probar la participacién de la via endocitica mediada por caveolas y/o
balsas lipidicas en el ingreso de IPNV a las células SHK-1 se utilizé el ensayo
de infeccion en presencia de nistatina. Como se observa en la figura 7, este
inhibidor no produjo una disminucion de la infeccién de IPNV en células SHK-1

a concentraciones de 20, 40 y 60 pg/mi.

Efecto de la nistatina en la
infecciéon por IPNV en las células SHK-1
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Figura 23. La nistatina no inhibe la infeccién de IPNV en células SHK-1.
Se utilizo el ensayo de infeccion en presencia de 20, 40 y 60 mg de nistatina.
Se muestra el porcentaje de células que expresaron VP2/VP3 de IPNV

normalizado respecto a la condicion sin el inhibidor.
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En suma, estos resultados sugieren que el ingreso de IPNV en células SHK-1

no requiere de las balsas lipidicas y/o caveolas.

3.5 Rol de la macropinocitosis en el ingreso de IPNV en las células SHK-1.

3.5.1 Dinamica de polimerizacion de la actina durante la infeccion por IPNV
en las células SHK-1.

La dependencia de la macropinocitosis en la dinamica de la polimerizacion de
actina es una caracteristica fundamental de esta via endocitica (Mercer y
Helenius, 2012). En un contexto sin infeccion, las células SHK-1 presentan la
actina F de manera estructurada, formando de fibras de stress muy definidas
(SF) practicamente en la totalidad de las células que conforman la monocapa.
Adicionalmente, se observan lamelopodias discretas (L) y filopodias de longitud
variable, algunas de ellas formando rizos en la periferia de la célula (Fig. 24A).
En contraste, muy tempranamente, luege 2 minutos de la inoculacion del virus
IPN, se observan células que han perdido gran parte de sus fibras de stress y
han reducido su tamarno. La actina F se observa principalmente en el cuerpo de
la célula en forma de acumulos y en la periferia formando filopodias
prominentes (F) de alrededor de 10 micras de longitud, muchas de las cuales se
observan en asociacion con las particulas virales (Fig. 24B). Algunas particulas
se observan asociadas al extremo distal de dichas filopodias, mientras otras se
observan en la parte media y en la base (Fig. 24C). A tiempos posteriores se
cbservé que las particulas virales se concentran en la parte media de estas

protrusiones, a la vez que estas se contraen, engruesan y curvan formando
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rizos (no mostrado).
Si bien estos resultados no permiten concluir que el fenémeno descrito sea
inducido directamente por el virus, las imagenes sugieren que el virus utiliza las

protrusiones de membrana para alcanzar el cuerpo celular.

Sin Infeccion 1PNV 2 min.

Figura 24. Cambios de la estructura del citoesqueleto en tiempos
tempranos de la infeccion por IPNV en células SHK-1. Las células fueron
propagadas hasta una confluencia de 70-80% y sometidas a hambruna de
suero fetal por 16 horas. IPNV fue inoculado a una MOI de 30 e inmediatamente
se incubo a 20°C. La infeccion fue detenida por fijacion directa de la muestra
con PFA a distintos tiempos (se muestra 2 minutos en B). Luego de esto, las
células fueron permeabilizadas y procesadas para IFI VP2/VP3 de IPNV. Las
preparaciones fueron observadas en microscopio confocal de escaneo laser
Nikon C2 Plus espectral usando objetivo de 100X (SF: fibras de stress, L:

lamelopodias, F: filopodia, Barra de tamafio=10 pm).

3.5.2 Captura de fase fluida en presencia de IPNV.
Para estudiar la macropinocitosis en células SHK-1 se utilizé el marcador de la
fase fluida DX-TR. Como se muestra en las figuras 25 y 26, el marcador fue

internalizado por las células SHK-1 de manera constitutiva sin mediar
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estimulacién. Esto esta en concordancia con las caracteristicas previamente
descritas para las células SHK-1, cuyo linaje es de tipo macrofago (Fig. 25A, D
y 26A, D) (Dannevig y col., 1997).

Para determinar si IPNV induce la macropinocitosis o se beneficia de la
actividad macropinocitica basal de las células SHK-1 para ingresar a la célula,
se realizé ensayo de induccién de captura de fase fluida usando el marcador
DX-TR. De acuerdo a los resultados mostrados en la figura 25, independiente
de la actividad basal de macropinocitosis, IPNV es capaz de estimular un
aumento de la captura del marcador de fase fluida. Esta induccién fue
proporcional a la MOI utilizada. Luego de 15 minutos de incubacién con el virus,
las células SHK-1 mostraron un indice macropinocitico aproximadamente 2 y 3
veces mayor al control sin inducciéon a MOls de 10 y 30 respectivamente (Fig.

25D).
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Sin IPNV IPNV MOI 10 —

D Induccion de la captura de fase fluida
en células SHK-1

Indice macropinocitico

IPNV MOI 30

Figura 25. IPNV induce la captura de fase fluida en células SHK-1. Las
células SHK-1 fueron propagadas y sometidas a 16 horas de incubacién a 20°C
en ausencia de SFB. El virus IPN purificado se inoculé a MOls de 10 y 30 en
presencia de 250 ug/mL del marcador DX-TR. Se incubé por 15 min a 20°C, se
lavé con PBS y se fijo con PFA. Luego, las células se tifieron con solucién de
Hoechst se montaron con Fluoromount ® y se observaron en el microscopio
confocal Nikon C2 Plus espectral con objetivo 62X. Se obtuvieron 10 fotos de
cada condiciéon experimental (al menos 50 células por cada condicién). Las
sefiales de los macropinosomas se cuantificaron usando el indice
macropinocitico. El analisis estadistico t de Student fue realizado usando
programa Graph Pad Prism (***p<0.001, *p<0.05).
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3.5.3 EIPA disminuye el ingreso de DX-TR en células las SHK-1.
Previamente se determiné que EIPA no inhibe la internalizacion basal de DX-
TR, lo que estd en concordancia con reportes previos, que indican que la
macropinocitosis constitutiva en macréfagos es resistente al tratamiento con
este inhibidor (datos no mostrados) (Canton y col., 2016).

Cuando las células SHK-1 fueron incubadas con suero fetal bovino (SFB) la
captura de fase fluida se incrementé por sobre el nivel basal, posiblemente
como respuesta a la presencia de factores de crecimiento en el SFB (Fig. 26B).
En contraste, luego de 30 minutos de incubacion a 20°C en presencia del
inhibidor del transportador NHE-1, EIPA, se observé una disminucién de la
captura de fase fluida cercano a los niveles basales (Fig. 26A,C). El analisis
estadistico del indice macropinocitico, calculado en al menos 10 imagenes por

cada condicion, indica que esta diferencia es significativa (Fig. 26D).
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Sin tratamiento SFB 30%

O

Indice macropinocitico

SFB 30% EIPA 50 pM

Figura 26. EIPA bloquea el ingreso de DX-TR en células SHK-1. Las células
SHK-1 fueron sometidas a hambruna de SFB por 16 horas. Luego de esto, se
incubaron por 30 minutos con 30% de SFB (By C) y 50 uM de EIPA (C) o sin
inhibidor (A y B). Posteriormente se les afiadié DX-TR a una concentracion final
de 250 ug/mL en presencia de SFB (B y C) y 50 uM de EIPA (C). Después de
30 minutos de incubacidn, las células se lavaron cinco veces con PBS frio para
eliminar el marcador libre y se fijaron con PFA, se tifieron con solucién de
Héechst y se montaron con Fluoromount ™. Las preparaciones fueron
observadas en microscopio confocal C2 plus eclipse TI Nikon con lente objetivo
de 100X. Se analizaron al menos 10 campos microscopicos (aproximadamente
50 celulas) y se calculd el indice macropinocitico de acuerdo a protocolo
descrito previamente (Commisso y col., 2014) y el resultados se muestra en D.
El analisis de t de Student se realizé usando Graph Pad Prism (****p<0.0001)
(barra de tamafio=20um).
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3.5.4 EIPA inhibe la infeccion de IPNV en células SHK-1.

Para estudiar el ingreso de IPNV en células SHK-1 por macropinocitosis se usd
ensayo de infeccion en presencia de EIPA, el inhibidor de la bomba
proton/sodio NHE-1, cuya funcionalidad es critca en durante Ia
macropinocitosis (Koivusalo y col., 2010). Luego de 24 horas de incubacion en
presencia del inhibidor, la infeccién disminuyé significativamente de manera
dosis dependiente (Fig. 27). De acuerdo a lo mostrado en la figura 27, EIPA
inhibe un 25, 60 y 90% la infeccién a concentraciones de 25 (C), 50 uM (Dyy 75
MM (E) respectivamente, diferencias que resultaron ser estadisticamente

significativas (Fig.27F).
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Sin infeccidn

IPNV EIPA 50 1« M

Efecto de EIPA en la infeccion de IPNV
en las células SHK-1
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Figura 27. EIPA inhibe la infeccién de IPNV en células SHK-1. Se utilizo
ensayo de infeccion en presencia de 25 (C), 50 (D) y 75 uM de EIPA (E) o sin el
inhibidor (B) y la infeccion se visualizé luego de 24 horas de incubacion usando
IFI para VP2/VP3 de IPNV. Se muestran imagenes representativas de cada
condicion (barra de tamafio=20um). Se contaron 250 células en cada condicién
y el porcentaje de células infectadas se expreso como porcentaje respecto de la
infeccién sin el inhibidor (F). El analisis estadistico de t de Student se realizo
usando programa GraphPadPrism 6.0 (***p=0,0008, ****p<0,0001, NS no
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significante).

3.5.5 Dependencia de otros factores asociados a macropinocitosis para el
ingreso de IPNV en las células SHK-1.

Los resultados expuestos sugieren que IPNV ingresa en las células SHK-1
usando macropinocitosis al igual que en las células CHSE-214. Al igual que en
el estudio realizado en CHSE-214. A continuacion se presentan los resultados
del estudio de la dependencia de factores accesorios y vias de sefializacién
comunes en la macropinocitosis (Mercer y Helenius, 2009, Cossart y Helenius,
2014, Yamauchi y Helenius 2013). Para esto se utilizaron diversos inhibidores
especificos en el contexto de la infeccion con PNV en las células SHK-1.

Como se muestra en la figura 28, al igual que lo sucedido en las células CHSE-
214, cuando se trataron las células SHK-1 con wortmanina, el inhibidor de la
enzima PI3K (Walker y col., 2000, Rotblat y col., 2008), no se observd
disminucién de la infeccidn por IPNV. Mientras que, a diferencia de lo sucedido
en las células CHSE-214, los inhibidores IPA-3 (PAK1) y NSC23766 (Rac1) no
afectaron la infeccion por IPNV en las células SHK-1, sugiriendo el compromiso
de elementos celulares alternativos durante la infeccién en estas células (Fig.
28).

Del mismo modo, cuando se estudio la dependencia en la proteina GTPasa Ras
y la GTPasa de tipo Rho CDC42 con los inhibidores Salirasib y Casin
respectivamente, se observé inhibicion parcial de la infeccion, sugiriendo algan

grado de compromiso de estos factores celulares durante la infeccién por IPNV
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en las células SHK-1.

Finalmente, se observé que el tratamiento con Rottlerina y blebbistatina,
inhibidores de la PKC y ia miosina Il (Kovacs y col.,, 2004), disminuyé
significativamente la infeccién por IPNV en las células SHK-1 sugiriendo un rol
de esfas durante la infeccion.

Los datog hasta aqui mostrados sugieren que IPNV ingresa a la célula SHK-1
utilizando un mecanismo de tipo macropinocitico dependiente de la actividad de

NHE-1, PKC, Ras y CDC42.
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Dependencia de otros factores asociados a
macropinocitosis en la infeccién por IPNV en las células SHK-1

Sin Infeccion

IPNV
Wortmannina 10 yM
IPA-3 2,5 uM
IPA-3 1 uM
NSC23766 100 uM
NSC23766 200 uM
Blebistatina 100 uM
Blebistatina 200 pM
Rottlerina 1 uM
Rottlerina 5 uM
Rottlerina 20 yM
Casin 10 uM

Salirasib 100 uM ‘

SR f e P

% Infeccién (Normalizado)

Figura 28. Dependencia de factores asociados a macropinocitosis en la
infeccion por IPNV en las células SHK-1. Se realizé ensayo de infeccién por
IPNV en células SHK-1 en presencia de diversos inhibidores, visualizando su
efecto mediante IFl luego de 24 horas de incubacién. Los porcentaje de
infeccion fueron normalizados en relacién al control sin inhibidor.
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DISCUSION

La endocitosis es un mecanismo general mediante el cual la célula absorbe
macromoléculas y particulas del medio exterior, englobandolas en vesiculas
membranosas en un proceso dependiente de energia (Di Fiore y col., 2014). La
endocitosis puede adoptar muchas formas, incluyendo endocitosis mediada por
clatrina (EMC), endocitosis mediada por balsas lipidicas o caveolas y
macropinocitosis. Los virus a menudo pueden aprovechar alguna de ellas para
entrar en la célula y alcanzar el sitio 6ptimo para la replicacién (Mercer y
Helenius, 2012, Yamauchi y Helenius, 2013). Estudios previos, utilizando
microscopia electronica y ferritina cationica como trazador endocitico,
demuestran que el IPNV es co-internalizado con la ferritina en los
compartimentos ttbulo-vesiculares periféricos en células CHSE-214, lo que
sugiere que el virus IPNV utiliza el sistema endocitico para ingresar a la célula
(Couve et al. , 1992). Sin embargo, hasta la fecha no hay suficiente evidencia
para establecer la naturaleza de este proceso endocitico.

Globalmente, nuestros resultados son similares a los reportados previamente
para el IBDV en su respectivo modelo en células de ave, cuyo mecanismo
primario de ingreso corresponde a macropinocitosis (Gimenez y col., 2015).
Adicionalmente, se ha reportado que la internalizacién del virus se reduce

significativamente después del secuestro de colesterol de la membrana
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plasmatica usando MBCD, sugiriendo que las balsa lipidicas y/o caveolas
estarian parcialmente involucradas en [a internalizacion del IBDV (Gimenez y

col., 2015, Yip et al 2012).

Rol de la endocitosis mediada por balsas lipidicas y/o caveolas en el
ingreso de IPNV en células de salmén. Utilizando CTB-A594, un trazador de
la via endocitica dependiente de balsas lipidicas, en el presente trabajo se
observaron notorias diferencias en la actividad de esta via en células CHSE-214
en relacion a los datos descritos previamente en otras lineas celulares. Se
observéd que este marcador solo fue incorporado a la célula luego de
prolongados tiempos de incubacion. Mientras que en células Hela, de origen
humano y celulas SHK-1de salmén del Atlantico, el marcador fue internalizado
eficientemente en un corto periodo de incubacién. Ante esta particularidad de
las células CHSE-214 cabe preguntarse si dicha diferencia en la internalizacion
de CTB responde a una baja actividad de la via endocitica dependiente de
balsas lipidicas o es consecuencia de diferencias en los receptores superficiales
que determinan el ingreso .de CTB a la célula. En células de mamiferos, Ia
toxina de célera, particularmente su subunidad B, es reconocida por el
gangliosido GM., el que se encuentra ricamente representado en balsas
lipidicas. Luego de la unién, GM; conduce a la toxina de célera hacia el reticulo
endoplasmico, lugar donde se produce su activacion (Hazes y col., 1997). Se ha
observado que linajes celulares humanos pueden presentar grandes diferencias

en este aspecto, como ocurre con las células Hela, derivadas de cancer
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cérvico uterino, que presenta alta expresion de GM; y caveolina mientras que
las células CaCo-2, provenientes de cancer de colon humano, no expresan
niveles detectables de caveolina ni GM;. Estas diferencias impactan de manera
importante la eficiencia de la internalizacion de CTB (Pang y col., 2004).

Los resultados mosirados en este trabajo indican que el uso del complejo
filipina, un farmaco que forma complejos globulares con el colesterol de la
membrana plasmatica, bloquea la endocitosis por caveolas y/o balsas lipidicas
en [as células CHSE-214. De este modo, el tratamiento con este compuesto
bloque el ingreso del marcador CTB pero no afecté a la infeccién por IPNV en
estas celulas. En contraste, cuando se utilizé filipina en las células SHK-1 no se
observé bloqueo de la internalizacién del marcador CTB.

Aunque la filipina se ha utilizado con éxito para bloquear la endocitosis mediada
por balsas lipidicas y caveolas en células de diversos origenes (Orlandi y col.,
1998), el fendmeno de resistencia a esta droga ya se ha descrito en células de
origen aviar (QM7) y su efectividad en células de salmén no se ha reportado
previamente (Gimenez y col., 2015). El complejo filipina presenta alta afinidad
por colesterol, un importante componente de la membrana plasmatica de
mamiferos (Bittman y col., 1972). Aunque no existen estudios respecto de
variaciones en la composicion de esteroles en membranas de células de
salmon, es plausible que la resistencia observada sea consecuencia de este
tipo de diferencias. En este sentido, se ha reportado que pequeiias variaciones
en la estructura de los esteroles de membrana se traducen en diferencias de

afinidad y resistencia frente a polienos antifiingicos por parte de diversas
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especies de hongos y mamiferos (Johnson y Subden 1977, Rintoul y col.,
1982). De acuerdo a esto, se probo la nistatina, un polieno antifungico que, al
igual que la filipina forma complejos globulares con esteroles de la membrana
plasmatica pero, a diferencia de esta, presenta menos afinidad por colesterol y
mayor afinidad por ergosterol, componente abundante en membranas de
hongos y algunos protistas (Coutinho y col., 2004). Asi mismo, la nistatina se ha
utilizado frecuentemente bloquear la endocitosis mediada por balsas lipidicas y
caveolas en diversos tipos celulares (Parton y Richards, 2003, Schnitzer y col.,
1994, Blot y McGraw, 2006). De acuerdo a nuestros resultados, el tratamiento
con nistatina si bloqued el ingreso de la CTB-A594 en las células SHK-1 (Fig.
22E), razon por la cual se utilizo este inhibidor para determinar la participacién
de las balsas lipidicas y caveolas en la infeccion por IPNV en estas células.
Cuando este inhibidor se utilizé durante la infeccion por IPNV no se observé
ninguna disminucion significativa en el porcentaje de células infectadas,
sugiriendo que al igual que en las células CHSE-214, en SHK-1 la infeccién por
IPNV es independiente de caveolas y/o balsas lipidicas.

Por otra parte, el tratamiento con nistatina, otro macrélido con afinidad por
esterol, bloqued el ingreso de CTB a las células SHK-1 y no afectd la infeccién
por IPNV. Esto sugiere que, a diferencia de lo observado en el IBDV, las balsas
lipidicas y/o caveolas son prescindibles para la replicacion de IPNV y no

estarian implicadas en la entrada IPNV a la célula.




Rol de la endocitosis mediada por clatrina en el ingreso de IPNV a las
células de salmén. La endocitosis mediada por clatrina (EMC) o la endocitosis
mediada por receptor es una via endocitica bien estudiada. Esta universalmente
distribuida entre diferentes eucariotas y desempefa papeles esenciales en
diversas funciones celulares (MacMahon y Boucrot, 2011, Dergai et al, 2016).
Existen numerosos virus que activan esta via para acceder a la célula, muchos
de los cuales aprovechan la migracion y la maduracién endosomal para gatillar
su penetracién hacia el citoplasma (Cossart y Helenius, 2014).

Como se muestra en este trabajo, el tratamiento de las células CHSE-214 y
SHK-1 con clorpromazina, un inhibidor del ensamblaje de clatrina ampliamente
utilizado en células de mamiferos, no interfirié con la infeccion por IPNV (Wang
y col.,, 1993). No obstante, cuando se probé la funcionalidad de EMC en las
células CHSE-214 utilizando el trazador Trf-AB833, este no fue internalizado,
incluso luego de un tiempo de incubacién prolongado. Entre las diferentes
causas que explican esta observacion existe la posibilidad de que la transferrina
utilizada, de origen humano, no sea reconocida por los receptores de las células
CHSE-214 o bien, la via de EMC no sea activa en estas células. En suma, la
ausencia de otros trazadores de EMC validados en células de peces, no
permiten descartar la utilizacion de esta via en la infeccion por IPNV en células
CHSE-214.

Contrastando con lo anterior, el marcador Trf-A633 si fue internalizado en las
células SHK-1 y la internalizacion fue blogueada por la CPZ. Ademas, el

tratamiento con CPZ no afecto a la infeccion por IPNV: en estas células, lo que
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sugiere que el virus no depende de clatrina para infectar las células de salmén
del Atlantico SHK-1. Estos resultados concuerdan con la evidencia de que la
infeccion por IPNV en células CHSE-214 y SHK-1 es insensible al tratamiento
con dynasore sugiriendo que la actividad de la GTPasa dinamina 2, un factor
relevante durante el cierre de la vesicula en la EMC, es prescindible para la
infeccion por IPNV en estas células (McMahon y Boucrot, 2011, Cosart y
Helenius, 2014). En suma, estos resultados concuerdan con reportes previos
que sefialan que la infeccion por IPNV no requiere la disminucion del pH para la
entrada a la célula, factor que es frecuentemente utilizado por las particulas

virales que utilizan EMC para ingresar a la célula (Espinoza y Kuznar, 1997).

El virus IPN ingresa a las células de salmén via macropinocitosis. La
macropinocitosis es constitutiva en células dendriticas y macréfagos y debe ser
inducida en otros linajes celulares (Mercer y Helenius, 2012, Yamauchi y
Helenius, 2013). Para activar esta via, los virus deben establecer la interaccién
con moléculas especificas de superficie celular, seguido de la activacion de la
cascada de sefalizacién que conduce al reordenamiento de la actina para la
formacion de protrusiones o rizos de la membrana plasmatica. Los
macropinosomas se forman cuando los rizos de la membrana se repliegan
sobre la membrana plasmatica para formar cavidades llenas de fluido que se
cierran por fusion de membranas (Mercer y col., 2010, Yamauchi y Helenius,
2013). En consecuencia, la formacion del macropinosoma se asocia con un

aumento transitorio en la captacion de la fase fluida extracelular (Mercer y
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Helenius, 2009). Aunque hasta la fecha no se ha identificado el o los receptores
o moléculas de interaccién en la superficie celular, en el presente trabajo se
demuestra que el virus IPN estimula la captura de la fase fluida en células
CHSE-214 y SHK-1, lo que sugiere que el virus puede interactuar y
desencadenar la via de sefializacién apropiada para gatillar la captura
macropinocitica.

Debido a la alta actividad de polimerizacion de actina durante la formacién de
rizos de membrana, la macropinocitosis tiene una alta dependencia de ia
dinamica de actina (Mercer y Helenius, 2009, Marques y col., 20;17). Mediante
el uso de Cito D como agente desarticulante del citoesqueleto, se demostré que
la infeccién por IPNV es altamente dependiente de la polimerizacién de actina
en las celulas CHSE-214, ya que la expresion de VP2/VP3 de IPNV se redujo
drasticamente después de 6 horas de infeccion en presencia del farmaco. Asi
mismo, se obtuvieron resultados similares cuando la presencia de Cito D se
restringio a las primeras 2 horas de infeccion, lo que indica que este requisito es
necesario en la etapa temprana de la infeccion, posiblemente durante el ingreso
del virus. A diferencia de lo anterior, cuando se probé este inhibidor en células
SHK-1 se observé toxicidad a muy bajas concentraciones de Cito D, o que
impidio estudiar este requerimiento usande esta aproximacion metodolégica. No
obstante, cuando se determind el efecto de las partfculas virales en el
citoesqueleto de actina en tiempos tempranos de infeccién, se observé que
IPNV se asocia con estructuras celulares enriquecidas de actina F en SHK-1 de

tipo filopodias, sugiriendo la participacién de este facior en el ingreso del virus a
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las celulas SHK-1. Seran necesarios estudios posteriores usando otros
inhibidores u otras aproximaciones metodolégicas para responder esta
interrogante.

Como consecuencia de la actividad metabélica durante la polimerizacion de la
actina se genera una gran cantidad de equivalentes de H+ y el pH del citosol
sub membranoso es equilibrado a iravés de la actividad de la bomba
proton/sodio NHE-1. La dependencia de la actividad de NHE-1 es un sello
distintivo de la macropinocitosis y su bloqueo induce una rapida acidificacién dei
citosol, condicién que inhibe a las Rho GTPasas Cdc42 y Ract (Koivusalo y
col., 2010). Como se muestra, la infeccidn por IPNV fue bloqueada por el uso
de inhibidor de NHE-1 EIPA en un modo dependiente de dosis en los dos

modelos celulares estudiados.

Compromiso diferencial de GTPasas de tipo Rho y otros factores celulares
en el ingreso de IPNV en las células CHSE-214 y las células SHK-1.

Las GTPasas Cdc42 y Rac1 se han descrito como reguladores maestros de la
dinamica de actina, de la formacién de protrusiones de membrana y del trafico
vesicular (Lim y col., 1996). Cdc42 y Rac1 activan dos tipos de nucleadores de
actina, WASP y WAVE que dan surgimiento a las filopodias y lamelopodias
respectivamente (Egami y col., 2014). En concordancia con la respuesta de la
infeccion frente a EIPA, cuando se chequed el requerimiento de la actividad de
las GTPasas Rho durante la infeccion por IPNV, se observd dependencia

diferencial de Rac1 en las células CHSE-214 y Cdc42 en las células SHK-1.
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Rac1 se ha asociado con la formacion de rizos de membrana y es crucial para
la formacién de macropinosomas en diferentes tipos de células, incluyendo las
célutas dendriticas, macréfagos, fibroblastos y células epiteliales (Egami y col.,
2014, Fujii y col,, 2013). Concordante con esto, el estudio morfoldgico de la
actina en tiempos tempranos de infeccion mostré una tendencia hacia la
formacion de rizos de membrana en las células CHSE-214 mientras que en Jas
celulas SHK-1 se observdé la asociacion de [as particulas con largas
protrusiones de tipo filopodias.

Varias moléculas han sido identificadas como efectores rio abajo de Rac1
durante la formacion de macropinosomas, tales como la quinasa activada por
p21 (PAKT). PAK1 fosforila a la proteina 1 de unién al dominio C-terminal de
E1A / sustrato ADP ribosilado de brefeldin A (CtBP / BARS), y esta fosforilacion
es un evento critico para el cierre de la copa macropinocitica (Amstutz y col.,,
2008, Liberali y col., 2008). Para probar el rol de Pak1 en la infeccion por [PNV
se utiliz6 IPA-3, un inhibidor alostérico no competitivo para probar el papel de
PAK1 en la infeccion por IPNV. Nuestros resultados indican que la infeccién por
IPNV depende de la actividad de PAK1 en las células CHSE-214 enfatizando el
papel de Rac1 en este mecanismo.

La fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato 3-quinasa (PI(3)K) es una enzima implicada en
diversas funciones celulares como el crecimiento, Ila diferenciacion,
proliferacion, supervivencia, motilidad y el trafico intracelular (Carracedo y
Pandolfi, 2008). Ademds, se ha implicado en varias etapas de Ia

macropinocitosis, desde la formacién del rizo hasta el cierre de la membrana y
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el frafico del macropinosoma (Mercer y Helenius, 2012). Esta enzima cataliza la
adicion de un grupo fosfato en el fosfolipido fosfatidilinositol (4,5) bisfosfato (PI
(4,9) P2), generando la molécula sefial PI (3,4,5) P3. La incorporaciéon de esta
sefial en la membrana plasmatica durante la macropinocitosis conduce a Ia
formacion de micro-dominios que son reconocidos por diversas proteinas
efectoras. Ademas, la presencia de esta sefial durante la formacion del
macropinosoma coincide con la union de varias proteinas de la familia SNX-PX-
BAR, que estan implicadas en la formacion de curvaturas y la tubulacién de la
membrana plasmatica (Wang y col., 2010). Sorprendentemente, el tratamiento
de células CHSE-214 y SHK-1 con wortmannina dio como resultado una
inhibicién marginal de la infeccion por IPNV. Dado el papel central que se ha
conferido a PI(3)K en [a generacién y el desarrollo de macropinosoma, la
resistencia al inhibidor de PI(3)K fue inesperado. Sin embargo, hasta la fecha se
han descrito varios casos de virus que ingresan a través de macropinocitosis
independiente de PI(3)K, entre los que se pueden citar algunas cepas del virus
de la viruela (VV), el virus de la inmunodeficiencia adquirida (VIH-1) y el virus de
la fiebre aftosa (FMDV) (Mercer y Helenius 2009, Mercer y col., 2010, Carter et
al. 2011, Mercer y Helenius, 2012, Han y col., 2016). Este hallazgo sugiere que
otras quinasas lipidicas podrian regular la macropinocitosis en las células

CHSE-214 y SHK-1.
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Tabla 2: Cuadro comparativo de factores requeridos para la
endocitosis del virus IPN en células CHSE-214 versus SHK-1.

Células

Via endocitica

Objetivo

Tratamiento

CHSE-
214

SHK-1

Endocitosis
mediada
clatrina (EMC)

por

de
de

Blogueo
nucleacion
clatrina.

Clorpromazina

No
concluyente

No

Inhibicién de
escision de la
vesicula
recubierta de
clatrina.

Dynasore

No inhibe

No inhibe

Endocitosis
mediada por
balsas lipidicas
y/o caveolas.

Distorsién de
balsas lipidicas
mediante
formacién de
complejos con
colesterol.

Filipina

No inhibe

No
realiza

se

Distorsion de
balsas lipidicas
mediante
formacion de
complejos con
ergosterol.

Nistatina

Macropinocitosis

Induccion de
captura de fase
fluida

Dextran-Texas
Red

Inhibiciéon de
polimerizacién de
actina.

Citocalasina D

Dependencia de
la actividad de
NHE-1.

EIPA

El virus induce
reordenamiento
de la actina-F.

Marca de
actina F con
faloidina

Dependencia de
GTPasa de tipo
Rho.

NSC23766

No
realiza

se

Casin e

Dependencia de
Pak1.

IPA-3

Dependencia de
PKC.

Rottlerina

Dependencia de
PI3K.

Wortmanina

No inhibe

No
realiza

se

No

No

Dependencia de
microtubulos.

Nocodazol

Dependencia de
Miosina i

Blebbistatina
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Desde un punto de vista general, las observaciones presentadas en este trabajo
indican que existen similitudes y diferencias en los factores celulares
comprometidos durante el ingreso del virus IPN a las células CHSE-214 y SHK-

1, las que se muestran en la Tabla 2.

Modelo propuesto para el mecanismo de macropinocitosis en células de
salmén.

De este modo, la participacién de la GTPasa de tipo Rac1 y la quinasa Pak1
resultaron relevantes durante la infeccion en las células CHSE-214. A partir de
estos resultados se propone un modelo en el cual la union del IPNV a un
receptor, desconocido a la fecha, desencadena la via de sefalizacion que da
como resultado la activacion de Rho GTPasa Racl. Raci luego puede
coordinar secuencialmente una respuesta macropinocitica a través de su
efector Pak1. En primer lugar, Pak1 regula la LIM quinasa (LIMK), que fosforila
e inactiva directamente a los miembros de la familia de las cofilinas, lo que da
como resultado la estabilizacién de la actina F (filamentosa) y la formacién de
protrusiones de membrana. Pak1 luego regula la retraccién de profrusion
dependiente de actomiosina a través de la activacion de Ia quinasa de cadena
ligera de miosina (MLCK), que fosforila y activa la miosina |l. El cierre
macropinocitico estaria regulado también por Pak1 a través de la activaciéon de
CiBP1 (proteina de unién C-terminal 1) y la activacién indirecta de la miosina I
La actividad de intercambio de protones del NHE1 mantiene el pH sub-

membranose, lo que soporta la actividad de Rac1 durante todo el proceso
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(Figura 29).

Membrane protrusions

Figura 29. Modelo del mecanismo macropinocitico utilizado por el virus
IPN para ingresar a las células CHSE-214 (Levican y col., 2017). GEF; factor
intercambiador de nucleétido de guanina, Pak1; proteina quinasa activada por
p21, LIMK; quinasa Lim, MLCK; quinasa de la cadena liviana de miosina,
CtBP1; proteina 1 de unién al dominio C-terminal de E1A / sustrato ADP
ribosilado de brefeldin A, PKC; proteina quinasa C.

Por otro lado, el mecanismo utilizado por el virus para ingresar a las células
SHK-1 es menos claro, pero a diferencia de lo que ocurre en las células CHSE-
214, existe dependencia parcial de la GTPasa Rho Cdc42 e independencia de
Pak1.

En conclusién, estos resultados indican que el IPNV entra en las células CHSE-
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214 por un mecanismo independiente de clatrina y caveolina y/o balsas
lipidicas, mecanismo que cumple con los principales criterios utilizados para
definir la macropinocitosis (Mercer y Heleinius, 2009). Asi mismo, el estudio
realizado en células SHK-1 sugiere que IPNV utiliza la misma via de ingreso,
aunque presenta importantes diferencias en los factores reguladores implicados
en dicho mecanismo. De este modo, el mecanismo macropinocitico utilizado por
el virus IPN en las células CHSE-214 es posiblemente regulada por la GTPasa
de fipo Rho Rac1 y comprende varios efectores como miosina [l y quinasas
PAK1 y PKC. Por otro lado, en las células SHK-1 el posible regulador de Ia
macropinocitosis es la GTPasa Rho Cdc42 y habria compromiso de la GTPasa

Ras, la quinasa PKC y miosina II.
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CONCLUSIONES

1. En relacién al objetivo especifico 1: “Evaluar e/ ingreso de IPNV a Ja
célula CHSE-214 por endocitosis mediada por clatrina y balsas lipidicas /
caveolas”, los resultados mostrados sugieren que la infeccién por IPNV
en celulas CHSE-214 es independiente de balsas lipidicas y caveolas.
Por ofro lado, el tratamiento de las células con inhibidor de la via
dependiente de clatrina, clorpromazina, no afecté Ia infeccion por IPNV.
Sin embargo, al no internalizarse el marcador de esta via, la transferrina
conjugada, no nos es posible concluir sobre la significancia de este
resultado. La falta de un control validado para esta via endocitica en
células CHSE-214 impide el poder descartar o afirmar la participacion de

la endocitosis mediada por clatrina en el ingreso de IPNV a estas células.

2. En relacién al objetivo especifico 2, “Fvaluar ef ingreso de IPNV a las
células CHSE-214 por macropinocitosis”, los resultados expuestos
indican que IPNV, al igual que el birnavirus aviar IBDV en su respectivo
modelo celular, ingresa por macropinocitosis a las células CHSE-214. Se
presenta evidencia que se ajusta a los criterios que definen el ingreso de

un virus por macropinocitosis (56); i) la dependencia de la dinamica de

104




actina, ii) la dependencia de la funcién de la bomba NHE-1 y iii} la
induccion de captura de la fase fluida por parte del virus. Adicionalmente,
se muestran datos que sugieren que este mecanismo es coordinado por
la GTPasa de tipo Rho Rac1 y compromete la funcion de PAK1, PKC y

miosina II.

. Respecto al objetivo especifico 3; “Evaluar el ingreso de IPNV a Jas
células SHK-1 por macropinocitosis”, durante el presente trabajo se
observo que la infeccién por IPNV en las células SHK-1 fue resistente a
los tratamientos con nistatina y clorpromazina, sugiriendo independencia
de la endocitosis mediada por balsas lipidicas y/o caveolas y EMC
respectivamente. Adicionalmente, la inoculacién de IPNV en las células
SHK-1 indujo la captura de fase fluida y se observaron cambios en el
citoesqueleto de actina en tiempos tempranos de infeccion. En el mismo
sentido, se observé que la infeccién depende de la aciividad de la
proteina NHE-1 ya que el tratamiento de las células con EIPA bloqued la
infeccion de manera dosis dependiente. Estos datos sugieren que, al
igual que en las células CHSE-214, IPNV ingresa en las células SHK-1
mediante macropinocitosis. A diferencia de lo mostrado para las celulas
CHSE-214, el mecanismo de endocitosis utilizado por el virus para
ingresar en [as células SHK-1 depende de la actividad de la GTPasa Rho

Cdc42, PKC y miosina Il.
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