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RESUMEN

El virus de la necrosis pancreatica infecciosa (IPNV) es un importante patégeno de
salmonidos en el hemisferio norte y actualmente estd causando grandes pérdidas en la
industria salmonera chilena (Enriquez &Lobos 2000).

Pese a que se han realizado numerosos estudios al respecto, muchos aspectos de su
biologia son desconocidos. Entre estos se encuentra la forma en que las proteinas de la
capside interactian entre si y con el material genético para conformar un virién maduro
(morfogénesis).

A fin de estudiar el proceso morfogenético del virus, se empled una estrategia
experimental consistente en inmunoprecipitar, con 2 anticuerpos monoclonales (Aml y
Am14), las 2 proteinas virales componentes de la capside (VP2 yVP3).

Al inmunoprecipitar células lisadas por efecto de la progresion de la infeccion viral
(ctapas tardias de la infeccién) se determind que Aml (anti VP3) permite
coinmunoprecipitar VP2.

Por otra parte al utilizar Aml14 solamente se pudo inmunprecipitar VP2,
probablemente debido a que el epitope de ésta proteina, al cual se une el anticuerpo, se
obstruye cuando VP2 se asocia a VP3.

El analisis de inmunoprecipitados obtenidos a diferentes horas post infeccién (hpi)
permiti6 visualizar que VP2 y VP3 se asocian a partir de las 9 hpi, esto es, al menos 6 horas

antes de la aparicion de viriones maduros.
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La formacién de complejos que contienen VP2 y VP3 ocurre en forma
concomitante al momento de maxima sintesis del RNAds siendo probable que exista una
relacion entre ambos hechos.

A partir de los resultados obtenidos y la informacion disponible se elabor6 el
siguiente modelo para la secuencia de ensamblaje del virus:

VP3 se distribuye por el citoplasma donde se asocia al RNA. La formacién de estos
complejos favorece la incorporacion de VP2, la cual se les une en forma gradual hasta

completar el virion maduro.
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INTRODUCCION

Uno de los sectores productivos que ha experimentado mayor crecimiento
en los ultimos afios, tanto en Chile como a nivel mundial, es la acuicultura (FAO 1996).

En la actualidad se cultiva un gran niimero de especies, pero la que reviste mayor
importancia en Chile, tanto por los niveles de produccién como por los réditos generados,
es la salmonicultura. La industria salmonera chilena ha crecido sostenidamente en fa tltima
década de forma tal que este pais se ha constituido en uno de los mayores productores a
nivel mundial (FAO 1996).

Pese a su gran rentabilidad las salmoneras sufren, anualmente, considerables
pérdidas a causa de enfermedades y parésitos que afectan a las especies cultivadas. Se ha
hecho necesario, por tanto, realizar numerosos estudios a fin de desarrollar metodologias
de diagnostico y profilcticas para detener el avance y proliferacion de estas enfermedades.

En el presente estudio se tratard uno de estos patogenos; el virus de la necrosis
pancredtica infecciosa (IPNV), que tiene grandes repercusiones sobre los cultivos de
salmones en el hemisferio norte y que actualmente esté causando pérdidas importantes en la
industria salmonera chilena (Enriquez & Lobos 2000).

Este virus fue descubierto en 1960 (Wolf et al., 1960) y se ha aislado en varias
especies de organismos acuéticos, desde peces hasta invertebrados, pero infecta
principalmente especies de salmonidos (Hill & Way 1980). Fue aislado y caracterizado por
primera vez en Chile en 1984 (Mac Allister & Reyes 1984, Espinoza ef al., 1985), pero se

distribuye a través de todo el mundo, concentrandose principalmente en el hemisferio norte.



Patologia

El IPNV afecta mayoritariamente a larvas y alevines de entre 0-6 meses de vida en
los cuales puede producir mortalidades de entre 10 y 90% dependiendo primordialmente de
la temperatura del agua. Desde los 6 meses de vida puede causar infecciones subclinicas
asintomaticas sin producir pérdidas significativas.

El virus induce la generacion de anticuerpos neutralizantes, pero se ubica en areas
inaccesibles para éstos, de manera que los peces infectados se vuelven portadores
asintomaticos por tiempo indefinido (Ahne & Thomsen 1986, Bootland et al., 1991).

La infeccion causada por el virus se caracteriza, externamente, por abultamiento de
la zona abdominal, natacion erratica y circular por sobre un eje longitudinal o bien
permanencia de los peces infectados en la parte inferior del tanque, produccién de
deposiciones mucosas o pseudofecas, decoloracion de las agallas y oscurecimiento del
cuerpo. Puede ocurrir también que sobrevenga la muerte del pez, sin el desarrollo de
algunos o todos estos signos (Dorson 1982, Quaglio1989).

El virus es relativamente sensible a la temperatura, ya que puede infectar entre los
5,5-26 °C, pero su temperatura Optima es de aproximadamente 20°C. Se transmite a traves
de agua contaminada, equipos, alimentos, aves, parasitos hematofagos y peces portadores
asintomaticos por fecas y transmision vertical (Schlotfelt et al., 1995). Desde el agua o
elementos contaminados, la infeccién ocurre por incorporacién a través de las agallas y
boca, en tanto que la transmision vertical se asocia con la cubierta de las ovas

(Quaglio1989).



Morfologia

Pertenece a la familia Birnaviridae [que fue separada de los Reovirus (Kelly & Loh
1972, Dobos et al., 1979)], y al género Aquavirnavirus (Cohen et al., 1973 ).

El tamafio promedio de los viriones es aproximadamente de 60-65 nm. Tienen
simetria icosahédrica (Ozel & Genderbloom 1985) (figura N°1) y no presentan membrana
lipidica (Lightner & Post 1969), por lo cual pertenecen a la categoria de los virus

desnudos.

Figura N°1 Representacién esquematica de la forma icosahedrica de la cipside

65 nm.

Este virién es uno de los mas simples que existe, ya que consta de una cépside,
compuesta de 2 proteinas, la cual encapsula dos hebras de RNA bicatenario (RNAds)

asociadas a proteinas ligadas al genoma denominadas VPg (Dobos 1977, 1995a).



El IPNV contiene un 8,7% de RNA y un 91% de proteinas. Este 91% consta de 4
proteinas; VP1 o VPg, VP2, VP3 y VP3a (Dobos 1977, 1995a) y actualmente se discute la
presencia de una quinta proteina, previamente denominada NS (non structural), en el virus
maduro o capaz de infectar (Magyar & Dobos 1994a).

VP1 es una proteina no estructural, de 91 kDa, cuya funcion tiene relacion con la
replicacion ya que actuaria de partidor (Dobos 1995b), asi como también de RNA
polimerasa (Peter ef al., 1982). Se la puede encontrar asociada al material genémico o
separada de éste, es decir que puede 0 no actuar como VPgo proteina gendmica (Magyar ef
al., 1998).

VP2 es un polipéptido de 60 KDa, que constituye la parte externa de la capside del
virién (Estay ef al., 1990) y corresponde a un 62% de su masa total, con 544 unidades por
cada virién maduro (Dobos 1977, 1995a).

VP3 conforma la parte interna de la capside del virion (Estay et al., 1990). Se
encuentran aproximadamente 550 unidades de ésta proteina en el virus completo, pero
debido a su bajo peso molecular, de 30 KDa, constituye Gnicamente un 32% del peso total
del mismo. Esta proteina da origen, mediante clivaje, a un cuarto péptido denominado
VP3a (Dobos 1977, 1995a).

Este virus presenta dos hebras de RNA bicatenario, la primera de las cuales es
denominada segmento A. Tiene un peso molecular de 2,5%10° KDa y contiene la
informacion para 4 péptidos (figura 2); VP2, NS VP3, y uno de 17 KDa, rico en arginina.
(Macdonald & Dobos 1981). Originalmente se desconocia la existencia del cuarto péptido y
se planteaba que VP2, VP3 y NS provenian de un RNA policistrénico que originaba un

RNA mensajero para cada proteina (Somogy & Dobos 1980). Posteriormente se determin6
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que el segmento A (figura 2) del RNA viral contiene dos marcos abiertos de lectura u ORF
(Open Reading Frames) sobrepuestos, el primero de los cuales codifica una poliproteina, la
cual es posteriormente clivada por una peptidasa viral, a saber, el péptido denominado NS
(Duncan et al.,1987). Esta poliproteina ha sido visualizada en estudios recientes. El
segundo ORF codifica el péptido de 17 KDa. cuya funcién se desconoce (Magyar & Dobos
1994b, Dobos 1995a).

La segunda cadena, denominada cadena B es de 2,3*10° KDa y codifica la

informacion necesaria para la sintesis de VP1(figura 2).

Figura N° 2. Proteinas codificadas por los segmentos A y B del RNA Viral

VP2 NS VP3

17 Kda

VP1

El ciclo infectivo de IPNV consta de varias fases. La primera de ellas consiste en la
unién del virus activo a la superficie celular para lo cual interactia con receptores
especificos en la membrana de la célula y luego es endocitado en forma de vesicula

(Kuznar ef al., 1995). Dicha vesicula libera, mediante un mecanismo desconocido, el virién

10



al citoplasma donde tiene lugar el ciclo replicativo (Espinoza 1997). La siguiente fase es la
sintesis de las proteinas y material genético viral, y el tltimo paso es el ensamblaje de estos

elementos para formar el virion completo.

Replicacion

El proceso replicativo del virus ocurre en el citoplasma de la célula infectada
(Malsberg & Cernini 1962) y puede separarse en 3 etapas.

La etapa primaria, caracterizada por la sintesis activa de RNA viral, comienza con la
aparicién de cadenas positivas de RNA (RNAss) en el citoplasma. En un estudio previo se
observé RNA 24S (RNAss) de origen viral a partir de las 4 horas post infeccion (hpi) y de
RNA de doble cadena (RNAdSs.) a partir de las 6 hpi. Experimentos realizados en dicho
estudio arrojaron claros indicios que RNAds es sintetizado a partir de RNAss (Somogy &
Dobos 1980).

La segunda etapa estd marcada por la sintesis de proteinas que comienza en forma
casi simulténea a la aparicion de cadenas positivas de RNA, es decir a partir de las 4 a 5
hpi. (Dobos 1977, Hjalmarsson ef al., 1999). La sintesis proteica persiste durante todo el
ciclo viral pero decrece hacia tiempos tardios, a saber, cerca de las 14 hpi.

En la tercera etapa se produce el ensamblaje de las proteinas virales entre si y con
RNA para conformar los viriones maduros, finalizando con la lisis de las células y posterior

liberacion de los mismos.
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Ensamblaje

Como producto de la replicacion del virus se obtienen proteinas y material genético
viral. El proceso de ensamblaje es el mecanismo por el cual dichas especies interactuan
entre s de manera coordinada para dar origen a un virién maduro o capaz de infectar. La
forma y momento en que se unen las proteinas y el material genético de IPNV son, hasta el
momento, desconocidas y constituyen el motivo de este estudio.

En base a la informacién existente relativa a la morfogénesis de virus con
caracteristicas comunes a IPNV (reovirus y poliovirus), asi como trabajos relacionados a

las proteinas y material genético del mismo, se proponen dos modelos de ensamblaje.

MODELO 1

El primer modelo de ensamblaje corresponde a aquel postulado para reovirus, que al
igual que birnavirus, presenta su genoma en forma de RNA de doble cadena (lo que indujo
a los investigadores a clasificar a IPNV dentro de dicho grupo filogénetico). Sin embargo,
este virus posee 10-12 segmentos de RNA, una capside compuesta de tres capas proteicas
icosahédricas y un nimero mucho mayor de proteinas (10-13) (Nilbert et al., 1996).

Se ha demostrado tanto para reovirus como para rotavirus, ambos pertenecientes a la
familia Reoviridae, que el proceso morfogenético comienza con la sintesis de moléculas de
RNA de cadena simple (RNAss), a las cuales se asocian proteinas no estructurales, la
polimerasa viral (VP1) y posteriormente, proteinas de la capa interna de la capside. Estas

uniones resultan en la formacion de complejos replicativos dentro de los cuales se sintetiza



RNAds a partir de RNAss. El proceso finaliza con la liberacion gradual de las proteinas no
estructurales teniendo como resultado la formacién de particulas virales que contienen
RNAds encapsulado por una capside simple (de dos capas de proteinas), que son de
estructura similar a IPNV (Gallegos & Patton 1989, Antzak & Joklik 1992). Este proceso se
ha denominado modelo para el ensamblaje de particulas de capside simple.

Dado que los reo y rotavirus son méas complejos que IPN, su proceso morfogénetico
no concluye hasta que las proteinas constituyentes de la capa externa son acopladas a la
particula viral de capa simple. Por otra parte ambos virus poseen entre 4 y 5 proteinas no
estructurales las cuales, pese a no realizar directamente la replicacion del genoma, se
asocian a éste asegurando que cada particula replicativa contenga todas las hebras de
RNAds (entre 10 y 12) y sea capaz de realizar la replicacion (Poncet ef al., 1993, Aponte et
al., 1996).

En estudios tecientes realizados en IPNV, se ha observado que VP3 se asocia al
RNA viral (Hjalmarsson et al., 1999) y se han aislado complejos RNA-VP3 en células
lisadas por la progresién de la infeccion viral (Hjalmarsson & Bveritt 1999).

En base a esta informacién y los modelos de ensamblaje de particulas de capside
simple de reo y rota virus se puede postular el siguiente modelo de ensamblaje:

Hebras de RNAss se unen a VP3 y VP1 formando complejos replicativos los cuales
sintetizan RNAds a partir de RNAss. Una vez concluida la sintesis de RNAds se incorpora
VP2 en forma gradual. El ensamblaje concluye cuando esta proteina encapsula

completamente los complejos replicativos.
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MODELO 2

Experimentos realizados en rotavirus han demostrado que una de las proteinas de la
capa interna de la capside de este virus (VP2) tiene la facultad de autoensamblarse
formando capsides vacias y agregados proteicos in vitro (Labbé et al., 1991). Estos
agregados pueden adquirir diversas formas debido a cambios estructurales reversibles en
las particulas individuales de VP2 (Zeng ef al., 1994). Trabajos recientes, realizados en
IPNV han demostrado la presencia de agregados de VP2 en la célula infectada (Espinoza et
al., 2000).

Por otra parte se ha observado en polivirus (un virus cuyo material genético consiste
de RNAss y que carece de membrana), que proteinas de la capside se unen formando
pentameros asociados a sistemas membranosos de origen celular (Pfister ef al., 1992). Se ha
determinado que estos pentameros tienen una participacion activa en el encapsulamiento
del RNA viral (Pfister ef al., 1995).

A partir de ésta informacion y la capacidad de VP2 (tanto en rotavirus como en
IPNV) de formar agregados, se puede proponer un segundo modelo morfogenético: Al
igual que en el modelo anterior, VP3 se asocia a RNA formado complejos nucleoproteicos.
Simultaneamente VP2 forma agregados que paulatinamente van incorporando unidades de
ésta proteina hasta conformar procépsides. Finalmente, cuando las procapsides se

encuentran completas incorporan los complejos VP3- RNA maduros.
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Enfoque experimental

Para discernir cual de estos modelos de ensamblaje representa mejor la
morfogénesis de IPNV se pretende emplear un enfoque experimental cuyo fundamento se
describe a continuacion.

La inmunoprecipitacion es un método que permite capturar, desde una muestra
poliproteica, un antigeno especifico (figura 4). Al capturar una determinada proteina se
obtiene de igual manera cualquier otro elemento que se encuentre asociada a ésta en el
momento de la captura.

En trabajos anteriores realizados en este laboratorio se establecieron las condiciones
para inmunoprecipitar proteinas virales y se obtuvieron resultados preliminares relativos a
la unién de proteinas virales y celulares (Reyes 1996, Pérez 1998). Aprovechando esta
informacion se pretende precipitar, separadamente, las proteinas virales VP2 y VP3, en
diferentes momentos de la infeccién. Dichos momentos se eligieron de forma tal, que
fuesen lo més representativos de los hechos clave dentro del desarrollo de la infeccion.

Por ello se optd por inmunoprecipitar en las siguientes etapas: comienzo de la
sintesis de RNA de doble cadena (7 hpi), declinacion en la sintesis de RNA de doble
cadena (13 hpi), aparicion de las primeras particulas maduras (15 hpi) y tiempos
intermedios (9 y 11 hpi) (Dobos 1977, Somogy & Dobos 1980).

De acuerdo al momento de aparicion de complejos proteicos, asi como su
composicion relativa, se pretende obtener evidencia relevante sobre el proceso

morfogenético y definir cual de los modelos planteados resulta mas representativo.
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HIPOTESIS

Hipétesis de trabajo

o Mediante la inmunoprecipitacién es posible aislar complejos poliproteicos cuya
aparicion temporal y composicién permite determinar aspectos importantes de la

morfogénesis del virus de la necrosis pancreatica infecciosa (IPNV).

Hipdtesis alternativa

o La inmunoprecipitacion permite determinar la existencia de complejos poliproteicos
virales en células infectadas con el virus de la necrosis pancreatica infecciosa, pero no

establecer si éstos son parte relevante en la secuencia morfogenética del virion.
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OBJETIVOS

Objetivo general

o Identificar y caracterizar, a través de la inmunoprecipitacion de las proteinas de la
cpside (VP3 y VP2), los intermediarios morfogenéticos del virus de la necrosis

pancreatica infecciosa.

Objetivos especificos

o Establecer la factibilidad de visualizar separadamente las proteinas virales de las
celulares mediante electroforesis en geles de poliacrilamida (P.A.G.E.) efectuadas a

lisados de células CHSE-214 infectadas con IPNV.

o Inmunoprecipitar complejos de proteinas virales desde lisados de células CHSE-214,

infectadas con IPNV.

o Caracterizar la composicion proteica de los inmunoprecipitados obtenidos en diferentes

momentos del ciclo infectivo del virus.

o Proponer un modelo preliminar de la secuencia de interaccion de las particulas

involucradas en la morfogénesis del virus IPN.
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MATERIALES

MATERIALES BIOLOGICOS

Células.

Linea celular CHSE-214 (Chinook Salmon Embryo) (ATCC CRL 1681)

correspondiente a células embrionarias epiteliales de Oncorynchus tschawyscha.

Virus.

Serotipo VR299 (Espinoza ef al., 1985) del virus de la Necrosis Pancreatica
Infecciosa en forma de indculos, con titulos entre 1* 107, Y 1 10® UPF/ml (unidades
formadoras de placa/ml.), obtenidos en el Laboratorio de Virologia de la Universidad de

Valparaiso.
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Anticuerpos.

Dos anticuerpos monoclonales, IgG2a anti VP3/3a (Aml) e IgG2b anti VP2
(Am14), producidos en raton, en el Laboratorio de Microbiologia de la Universidad de
Lund, Suecia.

Anticuerpo policlonal producido en conejo en el Laboratorio de Virologia de la
Universidad de Valparaiso.

IgG anti raton (Molécula completa) (Sigma) conjugado con fosfatasa alcalina
producido en conejo.

IgG anti ratén (molécula completa) (Sigma) conjugado con peroxidasa producido en
cabra.

IgG anti conejo (molécula completa) (Sigma) conjugado con fosfatasa alcalina

producido en cabra.
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REACTIVOS

Cultivos celulares.

Medio minimo esencial Eagle (MEM)
Medio deficiente en Metionina.

Suero Fetal Bovino.

Gentamicina

Bicarbonato de Sodio

Actinomicina D

Electroforesis.

SOLUCION STOCK ACRILAMIDA BISACRILAMIDA:

Acrilamida
N.N’-metil-bis-acrilamida

Agua destilada

TAMPON SEPARADOR:
Trizma-HCl

Dodecil Sulfato de Sodio (SDS)

1,5MpH 8,8

0,4% p/v

20

(Sigma)
(Sigma)
(Sigma)
(Laboratorio Chile)
(Sigma)

(Calbiochem)

(Merck)

(Sigma)

(Sigma)

(Sigma)



TAMPON CONCENTRADOR:
Trizma-HCl 0,5 M pH 8,8

SDS 0,4 % piv

TAMPON DE CORRIDA:
Trizma OH 0,5 M pH 6,8

SDS 0,4 % plv

TAMPON DE RUPTURA:

Trizma HCl 0,02 M pH 6,8
SDS 1,0 % p/v
Glicerol 10 % viv
2-Bmercaptoetanol 2,0 % p/v

Azul de bromafenol 0,001 % p/v

GEL SEPARADOR 12%:

Solucién stock Acrilamida/bisacrilamida 3 ml
Agua destilada 3ml
Tampo6n Separador 2 ml.

APS (Persulfato de amonio) (al 1% en solucion acuosa). 45 pl.

TEMED (N,N,N’,N-tetrametilendiamina) 15 ul.

(Sigma)

(Sigma)

(Sigma)

(Sigma)

(Sigma)
(Sigma)
(Merck)

(Sigma)

(Sigma)

(Sigma)

(Sigma)



GEL CONCENTRADOR:

Sol. Acrilamida-bisacrilamida 750 pl.

Agua destilada 1,25 ml.

APS (Sol. acuosa) 15 pl. (Sigma)
TEMED 5 ul (Sigma)

Tincién Geles

AZUL DE COOMASIE:

Azul brillante R 250 (Sigma)
Acido Acético Glacial (Merck)
Etanol (Merck)
Agua destilada

NITRATO DE PLATA:

Etanol (Merck)
Acido Acético Glacial (Merck)

Agua desionizada  (Laboratorio Control de calidad Universidad Catdlica de Valparaiso)

Solucion Nitrato de Plata (Sigma)
Solucién reveladora 1 (Sigma)
Solucion reveladora 2 (Sigma)
Solucién reductora A (Sigma)
Solucién reductora B (Sigma)
Solucion reductora C (Sigma)

|89
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Secado de geles

Film plastico transparente

Papel filtro N°1

Inmunoprecipitacion

TAMPON DE LISIS:

NaCl 150 mM
NP-40 1% viv
Trizma base (OH) 50 mM pH 7,6

Floruro de Fenilmetilsulfonilo 1mM

TAMPON FOSFATO SALINO:

NaCl 1,37 mM
KCl 2,68 mM
Na,HPO, 8,10 mM

KH,PO;4 1,47 mM

SOLUCION PROTEINA A-SEFAROSA:
Proteina A-Sefarosa 200 pl

Agua destilada 800 pl

(Europlas)

(Whatman)

(Merck)
(Sigma)
(Sigma)

(Sigma)

(Sigma)
(Merck)
(Merck)

(Merck)

(Pierce)



Western blot

Filtro de papel N°1

Nitocelulosa

TAMPON DE TRANSFERENCIA:
Etanol
Agua destilada

Trizma Hecl

TAMPON FOSFATASA ALCALINA:
NaCl
MgCL2

Trizma OH

SOLUCION NBT:

Sal disodica NBT (Nitro-Blue-tetrazolium-Chloride) 0,5 grs.

Dimetilformamida 7 ml.
Agua destilada 3ml.
SOLUCION BCIP:

Sal disodica BCIP (5-Bromo-4Chloro-3Inadylyl—Phosphate) 0,5 grs.

Dimetilformamida 10 ml.

(Whatman)

(Hibond)

(Sigma)

(Sigma)

(Backer)

(Merck)

(Sigma)

(Amresco)

(Sigma)

(Amresco)

(Sigma)



SOLUCION DE BLOQUEO:
Leche descremada Sgrs.

PBS (Buffer fosfato salino) 100ml

Quimioluminiscencia

Solucién reveladora Luminol
Solucién de Peroxidasa estable
Pelicula Autorradiografica Hyper Bmax

Revelador para peliculas de rayos X

Marcacion Isotépica

Metionina —S%* (Neg-072; 73%L-Met-S** y 22 % L-Cist-5™)
Pelicula Autorradiografica Hyper Smax
Revelador para pelicula de rayos X

Acido Tricloroacético (TCA)

(Nestlé)

(Pierce)
(Pierce)
(Amershamm)

(Kodak D197D72)

(NEN)

(Amershamm)
(Kodak D19/D72)

(Merck)



Material de plastico

Placas Petri de 35 mm de didmetro (NUNC)
Pacas Petri de 60 mm de didmetro (NUNC)
Multiplacas de 24 pocillos (Costar)
Botellas de cultivo de 50 ml (Falcon)
Botellas de cultivo de 75 ml (Falcon)
EQUIPOS

Cémara de flujo laminar. (Factomed)
Microscopio 6ptico (Leitz)
Balanza analitica (Sartorius)
Medidor de pH digital (Beckman 3560)
Minifuga (Beckman L2-65B)
Centrifuga refrigerada (Sorval)
Contador Geiger (Technical Associates)
Contador de centelleo liquido (Beckman LS1800)
Celda de electroforesis Mini-Protean I (Bio-Rad)
Secador de geles laminares (Bio-Rad)

Camara semi seca de transferencia de geles

Casette para placas autorradiograficas.
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Agitador

Agitador Magnético
Cémara de cultivo de 20 °C
Bomba de vacio
Micropipeta de 5-50 pl
Micropipeta de 5-200 pl

Micropipeta de 10-1000 pl

(Thermoline)
(Thermoline)
(Trotter)
(Jencons)
(Finnpipette)
(Gilson)

(Gilson)



METODOS

Células y cultivos celulares.

Para determinar los diferentes aspectos de la biologia del virus de la necrosis
pancredtica infecciosa, se emplearon células embrionarias de salmon CHSE-214 (Chinook
salmon embryo). Estas células fueron adquiridas de laboratorios comerciales y se cultivaron
mediante el método descrito por Fryer et al., en 1965.

Células provenientes de botellas de cultivo fueron despegadas de las mismas
mediante el uso de tripsina al 0,1% en buffer fosfato salino (PBS). Luego se retir6 este
tampon, se reemplazé por medio minimo esencial eagle (MEM) y se agitd violentamente la
botella a fin de lograr el desprendimiento de las células.

Una vez desprendidas, en una camara de flujo laminar, se vertié el contenido de la
botella de cultivo en placas petri de 35 y 60 milimetros de didmetro, o en botellas de cultivo
de 50 ml de capacidad, segin la finalidad y el nimero total de células requeridas para cada
experimento.

Finalmente s dejaron las placas y/o botellas de cultivo en una camara de cultivo a
una temperatura de 20 °C durante al menos 24 horas y hasta 48 horas, dependiendo de la
concentracién en que se encontraban las células en el MEM, a fin que desarrollaran

monocapas celulares sobre la superficie de las placas o botellas.



Inoculacion

Monocapas de células CHSE-214, en estado sub confluente (90% de confluencia),
fueron infectadas con serotipo VR-299 de virus de la necrosis pancreatica infecciosa
aislado en Chile (Espinoza ef al., 1985), previo retiro y cambio del medio minimo esencial
llevando la botella o placa hasta un volumen final de 0,5-1,5 ml. Se le agregd, a cada
botella o placa, un volumen de indculo viral de 30-50 pl con un titulo de 3,5 * 107-3,5*10°
UPF/ml. Posteriormente se procedié a agitar las placas suavemente, en una bandeja

agitadora, durante una hora, el final de la cual se consideré como inicio de la infeccion.

Lisado de las manocapas

Segin el proposito para el cual fueron cultivadas y el tiempo de infeccion al que se
sometieron las muestras, se realizaron tres métodos de lisis diferentes.

Algunas de las células se cultivaron a fin de elaborar muestras celulares lisadas por
la progresién de la infeccién viral. Dichas células fueron expuestas a tiempos de infeccién
superiores a las 48 horas. Durante tal periodo, la infeccion viral cumpli6 con todo su ciclo
por lo cual el virus liso las células de manera que no fue necesario aplicarles mayor
tratamiento que una agitacién violenta a fin de remover las pocas células que pudieran
haber quedado adheridas a la superficie de la botella o placa de cultivo y para romper los
agregados celulares que puedan haber quedado en suspencion. Una vez que fueron agitadas,

las muestras se procesaron como se describird mas adelante.
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Otras muestras fueron cultivadas a fin de obtener informacién relativa a su
contenido proteico de manera que, una vez concluido el periodo de infeccion
correspondiente, se procedié a congelarlas y descongelarlas en el MEM en que fueron
cultivadas. El congelamiento se llevé a cabo a -20 grados °C y el descongelamiento a
temperatura ambiente (15-20 °C, app.). El proceso se repitio tres veces después de lo cual
las muestras fueron procesadas.

El tercer tratamiento de lisis se efectué en las muestras destinadas a la
inmunoprecipitacion para lo cual se emple6 el detergente no iénico NP-40 (Sigma). Una
vez finalizadas las correspondientes horas de infeccion se procedi6 a vaciar el MEM
contenido en las botellas y/o placas de cultivo y seguidamente se adicionaron 1,5 ml de
tampon de lisis a 4°C.

Las muestras se incubaron con dicho tampoén durante 1 hora a temperatura
ambiente, con agitacion constante luego de lo cual se procedi6 a alicuotar el contenido en
tubos Eppendorff de 1,5ul dosificando 500 pl por tubo y obteniendo asi tres tubos por cada

muestra.
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Electroforesis

FUNDAMENTOS DE LA TECNICA

La electroforesis de proteinas se basa en la separacion de las mismas de acuerdo a
su peso molecular, mediante la aplicacién de un campo eléctrico dentro de un gel separador
(Laemmli 1970).

Al combinar acrilamida/bisacrilamida con determinados reactivos, se logra que la
soluciones asi constituidas polimericen, originando un gel compuesto de dos fases. La
primera de ellas es el gel concentrador el cual, debido a su pH, agrupa las proteinas
contenidas en la muestra. La segunda fase esta constituida por un gel separador cuyo pH,
diferente al del gel de stacking, permite la separacion de estas proteinas.

Las muestras cuyo contenido proteico se intenta separar son tratadas con un tampdn
de ruptura el cual contiene dodecil sulfato sédico (SDS) y 3 mercapto estanol que, ademas
de romper los enlaces entre las proteinas, les confiere una carga negativa. Para asegurar que
la ruptura de los enlaces proteicos sea completa, se someten las muestras con el tampén de
ruptura a un periodo de calentamiento.

Las muestras asi tratadas son posteriormente ubicadas en pocillos especialmente
preparados en la parte superior del gel (figura 3). El gel es seguidamente depositado en una
camara cuyo disefio determina que la parte superior del mismo se encuentre en contacto con
un compartimento separado de aquel que se encuentra en contacto con su parte inferior.
Ambos compartimentos son llenados con un tampon de corrida el cual tiene la

particularidad de ser buen conductor de electricidad y que ademas posee un pH de 7,6.



Finalmente se aplica un campo eléctrico a la camara de electroforesis asegurando
que la polaridad del mismo determine que el polo negativo se encuentre en contacto con la
parte superior del gel y el polo positivo con la inferior. De ésta manera las proteinas que,
como se especifico anteriormente, se encuentran cargadas negativamente, migran desde la
parte superior a la parte inferior del gel (figura3).

Esta migracién se ve obstaculizada por el didmetro de poro del gel separador
empleado, parametro dependiente del porcentaje de acrilamida/bisacrilamida utilizado en la
solucion y determinado por el investigador de acuerdo del rango de tamafio de las proteinas
que se pretenda separar.

Tal obstaculizacién causa que las proteinas de menor tamafio migren con mas
rapidez que aquellas de mayor tamafio. De esta manera, luego de un determinado tiempo de
aplicacién del campo eléctrico, las proteinas son separadas por tamafio, quedando las de
menor peso molecular més cerca de la parte inferior del gel, en tanto aquellas con mayor

peso molecular se ubican més proximas al origen del mismo.
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APLICACION DE LA TECNICA

Los lisados celulares obtenidos mediante los procedimientos antes descrito fueron
sometidos a electroforesis en geles de acrilamida/bisacrilamida al 12%. Para ello se empleo6
la metodologia descrita por Laemmli (1970).

Se utilizaron 3 ml de una solucion stock de acrilamida/bisacrilamida al 30%. Dicha
solucion fue diluida en 3 ml de agua destilada y 2 ml de tampon separador. Se le agregaron
45 ul de persulfato de amonio (APS) al 1% y 15 pl de TEMED. (N,N,N’,N-
tetrametilendiamina).

La soluci6n asi constituida fue vertida en un molde Bio Rad y se la dejé polimerizar
durante 40 minutos. Luego se elabor¢ una solucion consistente en 0,75 ml de solucion stock
de acrilamida/bisacrilamida, 3 ml de agua destilada, 1,25 ml de tampdn de stacking, 15 pl
de solucion de APS y 5 pl de T.EME.D. Esta solucién fue vertida sobre el molde que
contenia el gel separador ya polimerizado y luego se ubico, en la parte superior del gel, una
peineta con el propésito de formar los pocillos que contendrian las muestras.

Posteriormente se dejo polimerizar el gel durante 40 minutos. Una vez que ambas
porciones del gel se encontraron polimerizadas, se procedié a agregar las muestras
previamente tratadas con tampoén de ruptura y calentadas en agua hirviendo durante 3
minutos. Una vez enfriadas, las muestras fueron cargadas en el gel, mediante el uso de una
micropipeta, aplicando 30 pl por carril.

Finalmente se sumergi6 el molde con el gel en una camara con tampén de corrida la
cual se conectd a una fuente de poder Bio Rad. Se le aplicaron 160 volts durante 60

minutos y luego se procedié a tratar el gel resultante.
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Figura N°3. Representacion esquemética de un gel de poliacrilamida para

electroforesis de proteinas.
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Inmunoprecipitacion

FUNDAMENTO DE LA TECNICA

La inmunoprecipitacion estd basada en la captura y agrupaciéon de antigenos
especificos desde una muestra poliproteica, mediante la aplicacion de anticuerpos contra los
mismos y la posterior fijacién de los complejos asi formados a una matriz s6lida (figura 4)
(Kesster 1975),

Se toma una muestra que contenga los antigenos que se pretende aislar y/o
concentrar y se le agregan anticuerpos especificos contra estos antigenos en una solucion
que contenga las condiciones Optimas para facilitar la formacién de complejos antigeno-
anticuerpo, la que ocurre durante un periodo de incubacion.

Luego se procede a fijar los complejos a una matriz sélida la cual tiene una gran
afinidad por los anticuerpos precipitantes (figura 4). La matriz se lava en reiteradas
ocasiones a fin de eliminar los elementos que no se encuentren fijados a la misma.

Finalmente se trata el complejo antigeno-anticuerpo-matriz de la misma manera que
se tratan las muestras para la electroforesis.

Al capturar un determinado antigeno se captura igualmente cualquier otra particula
que se encuentre asociada a éste de forma tal que al precipitar, se obtiene un complejo
anticuerpo-antigeno-clementos unidos al antigeno (figura 4). Estos elementos reciben el

nombre de coinmunoprecipitados.
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Figura N°4. Representacién esquemdtica de la inmunoprecipitacién de proteinas y
complejos proteicos.

La figura 4A corresponde a la muestra poliproteica donde se encuentra el antigeno
que se desea precipitar. Se adicionan anticuerpos monoclonales y se incuban para obtener
complejos antigeno-anticuerpo ( figura 4B). Una vez formados estos complejos, se agrega
proteina A fijada en sefarosa la cual se asocia a los complejos proteina-anticuerpo y
precipita (figura 4C). Se lava la muestra eliminando las proteinas no deseadas (figura 4D).
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APLICACION DE LA TECNICA

Los productos de los lisados celulares contenidos en los tubos Eppendorff fueron
tratados de la siguiente manera (Kessler 1975, Thurston & Henley 1988); Se les agregaron
anticuerpos cuya naturaleza dependié del propdsito especifico del experimento.

Se utilizaron tres tipos de anticuerpos diferentes; Un anticuerpo monoclonal anti
VP2 denominado Am14, un anticuerpo monoclonal anti VP3/3a (Am1) (ambos preparados
en ratén) (Espinoza ef al., 1993), y un anticuerpo policlonal preparado en conejo. Estos
anticuerpos fueron aplicados de manera que la concentracion final en las muestras fuese de
2,5ug de anticuerpo por ml de muestra.

Una vez aplicados los anticuerpos, las muestras fueron incubadas durante 1 a 2
horas con agitacion constante y a temperatura ambiente a fin de facilitar la formacion de los
complejos antigeno-anticuerpo.

Al finalizar el periodo de incubacién se adicionaron 50 pl de una solucién con 10%
de proteina A fijada en sefarosa a cada tubo con muestra. Se dejé incubar durante toda la
noche a fin de lograr la unién de los complejos a la matriz de proteina A-sefarosa y su
posterior precipitacion.

Terminada la incubacion se extrajo el sobrenadante, cuidando de no alterar el
precipitado observado en la parte inferior del tubo. Se le adicionaron 350 pl de tampén de
lisis y se procedi6 a centrifugar a 10000 g en una centrifuga refrigerada a 4 °C durante 5-10
minutos. Se retiro nuevamente el sobrenadante. Este lavado se repiti¢ al menos 3 veces para

cada muestra.
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Al final del tltimo lavado, se retir6 el sobrenadante procurando eliminar la mayor
cantidad del mismo sin alterar el precipitado. Seguidamente se aplicé el mismo tampon de
ruptura descrito para la electroforesis y se calentd a bafiomaria durante 3 minutos. Se
espero hasta que se enfriara y se procedi6 a centrifugar a 10.000 g durante 3 minutos para

finalmente retirar el sobrenadante y someterlo a electroforesis.

Western blot

FUNDAMENTO DE LA TECNICA

Esta técnica se basa en la transferencia de bandas proteicas desde un gel
electroforético a una matriz fijadora, mediante la aplicacién de un campo eléctrico. Una vez
en la matriz, las proteinas son tratadas con anticuerpos especificos (ya sea mono o
policlonales) que reconocen uno o mas antigenos objetivo.

Hay dos formas de detectar antigenos desde la nitrocelulosa. En la deteccién directa
se adicionan anticuerpos especificos contra el o los antigenos que se desea detectar
conjugados con una enzima (fosfatasa alcalina o peroxidasa) la cual, en presencia de un
determinado substrato, genera una reaccion cromatica observable. En el caso de la
deteccién indirecta un anticuerpo secundario unido a una enzima reconoce al anticuerpo

primario dirigido contra el antigeno objetivo.



APLICACION DE LA TECNICA

En el presente trabajo se transfirieron las bandas de proteinas virales conjuntamente
con las proteinas celulares, obtenidas mediante electroforesis, a matrices de nitrocelulosa.

Las transferencias se realizaron en una camara semi seca. Para ello, se lavaron los
geles a ser transferidos y las matrices de nitrocelulosa en agua destilada.

Se ubicaron en la parte inferior de la camara de transferencia, 3 ldminas de papeles
filtro Whatman N°1 previamente empapados con tampdn de transferencia. Sobre estos se
ubic la nitrocelulosa y luego el gel. Sobre éste se pusieron otras tres capas de papel
secante empapado de tampon de transferencia.

Finalmente se cerr6 la camara y se aplico un campo eléctrico de 50 mA durante 45
minutos. Se cuidd que el campo eléctrico estuviese orientado de manera que el polo
positivo se encontrase bajo la nitrocelulosa y el polo negativo se ubicase sobre el gel de a
fin que, al migrar las proteinas del polo negativo al positivo, fueran transferidas a la
nitrocelulosa.

Una vez que las proteinas fueron transferidas, se realizé un bloqueo de los sitios
restantes de la nitrocelulosa. Para ello, la matriz de nitrocelulosa se mantuvo toda la noche
en una solucion de leche descremada al 5% en PBS. El propésito de este paso fue lograr
que los anticuerpos reveladores no se unieran a sitios inespecificos de la nitrocelulosa
aparte de aquellos en que se encontraban las bandas de proteinas a identificar ya que la
nitrocelulosa fija cualquier tipo de proteinas.

Luego, la nitrocelulosa se incubé con anticuerpos monoclonales durante 90 minutos

con agitacion constante, empledndose alternativamente Am1 y Aml4 dependiendo del
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propésito del experimento. También se usé un suero policlonal como fuente de anticuerpos
primarios

Cuando se emplearon anticuerpos monoclonales se utilizé un anticuerpo secundario
anti raton producidos en cabra, conjugado con fosfatasa alcalina (Sigma).

En el caso de los experimentos tratados con anticuerpo policlonal se utilizé un
anticuerpo anti conejo desarrollado en cabra y conjugado con fosfatasa alcalina (Sigma).
Ambos anticuerpos secundarios se aplicaron en una concentracion de 1pg/ml.

Terminada la aplicacion de los anticuerpos secundarios se procedié a sumergir el
blot en una solucién reveladora, compuesta de las sales NBT y BCIP (Pierce) en dimetil
formamida (Sigma) disueltas en tampon con fosfatasa alcalina, durante 45 minutos o hasta

que las bandas se hicieron claramente identificables.

Quimioluminiscencia

Es una forma de Western blot que difiere Ginicamente en que la enzima reveladora
reacciona con un substrato que contiene fotésforos de manera que, en lugar de generar una
sefial cromatica, emite luz, la cual es captada en una pelicula autorradiografica, lo que le
confiere una mayor sensibilidad.

La transferencia de las proteinas a la nitrocelulosa, el bloqueo de la misma mediante
leche descremada y la incubacién con ambos anticuerpos primarios se llevé a cabo segun lo
descrito en el protocolo de Western blot. Para este reactivo se empleé PBS con 0.005%

Tween 20, como tampon de lavado.
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Se incubé durante 1 hora con un anticuerpo anti raton desarrollado en cabra
conjugado con peroxidasa, ya que el substrato empleado reacciona con esa enzima. Debido
a la sensibilidad del método y a fin de reducir el fondo, este anticuerpo fue empleado a una
dilucion de 1:10.000 de una solucién stock con una concentracion de 1 mg/ml. Se retir6 el
anticuerpo y se efectuaron 6 lavados con el tamp6n antes mencionado.

Posteriormente la nitrocelulosa se incubd durante 5 minutos, en 5 ml de una
solucién de trabajo compuesta por 50% de solucién luminol/enhancer y 50% de solucién
peroxidasa estable.

Pasado ese tiempo se retird la nitrocelulosa de la solucion de trabajo y se la recubrid
con una delgada membrana plastica asegurando que no quedaran burbujas entre ésta y la
nitrocelulosa. Este proceso se efectud rapidamente a fin que la nitrocelulosa no se secara.

Se traslado la nitrocelulosa recubierta a un cuarto oscuro donde se expuso a una
pelicula autorradiografica por un periodo de 2 minutos.

Inmediatamente después se procedi6 a revelar la pelicula para lo cual se sumergi6
en liquido fijador por 5-10 minutos, se lavé con agua de la llave y finalmente se sumergio

de 5-10 minutos en liquido revelador.

41



Tincién de geles

Una vez que se obtuvieron los geles, se trataron con dos metodologia diferentes

destinadas a tefiir las proteinas contenidas en ellos.

COOMASIE

Las proteinas contenidas en un gel electroforético fueron fijadas mediante la
aplicacion de una solucion de 4cido acético y etanol en agua destilada. Luego de fijar las
proteinas se procedié a tefiir el gel, para lo cual se dejo cerca de 2 horas en una solucion
cuyo principal componente es el azul brillante de Coomasie R 250 (Sigma). Finalmente se
dej6 el gel en una solucién decolorante durante 48 horas, renovando la misma cada 12

horas

NITRATO DE PLATA

Los geles procedentes de electroforesis fueron dejados en 20 ml de una solucion
fijadora durante 60 minutos con renovacion de la misma cada 20 minutos.

Una vez fijado, el gel se lavé 3 veces con 50 ml de agua desionizada. Cada lavado
dur6 10 minutos. Seguidamente se aplicaron 50 ml de una solucién de nitrato de plata
durante 30 minutos.

Posteriormente los geles fueron tratados 2 veces, por 10 minutos cada vez, con una
solucién reveladora. Finalmente se procedié a lavar los geles con agua corriente por 10
minutos. Los geles tefiidos por ambos métodos asi como aquellos destinados a la

autorradiografia, fueron posteriormente secados.
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SECADO DE GELES
Una vez tratados, los geles se ubicaron sobre papel de filtro Whatman N°1 y fueron
recubiertos con una membrana plastica. Seguidamente se pusieron en una cidmara secadora

de geles laminares conectada a una bomba de vacio donde se dejaron por 1 hora.

MARCACION ISOTOPICA

Se cultivaron 4 placas p35 con células CHSE-214 segin el método previamente
descrito. Una vez que las monocapas celulares se encontraron en un estado de 90% de
confluencia, se procedié a retirar el MEM normal y a cambiarlo por MEM carente de
metionina. Transcurrida 1 hora, se inocularon 2 placas con IPNV y las 2 restantes con
MEM estéril a modo de control.

Se incub6 durante una hora, luego de lo cual se retiraron los medios, tanto con
inéculo falso como viral, y se adicioné un medio de marcaje compuesto por 5 pl de
metionina S en una solucion con 95% de MEM sin metionina y 5% de MEM normal.

Luego de un periodo de 24 h, se retir6 el medio de marcaje y se lavaron las
monocapas 3 veces con PBS. Se agregaron 500ul de tampoén de lisis (NP40) y se incubd
durante 1 hora con agitacion constante. Se retiraron los lisados asi obtenidos y se pusieron
en tubos Eppendorff de 1,5 pl de capacidad, de modo que el contenido de cada p35 quedara
en un tubo separado.

Se realiz6 una inmunoprecipitacion segin el método descrito con anterioridad
empleando Am1, sobre un lisado de células infectadas y uno de no infectadas. Los dos

tubos restantes se congelaron a —20 °C
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Tanto las muestras obtenidas como producto de la inmunoprecipitacion como los
lisados celulares fueron sometidos a electroforesis en un gel de acrilamida/bisacrilamida al
12%.

Los geles asi obtenidos fueron secados y posteriormente llevados a un cuarto oscuro
donde se ubicaron en un cassette para placas autorradiogréficas siendo expuestos a una
pelicula autorradiografica. Luego de un periodo de exposicion de 10 dias se procedi6 al

revelado.
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RESULTADOS

Proteinas Virales

TECNICA DE TINCION
Al comparar la tincién por Coomasie y nitrato de plata se observé que esta tiltima
presenta una sensibilidad mayor sin incremento del fondo. Por tanto, se opté por emplear la

tincion con nitrato de plata para los experimentos siguientes (resultados no mostrados).

EN CELULAS INFECTADAS Y NO INFECTADAS

Una vez elegida la técnica de tincion, se procedi6 a comparar el contenido proteico
de una muestra infectada con aquel de una muestra no infectada, en un gel electroforético
tefiido mediante nitrato de plata, a fin de visualizar proteinas virales sobre un fondo de
proteinas celulares (figura 5).

La muestra infectada (Carril 1 = C1) presenta una banda claramente definida a la
altura de los 30 KDa que corresponde a la proteina viral VP3, la cual no se observa en la
muestra control.

En términos generales, la muestra no infectada exhibe una mayor concentracion de
proteinas que la muestra infectada. Sin embargo, €ésta Gltima presenta al menos una

proteina nueva, con respecto a la anterior.
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Figura N° 5. Electroforesis de células infectadas y no infectadas.

Comparacion entre células CHSE-214 lisadas por la progresién de la infeccién viral
y un lisado de una monocapa de las mismas células no infectadas, reveladas mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida tefiido con nitrato de plata.
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Inmunoprecipitacion de proteinas virales

Para obtener complejos que contienen proteinas virales se emple6 la
inmunoprecipitacién, Inicialmente se efectuaron inmunoprecipitados revelados con nitrato
de plata (resultados no mostrados). Sin embargo, debido a que se obtuvo un alto nivel de

fondo, se opté por el revelado con western blot.

INMUNOPRECIPITADOS REVELADOS CON Am14

La proxima electroforesis se efectud para visualizar VP2 y los complejos de los que
forma parte (figura 6). Este experimento muestra la comparacion realizada entre
inmunoprecipitados efectuados en lisados de células infectadas y no infectadas empleando
ambos anticuerpos separadamente, revelados mediante western blot con Am14.

Se incluyeron en el gel, a modo de control, un lisado de células infectadas (C5) y un
lisado de células no infectadas (C6), ambos sin inmunoprecipitar.

Tanto al inmunoprecipitar lisados de células infectadas con Aml, como con Aml4
(C2 y C3 respectivamente), se obtuvieron dos bandas claramente definidas alrededor de los
60 y 63 KDa, las cuales corresponden a la proteina viral VP2 y su precursor PreVP2. El
grosor relativo de las bandas sugiere que sé inmunoprecipité una mayor cantidad de ambas
proteinas al emplear Am14.

Al inmunoprecipitar células no infectadas con ambos anticuerpos monoclonales
(C1y C4) no se nota la aparicién de banda alguna, al igual que en el carril correspondiente
al lisado de células no infectadas que no fue previamente sometido a

inmunoprecipitacion(C6).
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En la muestra de células lisadas por la progresién de la infeccién viral, sin

inmunoprecipitar, se observa la aparicién de una inica banda correspondiente a la proteina

viral VP2 pero no se observa rastro alguno de preVP2 (CS).

Figura N°6. Western blot revelado con Am14.
Western blot en el cual se comparan inmunoprecipitados de células infectadas y no
infectadas, realizados con ambos anticuerpos separadamente. Se incluyeron una muestra de
células lisadas por el progreso de la infeccién viral y un lisado de células no infectadas,
ambos sin inmunoprecipitar, a modo de control.
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INMUNOPRECIPITADOS REVELADOS CON Am1

Se realizé un western blot revelado mediante el empleo de Am1, a fin de observar
VP3 y los complejos de los cuales forma parte. En éste experimento se compararon
inmunoprecipitados realizados sobre muestras infectadas y no infectadas con ambos
anticuerpos monoclonales separadamente, ademas de una muestra de células lisadas por el
progreso de la infeccion viral, sin inmunoprecipitar (figura N°7).

En el inmunoprecipitado con Am1 de un lisado de células no infectadas se observa
la total ausencia de bandas (C1), en tanto, al inmunoprecipitar lisados de células infectadas
con el mismo anticuerpo, aparece una banda cerca de los 30 KDa que corresponde a la
proteina viral VP3. Por debajo de esta banda (alrededor de los 28 KDa), se nota una banda
mucho mas tenue la cual corresponde a la cadena liviana de Am1 (C2).

Al inmunoprecipitar un lisado de células infectadas con Am14 (C4), se pudo
visualizar la tenue aparicion de dos bandas ubicadas a la misma altura que aquellas del
segundo carril.

El inmunoprecipitado con Am14 de células no infectadas contiene una banda
apenas visible ubicada cerca de los 28 KDa (CS5), la cual representa la cadena liviana del
anticuerpo empleado para inmunoprecipitar.

Por tltimo, al revelar una muestra de células lisadas por la progresién de la

infeccién viral, sin inmunoprecipitar, se noto la aparicion de VP3 en los 30 KDa (Co).
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Figura N°7. Western blot revelado con Am1.

Western blot en el cual se comparan inmunoprecipitados de células infectadas y no
infectadas, realizados con ambos anticuerpos separadamente. Se incluyé una muestra de
células lisadas por la progresion de la infeccion sin inmunoprecipitar, a modo de control.
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Optimizacién de la visualizacién de los inmunoprecipitados.

QUIMIOLUMINICENCIA

Con el propésito de obtener una mayor definicién de las bandas proteicas, se probd
revelar los western blots con luminol, obteniéndose la figura N°8, en la cual se muestran
inmunoprecipitados realizados con Aml (C3 y C4) y Aml4 (C5 y C6) asi como un lisado

de células infectadas (C2) y no infectadas (C1), revelados sin previa inmunoprecipitacion.
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Figura N°8. Quimioluminiscencia.

Western blot revelado con Am14, en el cual se comparan inmunoprecipitados de
células infectadas y no infectadas, realizados con Aml y Am14 separadamente, asi como
un lisado de células no infectadas y una muestra de células lisadas por la progresién de la
infeccién viral, ambos sin inmunoprecipitar. La nitrocelulosa fue revelada mediante
Quimioluminiscencia y expuesta a una placa autorradiogréfica.
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La placa autorradiografica asi obtenida difiere muy poco de la Figura N°6
observandose en los inmunoprecipitados realizados con Aml y Aml4 sobre células
infectadas pre VP2 y VP2, y Unicamente esta tiltima proteina en la muestra de células
lisadas por la progresién de la infeccion viral, no inmunoprecipitada.

Al igual que en la figura 6 los inmunoprecipitados realizados con ambos

anticuerpos sobre células no infectadas no revelan banda alguna.
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ANTICUERPOS POLICLONALES.

A fin de observar tanto VP2 como VP3 en un mismo gel, se realizaron los mismos
inmunoprecipitados que las figuras anteriores pero esta vez se revelaron mediante el
empleo de anticuerpos policlonales contra todas las proteinas virales (figura 9).

Como era de esperar y de acuerdo con los resultados anteriores, al revelar una
muestra de células lisadas por la progresion de la infeccién viral inmunoprecipitada con
Aml, se obtuvieron 3 bandas (C2). La primera de ellas, ubicada cerca de los 60 KDa,
corresponde a la proteina viral VP2, en tanto VP3 se observa cerca de los 30 KDa.
Inmediatamente por debajo de esta banda, cerca de los 28 KDa, se nota la aparicion de una
tercera banda correspondiente a VP3a.

Al inmunoprecipitar un lisado de células infectadas con Am14 se conserva la banda
de VP2, se pierde la banda correspondiente a VP3 y se mantiene una banda ubicada en los
28 KDa atribuible a VP3a (C4).

En el inmunoprecipitado realizado con Aml4 sobre un lisado de células no
infectadas no se observan bandas (C5).

La muestra de células lisadas por la progresion de la infeccion viral, sin
inmunoprecipitar, contiene una sola banda en los 60 KDa correspondiente a VP2 (C6).

Un lisado de células no infectadas sin inmunoprecipitar es empleado a modo de

control y no se observan en él banda alguna (C7).



Figura N°9.Western blot revelado con suero policlonal.
Western blot en el cual se comparan inmunoprecipitados de células infectadas y no
infectadas, realizados con ambos anticuerpos separadamente. Se incluyé una muestra de

células lisadas por la progresién de la infeccion viral y un lisado de células no infectadas,
ambos sin inmunoprecipitar, a modo de control.
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MARCACION ISOTOPICA

Dado que el revelado con luminol no permitié un incremento en la sensibilidad se
optd por probar el marcaje mediante metionina S*. Esta técnica tiene mayor sensibilidad y
ademas no involucra el empleo de anticuerpos en el revelado, lo cual descarta las cadenas
livianas y pesadas de los mismos. De esta manera, permite observar con mayor claridad la

identidad de las bandas obtenidas en los inmunoprecipitados anteriores.
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En la figura 10 se observa una comparacién entre un lisado de células infectadas
(24 hpi) (C1), un lisado de células no infectadas (C5) e inmunoprecipitados con Aml
obtenidos de un lisado de células con igual periodo de infeccion (C4) y de un lisado de
células no infectadas (C3).

Es posible notar que el contenido proteico, tanto de las células no infectadas como
del lisado de células infectadas (C1 y C5 respectivamente), es muy similar cualitativa y
cuantitativamente desde los 200 hasta los 40 KDa. A la altura de los 30 y 28 KDa la
muestra infectada presenta dos bandas que no se observa en la muestra control.

Estas bandas claramente corresponden a las proteinas virales VP3 y el producto de
su clivaje VP3a. Sin embargo, no existe una diferencia significativa entre ambas muestras
a la altura de los 60 KDa que permita evidenciar la presencia de VP2 (C1y C5).

Al inmunoprecipitar un lisado de células no infectadas con Aml no se obtuvo
ninguna banda (C3).

La inmunoprecipitacion con Am1 de células infectadas resultd en la aparicion de
una banda gruesa en los 30 KDa correspondiente a VP3 y de una tenue banda a la altura de
los 60 KDa, la cual corresponde a VP2, que se obtiene como coinmunoprecipitado (C4).

Cabe por tanto resaltar el hecho que la inmunoprecipitacién logré efectivamente
capturar y concentrar la protetna objetivo, esto es, VP3. Igualmente, resulta destacable la

ausencia en el inmunoprecipitado de la proteina VP3a.
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Figura N°10. Marcacion isotopica.

Esta figura muestra las diferencias observadas entre un lisado de células infectadas
y un lisado de células no infectadas. Contiene también un inmunoprecipitado realizado
mediante la aplicacion de Aml sobre un lisado de células infectadas y otro
inmunoprecipitado con el mismo anticuerpo sobre un lisado de células no infectadas.
Todas las muestras fueron marcadas con metionina S*° y reveladas mediante electroforesis
en un gel de poliacrilamida seguido de una autorradiografia.
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Inmunoprecipitados de lisados de células obtenidos a diferentes horas

post infeccién.

Una vez establecida la identidad de las proteinas y complejos proteicos virales
susceptibles de ser inmunoprecipitados, se procedié al analisis del contenido proteico de
inmunoprecipitados realizados en células con diferentes periodos de infeccion, a fin de
intentar determinar la secuencia de unién entre las proteinas virales y su relevancia en el
proceso morfogenético del virus.

Para ello, se utitizaron 14 placas con monocapas confluentes de células CHSE-214,
y se infectaron 12 de manera simulténea, dejando las 2 restantes a modo de controles no
infectados.

A determinadas horas post infeccion (hpi) se detuvo la infeccién a fin de lograr
células con 7,9, 11, 13 y 15 hpi, cada una por duplicado.

Estas muestras se inmunoprecipitaron con Aml4 y Aml separadamente y se
analizaron mediante electroforesis., de forma tal que cada gel contuviera muestras con 0 a
15 hpi, inmunoprecipitadas con un anticuerpo monoclonal y una muestra de células lisadas
por la progresion de la infeccion viral, sin precipitar, a modo de control. De esta manera se

obtuvieron las figuras 11y 12.
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INMUNOPRECIPITADOS CON AM14

En la figura 11 (Inmunoprecipitados con Am14) se observa, de derecha a izquierda,
una cinética de infeccion que comienza con el inmunoprecipitado de un lisado de c€lulas
no infectadas (C8). Es posible natar la total ausencia de bandas al igual que en los carriles
correspondientes a las 7 y 9 horas post infeccion (C7 y C6 respectivamente).

A partir de las 11 horas post infeccion (C4) se nota la aparicion de dos bandas, la
primera de ellas ubicada a la altura de los 115 KDa, corresponde a la poliproteina viral. La
segunda banda, ubicada en los 60 KDa, corresponde a VP2.

A las 13 hpi (C3), la banda de VP2 se intensifica indicando un incremento en la
cantidad de dicha proteina en la muestra. La cantidad de poliproteina, en tanto, permanece
constante.

A las 15 hpi (C2), se mantiene constante la cantidad de VP2 indicando que €sta
proteina habria alcanzado su méxima concentracion en la célula, en tanto la cantidad de
poliproteina decrece con respecto al momento anterior.

La muestra de células lisadas por la progresion de la infeccion viral, sin
inmunoprecipitar, permite corroborar la ubicacion relativa de VP2 asi como demostrar que

el método de revelado posibilita la visualizacion de VP3 y VP3a (C1).

INMUNOPRECIPITADOS CON Am]

La figura 12 muestra la segunda parte del experimento anterior, es decir, lisados de
células con 0 a 15 hpi inmunoprecipitados con Aml.

Al inmunoprecipitar un lisado de células no infectadas no se obtiene banda alguna,
al igual que al inmunoprecipitar a las 7 hpi (C7 y C6 respectivamente).
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A las 9 horas post infeccion (C4) comienza a notarse una tenue banda (VP2) cerca
de los 60 KDa, esta proteina es obtenida como coinmunoprecipitado de VP3.

A partir de las 13 horas post infeccion (C3) se nota la aparicion de VP3 en forma de
una banda conspicua ubicada a la altura de los 30 KDa, en tanto la banda superior se

intensifica levemente resultando adn tenue.

Figura N° 11. Células inmunoprecipitadas con Am14 a diferentes hpi.
Western blot de lisados de células CHSE-214 no infectadas y sometidas a diferentes horas
de infeccion reveladas con Aml y Aml14 simultdneamente. Se incluyé una muestra de

células lisadas por la progresion de la infeccion viral, sin inmunoprecipitar, a modo de
control.
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Figura N°12. Células inmunoprecipitada con Am1 a diferentes hpi.
Western blot de lisados de células CHSE-214 no infectadas y sometidas a diferentes horas
de infeccién, reveladas con Amly Aml4 simultineamente. Se incluyé una muestra de

c€lulas lisadas por la progresién de la infeccion viral, sin inmunoprecipitar, a modo de
control.
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A las 15 hpi (C2) VP3 aparece claramente y la banda correspondiente a VP2 se
hace mas intensa indicando un incremento en la cantidad de esta proteina unida a VP3. A
las 13 y 15 horas post infeccion aparece también la poliproteina viral pero es dificilmente

perceptible y en modo alguno tan clara como en el western blot anterior.
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Al igual que en el blot anterior, se reveld una muestra de células lisadas por la
progresion de la infeccion viral, en el cual se observan claramente las proteinas virales
VP2 y VP3 junto con VP3a (C1), proteina que no se observa en la cinética de infeccion.

Este tltimo resultado (inmunoprecipitado con Am1), muestra una asociacion entre
las proteinas virales desde las 9 hpi la cual no es observable hasta las 15 hpi al

inmunoprecipitar con Am14.

60



DISCUSION

Proteinas virales

Con el proposito de observar proteinas virales dentro de un lisado de células
infectadas y por tanto diferenciarlas de las proteinas celulares contenidas en éste, se
revelaron lisados de células infectadas y no infectadas mediante electroforesis y tincion con
nitrato de plata (figura N°5).

Solamente fue posible visualizar una de las proteinas virales (VP3) ya que las
restantes se encontraron enmascaradas por las de origen celular. Este hecho era esperable
dado que IPNV es un virus cuya produccion proteica es relativamente baja, por lo que otros
investigadores (Dobos 1977, 1995a) encontraron igual dificultad optando por emplear
bloqueadores de la sintesis de proteinas celulares.

Por otra parte, la separacion de proteinas por electroforesis es insuficiente para

lograr los objetivos planteados porque no permite capturar complejos poliproteicos.

Inmunoprecipitacion de proteinas virales.

Luego de corroborar que solamente VP3 puede ser visualizada por sobre un fondo
de proteinas celulares se procedio a la siguiente fase experimental que corresponde a la

inmunoprecipitacion.
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Esta técnica permite la aislacion y concentracion de antigenos especificos (en este
caso las proteinas virales) y de los complejos de los cuales dichos antigenos forman parte
constituyente. Por ello, se efectuaron inmunoprecipitados sobre indéculos empleando
antjcuerpos monoclonales contra las dos principales proteinas virales, VP2 y VP3/3a.

Los anticuerpos empleados para inmunopreeipitar son, al igual que los antigenos
objetivo, de naturaleza proteica lo que los hace susceptibles de ser tefiidos por el nitrato de
plata.

Por otra parte al ser sometidos al tratamiento con tampon de ruptura, (calentamiento
durante 3 minutos) se separan en 2 cadenas pesadas y 2 cadenas livianas, de 27 y 58 KDa
respectivamente (Harlow & Lane 1988). El peso molecular de estas cadenas es similar al de
las proteinas que se pretende ver y al ser tefiidas por el nitrato de plata pueden originar
bandas que enmascaren las de origen viral.

Al revelar los inmunoprecipitados con nitrato de plata, ademas de las cadenas de los
anticuerpos, se obtuvieron una serie de proteinas contaminantes tanto de origen celular
como contenidas en la solucion de anticuerpos, que enmascararon a las proteinas virales
(resultados no mostrados).

La dificultad de observar claramente las proteinas de origen viral mediante tincion
por nitrato de plata hizo necesario un cambio en la estrategia expetimental que consistid en
el revelado de los inmunoprecipitados mediante western blot.

Esta técnica tiene como ventaja una gran especificidad pese a que no escapa del
problema relativo a la aparicion de las cadenas livianas y pesadas de los anticuerpos

empleados para inmunoprecipitar.
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Esto se debe a que, al carecer de anticuerpos monoclonales conjugados a una
enzima (ya sea fosfatasa o peroxidasa), se debié recurrir a anticuerpos secundarios
conjugados a fosfatasa. Estos anticuerpos se adhieren igualmente a las cadenas pesadas y
livianas de los anticuerpos inmunoprecipitantes, ya que los anticuerpos empleados para
inmunoprecipitar son los mismos que se utilizaron para reconocer las bandas proteicas
contenidas en el western blot.

Aun asi, esta técnica permite descartar cualquier proteina contaminante ya sea de
origen celular, o contenida en la solucién de los anticuerpos. Por ello, inmunoprecipitados
de células infectadas y no infectadas fueron revelados por western blot con cada anticuerpo

separadamente.

INMUNOPRECIPITADOS REVELADOS CON Am14 (ANTI-VP2)

Los inmunoprecipitados de células lisadas por la progresion de la infeccion viral,
realizados con ambos anticuerpos monoclonales separadamente y revelados mediante
western blot con Am14 (Figura 6), permitieron observar de manera clara la presencia de
VP2 y mostraron una cantidad sorprendente de pre VP2 en forma de una gruesa banda
ubicada por sobre ésta.

Esta banda podria haberse atribuido a la cadena pesada de Am1 pero tal hipotesis
fue descartada por dos razones. En primer lugar no se obtuvo una banda a la altura de los
27 KDa, que hubiese sido el producto logico de la cadena liviana del anticuerpo
precipitante y por otra parte se efectud un control en el cual se inmunoprecipito, bajo las

mismas condiciones, un lisado de células no infectadas en el que no se obtuvo banda
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alguna. Finalmente, en otro trabajo, se obtuvo la misma banda de preVP2 al revelar lisados
celulares con anticuerpos monoclonales anti VP2 y VP3 (Magyar & Dobos 1994b).

La identidad de la banda de VP2 fue confirmada mediante el revelado, empleando
igual técnica, de un lisado de células infectadas sin inmunoprecitacion previa, lograndose
una banda de la misma ubicacién y caracteristicas que aquella observada en el
inmunoprecipitado del lisado de células infectadas (figura 6 C2 y C4).

La aparicion de VP2 en el inmunoprecipitado de células infectadas realizado con Am1
(C2) resultd interesante dado que dicho anticuerpo es especifico contra VP3/3a, de manera que
la banda de VP2 corresponde a un coinmunoprecipitado, esto es, que en el momento de
precipitar se encontraba unida a VP3, probablemente formando una estructura como la
capside.

VP3 se ubica internamente en la capside siendo recubierta por VP2 (Estay ef al.,
1989), debido a ello cabe preguntarse como Aml fue capaz de capturar VP3 contenida en
viriones completos. La explicacion de este fendmeno es ilustrada por lo que ocurre en
bluetongue (Grimes e al., 1998), un virus similar a IPNV, y se encuentra en el hecho que VP3
no esta completamente enmascarada, presentando areas expuestas. Esto se ha confirmado en
IPNV (Espinoza ef al., 1993). Otra explicacion es la presencia de viriones incompletos en la
muestra.

Por otra parte, la ocurrencia de un efecto citopatico masivo en las células, ocasionado
por una infeccién de IPNV, resulta en la liberacion de proteinas virales libres y agregados de
las mismas (Hjalmarsson & Everitt 1999), siendo los principales componentes observados;

VP3 libre, ctimulos de pre VP2, heterodimeros de VP2/VP3 y complejos ribonucleoproteicos.
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Bajo esta perspectiva resulta razonable suponer que una parte de la banda de VP2
coinmunoprecipitada proviene de los complejos de esta proteina con VP3.

El origen de la gruesa banda de preVP2 podrfa encontrarse en los agregados de la
misma, lo que resultaria légico en los inmunoprecipitados con Am14. Sin embargo, dado que
preVP2 también se obtiene como coinmunoprecipitado de VP3, cabe suponer que se encuentra

formando complejos con ésta. Ademas, el virion completo contiene pre VP2.

INMUNOPRECIPITADOS REVELADOS CON Am1(ANTI-VP3)

Posteriormente, se procedid a investigar el efecto de la inmunoprecipitacion sobre la
segunda proteina viral relevante en el presente estudio, esto es, VP3,

Para ello se revelaron con Aml14 inmunoprecipitados realizados con ambos
anticuerpos separadamente, sobre células lisadas por la progresion de la infeccidn viral y
lisados de células no infectadas. También se reveld una muestra de células lisadas por la
progresion de la infeccion viral sin inmunoprecipitar (figura 7).

A diferencia de lo que ocurre con VP2, VP3 practicamente no se obtuvo como
coinmunoprecipitado. Esto podria deberse al hecho que el epitope o punto de uni6én de
Am14 con VP2 se ve obstruido cuando ésta proteina forma complejos con VP3, o bien que
los complejos estan constituidos mayoritariamente por VP2 y una escasa cantidad de VP3.

Al inmunoprecipitar con Am1 se observa la aparicion de una banda por debajo de
VP3. Su movilidad electroforética permitiria suponer que se trata de VP3a, pero ésta
hipdtesis se ve refutada en los inmunoprecipitados efectuados con Am14 a una muestra

células lisadas por la progresion de la infeccion viral y a un lisado de células no infectadas.
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En ambos casos se nota la aparicion de una banda de las mismas caracteristicas y ubicacion
que la banda de supuesta VP3a (figura 7 C4 y C5).

En el caso del inmunoprecipitado de células lisadas por la progresion de la infeccion
viral, se podria argumentar que dicha banda corresponde a un coinmunoprecipitado pero la
escasez de VP3 obliga a rechazar tal supuesto. Como ésta banda aparece también en el
inmunoprecipitado del lisado de células no infectadas, se hace claro que es producto de la
cadena liviana del anticuerpo.

Queda alin por clarificar la ausencia de la cadena pesada en todos los
inmunoprecipitados. La explicacién de este fenémeno podria encontrarse en que el
anticuerpo secundario sea mas afin a la cadena liviana del anticuerpo precipitante pese a
que el fabricante (Sigma) especifica que dicho anticuerpo se une toda la molécula del
anticuerpo precipitante.

La muestra de células lisadas por la progresion de la infeccién viral sin
inmunoprecipitar, permite observar con claridad la ubicaciéon de VP3, corroborando la
identidad de ésta banda en los restantes carriles (figura 7 C6). También es posible notar la

ausencia de la banda de la cadena liviana del anticuerpo usado para precipitar.

Optimizacion de la visnalizacién de los inmunoprecipitados

QUIMIOLUMINISCENCIA

La limitada sensibilidad del western blot tefiido con fosfatasa alcalina y el substrato NBT-

BCIP, determind que se tuviese que emplear un volumen de células considerable para cada
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experimento. A fin de minimizar el gasto de células y para obtener bandas mas claras se
probd una técnica de tincién diferente; la quimioluminiscencia, que segin la literatura
posee una sensibilidad mucho mayor que el revelado mediante BCIP-NBT. Para este tipo
de técnica se uso otro tipo de enzima, la peroxidasa. Esta, al reaccionar con luminol,
produce luz que es captada por una pelicula autorradiografica.

Se obtuvo asi la figura 8, en la cual se observan los mismos inmunoprecipitados que
en la figura 6 pero revelados con luminol. Sin embargo, en las condiciones en que fue
empleada la técnica, no se logrd un incremento importante en la sensibilidad debido a lo

cual se opto por revelar los restantes experimentos con otras metodologias.

ANTICUERPOS POLICLONALES.

Una vez que se visualizaron las proteinas virales y los complejos proteicos formados
por éstas en geles separados, se procedid a revelar, con un suero policlonal,
inmunoprecipitados realizados con ambos anticuerpos separadamente a fin de contemplar
todas las proteinas en una sola muestra y de ratificar las observaciones anteriores (figura 9).

Los anticyerpos policlonales permitieron ver VP3 y VP2 de manera simultinea ya
que ambas se obtuvieron como resultado de la inmunoprecipitacion con Am1 de lisados de
células infectadas (C2).

Estos resultados confirman los anteriores en varios sentidos; en primer lugar se
vuelve a notar la ausencia de Vp3 como coinmunoprecipitado de VP2, en tanto esta tltima
aparece nuevamente como coinnunoprecipitado de VP3.

Sin embargo, tanto al inmunoprecipitar con Am1 como ¢on Am14, se obtuvo una
banda de igual ubicacion y caracteristicas que la banda atribuida a la cadena liviana de los
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anticuerpos en los experimentos anteriores (C2 y C4). Dado que el anticuerpo secundario
empleado en este experimento es anti ¢onejo, no puede reconocer las cadenas del
anticuerpo primario pues este fue producido en ratén. Por este motivo resulta claro que las

bandas observadas corresponden a una proteina de origen viral, a saber;VP3a.

MARCACION ISOTOPICA

A fin de lograr una mayor sensibilidad en el revelado de las bandas y para esclarecer
en forma inequivoca la identidad de las proteinas inmunoprecipitadas se recurrié al marcaje
de proteinas con metionina S*.

Esta técnica permite marcar proteinas contenidas en una muestra con una gran
eficacia. Como su revelado no involucra el empleo de anticuerpos, se descartan las cadenas
livianas y pesadas de los mismos.

Se marcaron con metionina S una muestra infectada, un lisado de células no
infectadas y 2 inmunoprecipitados efectuados con Am1 sobre lisados de células infectadas
y no infectadas.

Se opto6 por este anticuerpo por 2 razones; En primer lugar los inmunoprecipitados
realizados con Am1 permiten la obtencion de coinmunoprecipitados de manera que aportan
la informacion mas relevante para el objetivo de esta tesis. Por otra parte, permiten
clarificar la situacion respecto a la factibilidad de inmunoprecipitar VP3a y su relacion con
la cadena liviana del anticuerpo inmunoprecipitante, situaciéon no aclarada totalmente por

los experimentos anteriores.
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La autorradiografia revel6 claras diferencias entre un lisado de células infectadas y
no infectadas ya que en el primero se nota claramente la aparicién de VP3 y VP3a (figura
10, C1y C5).

No es posible observar VP1 o VP2 en el lisado de células infectadas (ya que se ven
enmascaradas por proteinas de origen celular) lo cual estd de acuerdo con lo observado por
otros investigadores con igual metodologia (Dobos 1977).

Al inmunoprecipitar un lisado de células infectadas con Am1 se obtiene una banda
ancha correspondiente a VP3, confirmandose de esta manera que el método de
inmunoprecipitacion utilizado no sélo captura sino que concentra la proteina objetivo (C4).

VP3a no aparece como inmunoprecipitado lo cual ratifica que las bandas observadas
a la altura de los 27 KDa en los inmunoprecipitados anteriores se deben a la cadena liviana
de los anticuerpos usados para inmunoprecipitar.

Al igual que en los inmunoprecipitados anteriores, VP2 aparece como
coinmunoprecipitado de Vp3 aunque en forma muy tenue.

En general la marcacion isotopica permitid corroborar la efectividad de la
inmunoprecipitacion asi como la identidad de las proteinas inmunoprecipitadas.

Sin embargo, no aporté mucha informacion nueva o particularmente relevante por lo

que no se empled en los restantes experimentos.
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Inmunoprecipitados de lisados celulares obtenidos a diferentes horas post infeccién.

A fin de observar la secuencia de union entre VP2 y VP3, y su relacion con la
morfogénesis de¢l virus se inmunoprecipitaron, con Am14 y Am1 separadamente, lisados
celulares obtenidos a diferentes horas de infeccion (hpi). Los inmunoprecipitados se
revelaron con ambos anticuerpos monoclonales con el propdsito de visualizar las 2

proteinas virales simultdneamente.

INMUNOPRECIPITADQS CON Am14

Se observa la aparicion de VP2 desde las 11 hpi (figura 11). Junto a VP2 se
visualiza la poliproteina viral la cual origina, previo clivaje, VP2, VP3 y un péptido no
estructural denominado NS (Magyar & Dobos 1994a, 1994b).

La poliproteina aparece en una concentracion levemente inferior a VP2 y no fue
observable en los inmunoprecipitados anteriores puesto que no forma parte del viridn
maduro ni es liberada como agregado proteico (Dobos 1995, Hjalmarsson & Everitt 1999).

VP2 se ha observado desde las 4 a 6 hpi por autorradiografia (Dobos 1977, 1995) y
a partir de las 8 hpi por inmunofluorescencia (Hjalmarsson ef al., 1999). Dado que a las 9
hpi no se observo por western blot, resulta claro que se encuentra en cantidades
insuficientes como para ser registrada por éste método.

Una explicacion de lo observado es que a partir de las 11 hpi la poliproteina estaria
siendo activamente clivada obteniéndose una concentracion maxima de VP2 a las 13 hpi.

A las 15 hpi la cantidad de poliproteina decrece, en tanto la concentraciéon de VP2

permanece constante, lo cual coincidiria con el término de la sintesis de péptidos virales. En
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este momento se nota la tenue aparicion de VP3 en forma de coinmunoprecipitado.
Coincidentemente la formacién de virus maduros se observa a partir de las 15 horas post
infeccion.

Si se analiza éste resultado en forma independiente, se podria suponer que VP2
forma una procéapside o agregado, la cual incorporaria posteriormente un complejo VP3-
RNA.

Esta hipétesis estaria sustentada en la capacidad demostrada en la proteina VP2 de
reovirus de autoensamblarse, conformando cépsides vacias en ausencia de las restantes
proteinas del virus (Labbe et al., 1991). Ademas, se ha observado en estudios recientes que
a partir de las 8 horas pos infeccion VP2 comienza a formar agregados en tanto VP3 se
distribuye a través del citoplasma (Espinoza ef al., 2000). Se podria suponer entonces que
VP3 forma complejos nucleoproteicos que se asocian, posteriormente, a los agregados de
VP2.

Sin embargo, los experimentos anteriores demostraron que el coinmunoprecipitado
obtenido mediante el empleo de Am14 es en extremo escaso, en desmedro de las posibles
uniones entre las proteinas objetivo y las restantes proteinas virales, haciéndose necesaria

una comprobacion ulterior.

INMUNOPRECIPITADOS CON Aml

La inmunoprecipitacion con Am! de lisados de células obtenidos a diferentes hpi
(figura 12) origin6 resultados algo imprevistos. En primer lugar VP2 aparece como
coinmunoprecipitado a las 9 hpi, ain antes que VP3 sea inmunoprecipitada directamente.

Se ha observado que en etapas tempranas de la infeccion ambas proteinas virales se
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localizan en los mismos compartimentos en forma de granulos. Al avanzar la infeccién
(entre la 10-12 hpi), VP3 aparece homogéneamente distribuida por el citoplasma en tanto
VP2 forma agregados los cuales se ubican por sobre los restantes granulos de VP3
(Espinoza ef al., 2000).

Bajo esta perspectiva es posible especular que el anticuerpo monoclonal empleado
(Am1l) cazdé VP3 unida a estos agregados de VP2, lo cual resulté en la obtencion de la
banda de ésta proteina y no asi de VP3.

Igualmente, resulta claro que la union entre ambas proteinas se observa desde las 9
hpi, esto es, al menos 6 horas antes que se registre la aparicion de viriones maduros, lo que
podria demostrar que el ensamblaje del virus involucra la formacion de complejos que
contienen VP2 y VP3.

Por otra parte la cantidad de VP2 coinmunoprecipitada aumenta en las 13 y 15 hpi,
lo cual indicaria un progresivo incremento de estos complejos o de la cantidad de sus
proteinas constituyentes.

A las 9 hpi ocurre la mayor sintesis de RNAds para luego declinar hacia las 14 hpi
(Somogy & Dobos 1980). Si se considera que los complejos que contienen VP2 y VP3 se
visualizan desde las 9 hpi y que la cantidad de coinmunoprecipitado tiene su mayor
intensidad entre las 13-15 hpi, parece claro que existe una relacién entre la sintesis de
RNAds y Ia formacion de complejos que contienen proteinas virales.

Por otra parte, se ha demostrado que VP3 se asocia a RNA viral y se han aislado
complejos RNA-VP3 en células lisadas por la progresion de la infeccion viral (Hjalmarsson

& Everitt 1999, Hjalmarsson ef al., 1999).



En base a esta informacion y al momento de aparicion de los coinmunoprecipitados,
se propone el siguiente modelo para la secuencia de ensamblaje de IPNV.

Vp3 se distribuye por el citoplasma y se asocia a RNA viral. Esta asociacion
favorece la incorporacion de VP2 por lo que ésta proteina se une a los complejos VP3-RNA
en forma gradual. La secuencia de ensamblaje concluye cuando VP2 completa la formacion
de la capside y subsecuentemente, del virion maduro.

Este modelo es tentativo pues ain se desconocen numerosos aspectos clave dentro
del proceso morfogenético del virus. Uno de estos aspectos, que tiene particular relevancia
para el modelo propuesto, es el tipo de RNA con la cual se asocia VP3 y de acuerdo a esto,
las caracteristicas de los complejos formados. Se postulan 2 posibles formas en que ocurre
ésta asociacion:

VP3 se une a hebras positivas de RNA constituyendo complejos replicativos. Dentro
de estos complejos RNAds se sintetizaria a partir de RNAss, como ocurre en reovirus
(Gallegos & Patton 1989, Aponte ef al., 1996). La aparicion de los complejos RNAds-VP3
asi sintetizados favoreceria la incorporacion de VP2.

Una segunda opcion implica la union de RNAds, previamente sintetizado, a VP3. Al
igual que en el esquema anterior la aparicion de los complejos RNAds-VP3 induciria la
incorporacion de VP2.

Los resultados obtenidos en ésta tesis no aportaron informacion que permita aclarar
estos puntos, por lo que se sugieren las siguientes estrategias experimentales para trabajos

futuros:
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Determinar, a través de sondas, la citolocalizacion del RNA de origen viral en
diferentes momentos de la infeccion y compararla con la citolocalizacion temporal de VP3
y VP2.

Utilizar la técnica de formacion de complejos covalentes mediante irradiacion con
luz UV. Con ésta, se puede establecer la relacion de cercania entre diferentes moléculas de
un complejo induciendo la formacién de uniones entre los vecinos inmediatos. Los
complejos asi formados deberan ser posteriormente analizados en geles de agarosa.

Inmunoprecipitar, desde células sometidas a diferentes horas post infeccion e
irradiadas con luz UV, complejos virales nucleoproteicos y analizar los

inmunoprecipitados en geles de agarosa.
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CONCLUSIONES

El método de electroforesis seguido de tincion por nitrato de plata no permite la
identificacion de las proteinas virales VP1 y VP2 a partir de células infectadas, puesto

que estas se ven enmascaradas por proteinas celulares.

Es posible capturar y visualizar VP2, VP3, complejos formados por ambas y la
poliproteina viral a partir de inmunoprecipitados de lisados de células infectadas,

revelados por electroforesis seguida de western blot.

VP2 y VP3 forman complejos proteicos, compuestos mayoritariamente por la primera,

en momentes tempranos de la infeccion (9-1 1hpi).

La formacion de complejos que contienen proteinas virales (VP2 y VP3) ocurre en
forma concomitante a la maxima sintesis RNA gendmico. Este paralelismo podria
indicar la existencia de una relacion entre ambos eventos, dentro del ciclo

morfogénetico de IPNV.

Nuestros resultados y aquellos de otros investigadores son coherentes con el siguiente
modelo de ensamblaje. Este proceso comienza con la aparicion de RNA al cual se une
VP3. Los complejos asi formados (RNS-VP3) incorporan VP2 en forma gradual hasta

conformar al virion maduro.
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