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ABREVIATURAS

En este trabajo se han usado diversas abreviaturas. Cada uno de ellos
se define la primera vez que se ha usado en la memoria:
EPC: Epitelioma Papullosum Cyprini (células epiteliales de carpa)
MBCD: Metil-beta-ciclodextrina
DMSO: Dimetilsulfoxido
RPMI: Medio de cultivo Roswell Park Memorial Institute
TRK: Tampén de lisis
SVCV: Virus de la Viremia Primaveral de la Carpa
VHSV: Virus de la Septicemia Hemorragica Viral
VSV: Virus de la estomatitis vesicular
MTT: 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
Rt: retrotanscripcion
PCR: reaccion en cadena de la polimerasa
gPCR: PCR cuantitativa
Rt-gPCR: PCR cuantitativa con transcripcion inversa
Moi: Multiplicidad de infeccion
d.p.i: Dias post infeccion
u.f.c: Unidades formadoras de calvas

f.f.u: Unidades formadoras de focos



RESUMEN Y PALABRAS CLAVE

Las enfermedades virales afectan muy negativamente al desarrollo de la
acuicultura, y especificamente las causadas por los Rhabdovirus. Entre ellos
destaca el virus de la Viremia Primaveral de la Carpa (SVCV), por ser uno de
los virus que ocasiona mayores pérdidas econémicas. Es interesante
encontrar inhibidores de los pasos del ciclo de replicacion de un virus, el
primero de los cuales es la entrada. Es por ello que en este trabajo se realiz6
un estudio del papel de las balsas lipidicas en la entrada de Rhabdovirus de
peces a la célula. Se prob¢ el efecto de MBCD sobre la replicacion del virus
(SVCV) en una linea celular de carpa (EPC) para comprobar si reducia la
infectividad del virus. Nuestros resultados sugieren: A baja concentracion de
metil-beta-ciclodextrina (MBCD) perturba la membrana celular, facilitando la
entrada del virus, mientras que a alta concentracion de MBCD desorganiza
los lipid rafts inhibiendo la entrada del virus. MBCD también tiene un efecto
directo (virucida) sobre SVCV. Se determiné también la actividad de MBCD

frente al virus de la septicemia hemorragica viral (VHSV).

Palabras clave: Acuicultura, enfermedades de peces, SVCV, MBCD.

Viral diseases pose a threat to the aquaculture industry. Fish
rhabdoviruses are one of the most widespread groups of pathogens in fish.
Spring viremia of carp virus (SVCV) infections of carp cause significant
economy losses. The objective of this study was to investigate the role of the
lipid rafts in SVCV entry to the cells. The effect of MBCD on SVCV infection
was tested on the EPC cell line. We observed a two-fold activity of MBCD: low
concentrations of MBCD enhanced SVCYV infection but at high MBCD doses,
SVCV infectivity was inhibited. MBCD was also assayed on other fish
rhabdovirus (VHSV), but we did not find any significant activity.

Keywords: Aquaculture, fish diseases, SVCV, MBCD.



INTRODUCCION

1. Situacion actual de la acuicultura

El pescado es uno de los productos alimenticios basicos mas
comercializado mundialmente. De hecho, segun la Organizacion de las
Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO), en los dltimos
afios el consumo anual per capita ha ido aumentando, hasta llegar en 2016 a
un maximo de 20Kg. Este aumento constante ha provocado que la pesca de
captura sea incapaz de cubrir la demanda mundial de pescado y por este
motivo, durante las Ultimas décadas se ha invertido un gran capital en
acuicultura. En 2014 se alcanzé un hito en este campo cuando la cantidad de
pescado para el consumo humano procedente de acuicultura supero por
primera vez la de pescado capturado en el medio natural (Figura 1),

alcanzando una produccion de 73,8 millones de toneladas.
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Figura 1. Evolucion de la produccién de acuicultura y pesca mundial desde 1950 hasta 2014
(FAO 2016, El estado mundial de la pesca y la acuicultura 2016).

Pese a estos datos tan favorables, la industria de la acuicultura ve
comprometida su produccion por enfermedades de origen bacteriano y virico.
Las enfermedades virales son algunas de las que mas afectan el desarrollo
de la acuicultura, y especificamente las causadas por los Rhabdovirus, entre
estos destaca el virus de la viremia primaveral de la carpa (SVCV), por ser



unos de los virus que ocasiona mayores pérdidas econdémicas. Por tanto, las
infecciones viricas son una importante amenaza para la industria piscicola y
de ahi el creciente interés en investigar las bases moleculares del proceso

infectivo en peces, su sistema inmune y el desarrollo de agentes terapéuticos

efectivos que puedan combatir estas infecciones.

2. Virus: SVCVy VHSV

Los virus que vamos a estudiar pertenecen a la familia Rhabdoviridae,
virus con genoma RNA que causan en peces diversas enfermedades, algunos
de ellos de obligada declaracién a la Organizacion Mundial de Sanidad Animal
(OIE) (Tabla 1).

Genoma Virus Familia

Virus de la viremia primaveral de carpa (SVCV)
RNA Virus de la septicemia hemorragica viral (VHSV) | Rhabdoviridae

Tabla 1. Virus que causan en peces enfermedades de obligada declaracién a la OIE en vigor
en 2017

El virus de la Viremia Primaveral de la Carpa (SVCV) pertenece a la
familia Rhabdoviridae y al género Spirivirus. Su genoma es una cadena de
RNA (monocatenario) no segmentado con polaridad de anti-mensajero (1) (2)
y consta de 11.019 nucleétidos que codifican cinco proteinas en el siguiente
orden: una nucleoproteina (N), una fosfoproteina (P), una proteina matriz (M),
una glicoproteina (G) y una polimerasa RNA dependiente del RNA (L).
Ademas, carece de un gen no virion (NV) entre los genes G y L como el que
se encuentra en los Rhabdovirus del género Novirhabdovirus. La enfermedad
gue causa es contagiosa para Ciprinidos e Ictaluridos y varias especies de

carpa.

El virus de la Septicemia Hemorragica Viral (VHSV) pertenece al género
Novirhabdovirus. Se trata de un virus con envuelta y con genoma de RNA
negativo monocatenario. Dicho genoma codifica seis proteinas: N, P, M, G,
NV y L. Este virus es capaz de infectar por lo menos a 50 especies de peces
en agua dulce y marina en salmonidos, causando una enfermedad sistémica

grave, la septicemia hemorragica.




Tanto SVCV como VHSV son capaces de infectar lineas celulares de
pez, como las EPC, causando infeccion litica con efecto citopéatico y una

elevada muerte celular (3).

3. Ciclo de replicaciéon: Entrada de los Rhabdovirus a la célula

Los Rhabdovirus son virus que tiene forma de bala (figura 2), de 175 por
75 nm. Su cépside es helicoidal, contiene RNA de una sola cadena y de
polaridad negativa, con envoltura lipidica. En la membrana esta insertada la
glicoproteina G, en un nivel un poco mas profundo la proteina de matriz M, y

en la nucleocapside se encuentran tres proteinas: N, Py L.

(A)

=0

Glycoprotein

- )
O Nucleoprotein

Figura 2. Familia Rhabdoviridae. (A) Diagrama que ilustra un virion de rhabdovirus y la
estructura de la nucleocapsida. (B) Imagen al microscopio electronico del Virus de la
Estomatitis Vesicular (VSV) mostrando viriones caracteristicos en forma de bala. Imagen
tomada de publicacién de Veterinay Research

La infeccibn de un Rhabdovirus comienza por la union de la
glicoproteina G de la envuelta del virus a receptores especificos en la
membrana plasmatica de la célula huésped, lo que induce un proceso de
endocitosis. A continuacion, tiene lugar la fusion de la membrana viral y la del
endosoma que es dependiente de pH. Tras la fusiéon, la nucleocapsida libera
el RNA en el citoplasma celular. La replicacion tiene lugar en el citoplasma de
las células infectadas y los viriones maduran y brotan por gemacién de la

superficie celular llegando a lisar la célula.

El ciclo de replicacion se lleva a cabo en el citoplasma de la célula,
mediante la RNA polimerasa viral (L + P). El virus, mediante la proteina G, se

8



adhiere al receptor de las células del sistema nervioso central, ya que la
proteina G es la responsable de la adhesion del virus a la membrana de la
célula. A continuacion el virus entra por endocitosis, la nucleocapside alcanza
el citoplasma y empieza la transcripcién (mediante la proteina L). Pasado este
proceso se generan mMRNA y se produce la traduccion en los ribosomas, que
sigue con la glicosilacion de la proteina G. Esta proteina se inserta en la
membrana del reticulo endoplasmatico y luego en la membrana
citoplasmatica. Este evento es sefial para la proteina M, que se acopla en el
dominio de la proteina G. Ahora la RNA polimersa (proteina L), produce
copias de genoma viral. Finalmente se forman las nucleocapsidas y se
desplazan a la membrana las proteinas G y M, donde se ensamblan los

viriones y éstos salen de la célula por gemacion.

Cualquiera de los pasos del ciclo de replicacion, incluida la entrada,

puede ser diana de compuestos antivirales.
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Figura 3. Pasos en el ciclo de replicacion de un Rhabdovirus: (1) Adherencia del virus; (2)
penetracion a un endosoma: (3) fusion del virus con la membrana endosémica; (4)
desensamblaje de la nucleocapside; (5) produccién de los mRNAs del virus; (6) RNA de
polaridad positiva que sirve de plantilla para la sintesis de genoma viral; (7) el RNA de
polaridad negativa se incorpora en las nucleocapsides (N): (8) las nucleocapsides se unen a
la proteina de la matriz (M) en la superficie celular; (9) gemacion del virus a partir de la
superficie celular. Imagen tomada de Microbiologia Médica Jawetz 25ed.



4. Importancia del colesterol y las balsas lipidicas

Las Balsas Lipidicas (lipid rafts) son microdominios de la membrana que
se encuentran enriquecidos en colesterol y esfingolipidos (Figura 4).
Presentan una cantidad mayor de lipidos con cadenas de &cidos grasos
saturados en comparacion con el resto de la membrana plasmética. Parecen
ser pequefios en tamafio pero pueden llegar a constituir una gran fraccién de
la membrana plasmatica y por este motivo son visibles por microscopia de

fuerza atomica (4).

Lipid Raft

Glycosphingolipids

Cholesterol

Figura 4. Diagrama de una Balsa Lipidica dentro de una membrana celular. Imagen tomada
de Pike L., 2003.

La importancia de las balsas lipidicas en transduccion de sefiales ha
sido demostrada en diversos experimentos en los cuales se ha eliminado el
colesterol de la membrana mediante tratamientos quimicos. La exclusion del
colesterol conlleva la destruccion de las balsas lipidicas y, como
consecuencia, se observa la interrupcion de la sefalizacion a través de

membrana (4).

La evidencia bioquimica y microscopica avala la existencia de ‘“rafts”
lipidicos en las membranas naturales. Estos rafts pueden ser desestabilizados
por MBCD, que reduce el colesterol de membrana; tal descubrimiento indica
la importancia del colesterol en el mantenimiento de la integridad de los lipid
rafts. Ademas del mayor contenido en colesterol y esfingolipidos, los rafts

lipidicos estan enriquecidos en muchos tipos de proteinas receptoras de la
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superficie celular, asi como en muchas proteinas sefializadoras que se unen a

los receptores y son activadas por ellos.

Se ha comprobado que otros agentes secuestradores de colesterol,
como la filipina o la nistatina, perturban seriamente la membrana mediante la
formacién de grandes estructuras de poro (20-25 nm). Ademas, debe tenerse
en cuenta que la modulacion de los niveles de colesterol produce también
alteraciones que no necesariamente tienen que ver con los lipid rafts, como
por ejemplo la liberacibn de algunas proteinas pequefias de unién al
colesterol de la membrana. El nivel de colesterol en la membrana también
puede ser modulado mediante la inhibicion de la biosintesis o la oxidacion del

colesterol.
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ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

El modelo elegido en este trabajo para estudiar la interaccion de un virus
de pez con la membrana de la célula ha sido el SVCV, porque representa a
una familia de virus (Rhabdovirus) causantes de numerosas enfermedades
que provocan enormes pérdidas en la produccion piscicola mundial y su
biologia molecular es una de las mejor conocidas (2). Este estudio se centra
en el primer paso del ciclo de replicacion: la entrada de virus a la célula (5).
En este paso de entrada se produce la fusion de membranas virus-
hospedador que origina la liberacién del genoma viral en el interior de la
célula. Tal y como se ha demostrado para otros virus, el estudio de la fusion

puede ayudar en el disefio de agentes terapéuticos para frenar la infeccion

(6).

En investigaciones previas llevadas a cabo en este grupo de
investigacion (7) (8), se estudiaron las propiedades de la entrada de VHSV a
la célula. Dicho proceso es mediado por la fusibn de membranas
dependientes de pH que se produce en el endosoma. Se habia observado
gue la unidon de un péptido derivado de la proteina de la envoltura del virus
(p5) a VHSV a pH fisioldgico produce cambios conformacionales similares en
la proteina G que los producidos a pH bajo, cambios que son necesarios para
la fusion regular de VHSV a células. Un aumento de la fusion virus/célula a pH
fisioloégico podria explicar la mejora observada en la infectividad de VHSV al
permitir la entrada del virus directamente a través de la membrana plasmatica,

independientemente de la entrada de virus a través de endocitosis.

Existen diversos estudios centrados en el efecto de la retirada del
colesterol celular sobre la infeccion por algunos Rhabdovirus. En concreto, el
agente mas usado para reducir el colesterol de cultivos es la MBCD. El
colesterol es un componente estructural critico de las balsas lipidicas, y el
agotamiento conduce a la desorganizacion de los microdominios de la balsa
lipidica. No obstante, este agotamiento parece tener diferentes efectos
dependiendo del virus. En el caso del virus de la gripe, se ha demostrado que

el agotamiento del colesterol de la envoltura viral causa disminuciones en la
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infectividad (9). Sin embargo, este mismo agotamiento inactiva el virus de la
inmunodeficiencia humana de tipo 1 (HIV-1) y el virus de inmunodeficiencia en
simios (SIV) (10).

El uso de MBCD y derivados para modular reversiblemente el nivel de
colesterol de la membrana parece ser una herramienta conveniente y
reproducible para perturbar la integridad de los lipid rafts sin ocasionar dafios
graves en la membrana celular, y poder estudiar la entrada de virus en tales

condiciones.

El planteamiento inicial para este trabajo fue determinar la importancia
de los lipid rafts en la entrada de los Rhabdovirus de pez en la célula.
Para alcanzar dicho objetivo general, se fijaron los siguientes objetivos

especificos:

1. Determinar la toxicidad de MBCD sobre células EPC.

2. Comprobar si el tratamiento directo de SVCV con MBCD repercute en
su infectividad.

3. Comprobar si el pretratamiento con MBCD de las células EPC tiene
efecto sobre la infectividad de SVCV.

4. Comprobar si el pretatamiento con MBCD de las células EPC tiene

efecto sobre la infectividad de VHSV.
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MATERIALES Y METODOS

1. Cultivos celulares
1.1 Lineas celulares y medios de cultivo

En este trabajo se utilizo la linea celular EPC (Epitelioma Papollosum
Cyprini). Estas células se mantuvieron a 28°C en una atmdésfera con 5% de
CO2 y en medio celular RPMI-1640 (Gibco, Invitrogen Corporation, UK) que
contiene un 10% de suero fetal bovino (FCS) (Sigma, St. Louis, USA), 1mM
de piruvato (Gibco, Invitrogen Corporation, UK), 2mM glutamina (Gibco),
50ug/ml gentamicina (Gibco) y 2ug/ml Fungizona® (Anfotericina B). Este
medio se abrevia como RPMI 10%. Para las infecciones viricas de la linea
EPC se us6 el mismo medio pero suplementado con un 2% de suero fetal
bovino (Sigma-Aldrich). En el presente trabajo, este medio se abrevia como
RPMI 2%.

2. Ensayo de citotoxicidad: Ensayo MTT

Para determinar el nivel de toxicidad de la metil-beta-ciclodextrina
(MBCD, Sigma) sobre las células EPC, se utilizé el ensayo de MTT, que

permite determinar el porcentaje de viabilidad celular.

Las células vivas, metabolicamente activas, son capaces de transformar
el bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT), amarillo, en
formazan, de color azul, gracias a la enzima mitocondrial succinato-
deshidrogenada. De esta forma se puede determinar la funcionabilidad
mitocondrial de las células tratadas. Es un método muy utilizado para medir la
viabilidad celular puesto que la cantidad de células vivas es proporcional a la

cantidad de formazéan producido.

En primer lugar, se sembraron 30.000 células por pocillo y se dejaron 24
horas a 28°C gaseadas con COz. Una vez confluentes, se afiadieron 100 pl
por pocillo de MBCD a concentraciones crecientes (0; 500uM; 1mM; 2mM;
5mM; 7mM; 10mM; 15mM; 20mM) y se incubaron a 22°C durante 2 horas.
Transcurrido ese tiempo, se trataron las células con 25 yl de MTT, a una

concentracion de 1,9 mg/ml durante 3 horas a 28°C. Pasadas las 3 horas, se
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retird el reactivo y se afiadié 100 pl de Dimetilsulféxido (DMSO). EI DMSO se
dej6 actuar durante 30 minutos a 28°C. Se midi6 la absorbancia en el

espectrofotometro a 570 nm.

3. Virus: Protocolo de infeccién

Se utilizaron dos tipos de rhabdovirus: VHSV (Virus de la septicemia
hemorragica viral) cuya infeccion se desarrolla a 14°C; y SVCV (Virus de
viremia primaveral de la carpa), cuyas infecciones transcurren a 22°C. Para

las infecciones con los dos virus el medio utilizado fue RMPI 2%.
3.1 Titulacion (efecto citopatico)

Monocapas de células EPC fueron crecidas hasta alcanzar una
confluencia del 100% en placas de 96 (p96) o 24 pocillos (p24). Estas células
fueron tratadas con 1,5; 3,5 mM, 7mM o 10 mM de MBCD durante 2h a 22°C
y, posteriormente, infectadas con SVCV a una MOI de 104 Tras 1,5 h, el virus
fue retirado y las monocapas se cubrieron con una soluciéon de medio de
cultivo con un contenido del 2% de metil-celulosa (Sigma). Las placas se
incubaron a 22°C durante 5 dias, tras los cuales se retird el medio con la
metil-celulosa. Finalmente, los pocillos se tifieron con cristal violeta durante al
menos una hora para contar calvas. El titulo se calculé6 mediante la siguiente

formula: (NUmero de calvas * factor de dilucion) / Volumen.
3.2 Efecto directo de la MBCD sobre el virus

En este ensayo se tratd el virus con concentraciones crecientes de
MBCD (3,5; 7 y 10mM) en un paso previo a la infeccibn con el fin de
determinar si la MBCD tiene cierto efecto sobre la capacidad de infeccién del

virus.

La MBCD se diluyd junto con el virus en RPMI 2% hasta la
concentracion a la cual queriamos determinar su efecto (MOI: 104). Se
dejaron actuar durante 2h a 22°C vy, transcurrido ese tiempo, se afiadieron 300
ML por pocillo de la mezcla preparada y se incubd de nuevo durante 90

minutos a 22°C para observar el efecto citopatico.
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4. Tinciéon de la monocapa celular
4.1 Tincién con cristal violeta

El cristal violeta usado para las tinciones de este trabajo (Basic Violet 3,
Sigma) se prepar6 al 1% peso/volumen, usando como disolvente una
disolucion 1:9 de formaldehido (Sigma) en agua mili-Q (Milli-Q® A10 Water
Purification System, Merck Millipore). Para tefiir una placa, se afladen 100 pL
por pocillo en placa de 96 pocillos 0 0,5 mL por porcillo en placa de 24 pocillos
y se incuba a temperatura ambiente durante al menos 1h. A continuacion, se

lava la placa con H2O destilada y se deja secar.

4.2 Tincién de Giemsa

El Giemsa utilizado para las tinciones de este trabajo se preparé a una
concentracion de 5 mg/mL (Giemsa Stain G4507-5G, Sigma), usando como
disolvente una disolucion 1:15 de PBS en agua mili-Q (Milli-Q® A10 Water
Purification System, Merck Millipore). Para tefiir una placa, las células se fijan
previamente incubandolas durante 15 minutos con metanol glaciar 100% (100
ML por pocillo) a temperatura ambiente. A continuacion se afiaden 75 pL por
pocillo de giemsa y se deja incubar durante 20 minutos a temperatura
ambiente. Transcurrido este tiempo, se retira el giemsa con H2O destilada y

se deja secar la placa.

4.3 Medida de densidad oOptica

Para obtener una medida cuantitativa de los resultados, se realizé6 una
medicién espectrofotométrica. Para ello, tras la tincién, se afiadieron 100 pL
de acido clorhidrico 0,1 N por pocillo y la dilucion se midié en un
espectrofotometro de lectura de placas multipocillo. La longitud de onda a la
gue se midio la absorbancia fue a 620 nm en el caso del Giemsa y, en el
caso de la tincion con cristal violeta, se utilizaron dos longitudes: 570 nm es el
pico de absorcién pero, en los casos en los que el espectrofotometro daba

error de saturacién, se aumento la longitud de onda a 620 nm.
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5. PCR cuantitativa
5.1. Extraccion de RNA

La extraccion de RNA se realiz6 utilizando el Kit E.Z.N.A Total RNA
(Omega Bio-Tek, R6688) de acuerdo con las indicaciones del fabricante. El
RNA eluido se cuantifica en ng/ul mediante espectrofotometria (NanoDrop
1000, Thermo Fisher Scientific). Finalmente el RNA se almacena a -80°C

hasta su uso.

5.2 Sintesis de cDNA (retrotranscripcion)

Para la obtencion del cDNA, el RNA extraido se incuba, usando un
termociclador (GeneAmp PCR System 2700, Applied Biosysytems), con 0.5 pl
de hexameros aleatorios (~90 ng) (Roche) y 1 ul de una mezcla 10 mM de
deoxinucledtidos trifosfato (ANTPs, Roche) durante 5 min a 65°C. Tras la
incubacion se afaden 4 pl de 5X first standard buffer (250 mM Tris- HCI, pH
8.3, 375 mM KCI, 15 mM MgCI2) (Invitrogen)), 2 ul de 0.1 M ditiotreitol (DTT,
Invitrogen), 0.5 ul de inhibidor de 20U/pul RNAsa (Applied Biosystem) y 0.5 pl
de transcriptasa inversa MMLV. Esta ultima mezcla se incuba durante 10 min
a 25°C, seguidamente durante 50 min a 37°C y posteriormente durante 15 min

a 70°C. El cDNA obtenido se almacena a -20°C hasta su uso.
5.3 PCR cuantitativa (PCR en tiempo real)

Para realizar la PCR cuantitativa a tiempo real se usa el sistema ABI
PRISM 7300 (Applied Biosystems, NJ, USA) y SYBR Green (Life
Technologies, United Kingdom). Las reacciones se llevan a cabo en un
volumen final de 20 yL que contiene 2 pL del cDNA sintetizado previamente,
300 nM de cada cebador y 10 uyL de SYBR Green Master Mix. Las
condiciones de la reaccion en cadena de la polimerasa fueron las siguientes:
un ciclo de 2 min a 50°C y 15 min a 95°C, seguidos de 40 ciclos de 15s a
95°C y 1 min a 60°C. Para cada mRNA, la expresién fue corregida por el valor
de la expresion del EF1a (gen enddgeno). El analisis de la expresion génica
se realizé6 mediante el método donde ACt se determina sustrayendo el valor
Ct del gen EF1a al valor del Ct objetivo. Las secuencias de los cebadores

utilizados en los ensayos se muestran en la Tabla 2.
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Gen Referencia Secuencia
EPC-EFla GenBank F: CCACGTCGACTCCGGAAA
NM 131263 R: CGATTCCACCGCATTTGTAAGA
N-SVCV GenBank F: GCATTATGCCGCTCCAAGAG
AJ318079.1 R: AGCTTGCATTTGAGATCGACATT

Tabla 2. Oligonucleétidos utilizados como cebadores para el andlisis de PCR

6. Inmunofluorescencia indirecta

Monocapas de células EPC fueron crecidas hasta alcanzar una
confluencia del 100% en placas de 96 (p96). Estas células fueron tratadas con
7mM o 10mM de MBCD durante 2h a 22°C y, posteriormente, infectadas con
SVCV a una MOI de 10*% Tras 90 minutos, el virus fue retirado y las
monocapas se cubrieron con una solucion de medio de cultivo RPMI 2%. Las
placas se incubaron a 22°C durante 24 horas, tras ese periodo de incubacion
las células fueron fijadas con formalina 4% en PBS durante 20minutos y, a

continuacioén, se comenzo la inmunofluorescencia.

Para la realizacion de la inmunofluorescencia indirecta, las células se
incuban durante una hora a temperatura ambiente con tampoén bloqueante
compuesto por 1% BSA (Sigma) y 0.5% Triton (Sigma) diluidos en PBS. Una
vez pasado el tiempo, se retira la solucion de bloqueo y acto seguido se pasa
a poner el anticuerpo primario anti SVCV, diluido en solucién de bloqueo, que
se incubara durante 24 horas. Posteriormente, tras 3 lavados con PBS, las
células se incuban con el anticuerpo secundario conjugado a fluorescencia
(GAM-FITC, Anticuerpo producido en conejo AF-488) durante 1 hora sin luz,
para evitar el desgaste de los fluorocromos conjugados al anticuerpo. Tras la
incubacion, se retira el anticuerpo secundario y se procede a hacer lavados
con PBS, eliminando los posibles restos que nos pudiesen dar lugar a fondo.
Las monocapas de células fueron observadas y fotografiadas con equipo

Incell (Analyzer 6000, Cell image system; GE Healthcare).
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7. Citometria de flujo

La citometria de flujo es un método analitico que mide la emisién de
fluorescencia y la dispersion de la luz de células frente a un haz de luz laser.
En este estudio la citometria nos permite diferenciar qué porcentaje de la

poblacion de células EPC se encuentra infectado con SVCV y cudl no.

Tras la realizacion de la inmunofluorescencia indirecta (descrita en el
apartado 6), se realizaron 3 lavados con PBS y se tripsinizaron las células, las
cuales quedaron en suspension en una placa de 96 pocillos. La placa de 96
pocillos se introdujo en un citbmetro de fluyp BD FACSCanto Il
(BectonDickinson). Los archivos .fcs fueron analizados con el programa
Flowing Software v.2.5.1.

En este programa, en el archivo .fcs del control positivo (células EPC
infectadas con SVCV sin MBCD) seleccionamos dos poblaciones celulares
una de las cuales tiene sefial FITC, que se corresponde con la poblaciéon
infectada y, otra poblacion sin esta sefial de fluorescencia, lo que afirma que

no presenta infeccion.

8. Estadistica

Todos los datos se representan como la media + error estandar del
numero de experimentos. Se consideran diferencias estadisticas significativas
cuando al realizar la prueba t de student el valor de p es < 0,05 (*:p<0,05;
**:p<0,01; ***:p<0,001).

Para la realizacion de las estadisticas de este trabajo se utilizo el
programa PrismSoftware 5.0 GraphPad.
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RESULTADOS

1. Toxicidad de MBCD sobre células EPC

La metil-beta-ciclodextrina (MBCD) es un oligosacérido ciclico (figura 5)
con estructura rigida en forma de rosquilla que la convierte en un agente
complejo natural. Es un reactivo que se utiliza para aumentar la solubilidad de
sustancias no polares, como acidos grasos, lipidos, vitaminas y colesterol,
para su uso en aplicaciones de cultivo celular. Induce la liberacién de
colesterol a partir de balsas lipidicas ricas en colesterol situadas en la
superficie de las células, lo que la convierte en un buen agente para la
eliminacién de colesterol. Segun diferentes estudios la MBCD resulta ser
toxica para las células en periodos de incubacion superiores a 12 horas (11).
Por eso, en este trabajo no se emplearon incubaciones superiores a 2 horas,

para evitar que el dafio celular sea grande.
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Figura 5. Estructura molecular de la metil-beta-ciclodextrina (MBCD)

Se realizé un ensayo de viabilidad celular (MTT) para determinar la
citotoxicidad de la MBCD a distintas concentraciones crecientes durante 2
horas, en células EPC. En la figura 6 se muestran los resultados de este
ensayo: No se observé una disminucion hasta concentraciones de 7mM. Por
otro lado, la viabilidad celular empieza a descender a partir de 10mM

observando un minimo en 20mM. Las concentraciones de 0,5mM a 7mM no
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presentan toxicidad celular ya que la viabilidad celular no varia mucho con

respecto al control sin tratar.
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Figura 6. Ensayo de citotoxicidad de la MBCD en la linea celular EPC. Las células EPC fueron
incubadas durante 2 h y a 222C con concentraciones crecientes de MBCD. Tras la adicion del
reactivo MTT, la absorbancia se midiéd a 570 nm y se determind el porcentaje de viabilidad
considerando como control las células no tratadas (100% viabilidad celular). El ensayo se
realizé por duplicado y se representan las medias con sus respectivas desviaciones estandar.

2. Efecto directo de la MBCD sobre SVCV

Teniendo en cuenta que la capsida de SVCV esta rodeada por su propia
envoltura lipidica se determind si la MBCD tenia efecto directo sobre el virus.
Para investigar esta posibilidad el virus fue incubado con la MBCD durante 2h a
22°C. Tras la incubacion, las células EPC fueron tratadas con esa mezcla a la
misma temperatura. Tras dejarlo actuar durante 90 minutos, el virus fue retirado
y las monocapas se cubrieron con metil-celulosa y se dejaron incubar durante 5
dias. Pasado este tiempo los pocillos se tifieron con cristal violeta para el
recuento de calvas por pocillo, obteniéndose los resultados que se muestran en

la figura 7.
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Figura 7. Efecto directo de MBCD sobre el SVCV. El virus fue incubado con la MBCD durante
2h a 229C. Tras la incubacidn, las células EPC fueron infectadas con esa mezcla a 229C. A los
90 min, el virus fue retirado y las monocapas se cubrieron con metil celulosa. A 5 dias post
infeccidn los pocillos se tifieron con cristal violeta para el recuento de calvas por pocillo. A)
Imagen de la placa tefida con cristal violeta donde se observan las calvas que produce
SVCV en la monocapa celular. B) Titulo de SVCV (u.f.c/ml) tras la exposiciéon de SVCV a
concentraciones crecientes de MBCD. El ensayo se realizé por duplicado y se representan las
medias con sus respectivas desviaciones estandar. Para ver si las diferencias observadas
entre el control y el tratamiento eran significativas se utilizo el test de Student.

Los resultados mostraron un comportamiento doble de la MBCD ya que
se produce un incremento del titulo del virus con respecto al control infectado
a 3,5mM tras la exposicion a SVCV, de 3.1*10° a 7.2*10° u.f.c/ml. Por el
contrario, a concentraciones de MBCD de 7mM y 10mM se produce un
descenso en el titulo del virus. A 10mM de MBCD, la disminucion del nUmero

de calvas es estadisticamente significativa.
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3. Efecto del pretratamiento de las células EPC con MBCD en la

infeccién con SVCV

Como SVCV forma calvas de lisis muy eficientemente en monocapas
celulares se procedid a realizar el ensayo de actividad antiviral por reduccién
de calvas. Para ello, se parti6 de una placa de 24 pocillos sembrada con
células EPC confluente y se pretat6 con MBCD durante 2h para
posteriormente ser infectado con el virus SVCV a una multiplicidad de 10
virus/célula. Esta placa se incub6 durante 90 minutos a 22°C, para determinar
qgue el virus se internalice en las células. Pasado este tiempo se retird el
medio y se afiadié metil-celulosa. A los 5 dias post infeccibn se par6 la

infeccion y se tifid la placa con cristal violeta.

Los resultados se muestran en la figura 8: Se observa que hay mayor
numero de calvas en las concentraciones de 1,5mM y 3,5mM. A 7mM se
observa un pequefio aumento del 9% con respecto al control infectado. A
10mM de MBCD se obtuvo un descenso de 3,3 x 10°> a 2 x 10° u.f.c/ml, pero

no es estadisticamente significativo.
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Figura 8. Titulo de SVCV (u.f.c/ml) en células EPC pretratadas con MBCD 2h antes de la
infeccion con SVCV. Las células EPC fueron incubadas con MBCD a concentraciones
crecientes durante 2h y posteriormente infectadas con SVCV a MOI= 10*. 90 min después de
la infeccidn, el virus fue retirado y las monocapas se cubrieron con metil celulosa. A los 5 dias
post infeccidn los pocillos se tifieron con cristal violeta para el recuento de calvas por pocillo.
El ensayo se realizd6 por duplicado y se representan las medias con sus respectivas
desviaciones estandar. Para ver si las diferencias observadas entre el control y el tratamiento
eran significativas se utilizo el test de Student.
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Los datos de infectividad se contrastaron mediante experimentos de
inmunofluorescencia indirecta que se utiliza para determinar la replicacion de SVCV
en las células, permitiendo visualizar focos de infeccion del virus en la monocapa.
Las células pretatadas con MBCD se infectaron con SVCV vy se utilizd6 un
anticuerpo producido en conejo AF-488 para cuantificar la infeccion. A las 24 horas
se observo una reduccion del 62 % de infectividad del SVCV en 7mM de MBCD
respecto del control; esta inhibicion aumento un 6 % en 10mM respecto al control.
En la Figura 9 se muestran fotografias de un experimento representativo y los
resultados de células EPC tratadas con MBCD. En este caso si se observo un
descenso del titulo de SVCV en células pretratadas con MBCD a 7mM significativo,

mientras que no hubo cambios significativos a 10mM.
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Figura 9. Efecto de MBCD sobre la formacion de focos de infeccion de SVCV. Las células EPC
fueron incubadas con MBCD a concentraciones crecientes durante 2h y posteriormente
infectadas a 22°C con SVCV a MOI= 10* durante 90 minutos. Pasadas 24 horas las
monocapas se fijaron con formalina 4% y a continuacion se realizé una inmunofluorescencia.
A) Imagen de focos de infeccion de SVCV sobre EPC a las 24 horas post-infeccion B) Titulo
de SVCV (f.f.u/ml) en células EPC pretratadas con MBCD 2h antes de la infeccién con SVCV.
El titulo de SVCV se determind mediante el recuento de focos fluorescentes. El ensayo se
realizd por duplicado y se representan las medias con sus respectivas desviaciones estandar.
Para ver si las diferencias observadas entre el control y el tratamiento eran significativas se
utilizo el test de Student.
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4. Sintesis de RNA y proteinas de SVCV en células tratadas con MBCD

Una forma de evaluar la replicacibn de un virus es mediante la
cuantificacion de RNA viral en las células infectadas mediante RT-gPCR. La
expresion génica, tras el pretatamiento de 2h con MBCD, se determiné
posteriormente de incubar durante 90 minutos las células EPC con el virus
SVCV a una multiplicidad de 102 y 1072 virus/célula. En la figura 10 se
muestran los resultados de la determinacidén de los niveles de expresion del
gen N-SVCV. Como se observa en el grafico (Figura 10), a concentraciones
de 3,5mM de MBCD las células infectadas con SVCV es un orden de
magnitud superior a las otras concentraciones. Por otro lado, y como se
esperaba, se observa que sube a 35mM y baja a 7mM, y que es

independiente de MOI.
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Figura 10. Expresion de N-SVCV medida mediante RT-qPCR en células EPC tratadas MBCD e
infectadas con SVCV. Llas células EPC fueron incubadas con MBCD durante 2h vy
posteriormente infectadas a 222C con SVCV durante 90 minutos. Pasadas 24 horas se realizd
una RT-gPCR. El porcentaje de expresion génica relativa a eFla viene determinado por la
siguiente formula: (expresion N-SVCV relativa a eFla en células tratadas con MBCD e
infectadas con SVCV / expresion N-SVCV relativa a eFla en células sin tratar e infectadas con
SVCV)*100. A) Porcentaje de expresion génica de N-SVCV en células infectadas con MOI=
102. B) Porcentaje de expresion génica de N-SVCV en células infectadas con MOI= 103,
Cada uno de los experimentos se realizd por duplicado. Los resultados representan las
medias y sus correspondientes desviaciones estandar. Para determinar si las diferencias
observadas entre el control y el tratamiento eran significativas se utilizo el test de Student.
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Otra forma de evaluar la replicacion de un virus en unas células es medir
la produccién de proteina viral mediante citometria de flujo, debido a que las
células infectadas expresan una proteina viral en su superficie que puede ser
detectada con un anticuerpo anti SVCV. Mediante esta técnica pudimos
observar que el porcentaje de infeccion de SVCV descendia a 24% en células
tratadas con 7mM de MBCD, los resultados se muestran en la figura 11,

confirmando los resultados de la cuantificacion de RNA.
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Figura 11. Porcentaje de infeccion de SVCV. Las células EPC fueron incubadas con MBCD (7
mM) durante 2h. Posteriormente, las monocapas fueron infectadas con SVCV a MOI= 103,
Tras la realizacidon de una inmunofluorescencia indirecta con el anticuerpo anti SVCV, la placa
de 96 pocillos con las células en suspensién se introdujo en un citometro de flujo BD
FACSCanto Il (BectonDickinson) para analizar los resultados. El porcentaje de infeccion de
SVCV se determind comparandolo con el control infectado sin tratar (100% infeccion).

5. Efecto del pretratamiento con MBCD en la infeccién con VHSV

VHSV es otro Rhabdovirus de pez que deberia tener unos
requerimientos de entrada similares al SVCV. De hecho, aunque VHSV es un

virus de salmoénidos, es capaz de entrar y replicar eficientemente en células
EPC a 14°C.

Se sembrd una placa de 96 pocillos con células EPC pretatadas con
MBCD durante 2h a 22°C y se infecté con VHSV (moi: 0,001 virus/pocillo)
siguiendo el protocolo estandar de infeccidén. Los resultados estan recogidos
en la figura 12. El porcentaje de supervivencia celular se determin6

comparandolo con el control no infectado (100% supervivencia). Se observé
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un descenso de la supervivencia celular en 1,5mM del 13,56% al 7,79% vy al
5,7% a una concentracion de 3,5mM. En 7mM la supervivencia descendié un
poco con respecto al control sin tratar, pero no fue un descenso tan marcado
como en el caso de 3,5mM. En definitiva, no se observo un incremento de la
supervivencia celular en ninguna de las concentraciones, lo que sugiere que

la MBCD no tiene efecto inhibitorio sobre la entrada de VHSV.
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Figura 12. Porcentaje de supervivencia celular en células EPC pretratadas con MBCD 2h
antes de la infeccion con VHSV. Llas células EPC fueron incubadas con MBCD a
concentraciones crecientes (0; 1,5; 3,5; 7 mM) durante 2h y posteriormente infectadas con
VHSV a MOI= 107 a 142C. 6 dias después de la infeccidn, el virus fue retirado y las monocapas
se fijaron con metanol y fueron tefiidas con Giemsa para medir la densidad dptica a 570nm.
El ensayo se realizd por duplicado y se representan las medias con sus respectivas
desviaciones estandar. Para ver si las diferencias observadas entre el control y el tratamiento
eran significativas se utilizo el test de Student.
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DISCUSION

1. Estudio del papel de las balsas lipidicas en la de entrada de SVCV en

la célula hospedadora

En el presente trabajo se investigo el papel de los lipid rafts en la entrada
de Rhabdovirus de peces a la célula, es decir, en el primer paso del ciclo de
replicacion del virus, y concretamente la fusion entre la membrana virica y la
membrana de la célula hospedadora. La mayoria de las familias de virus, y en
concreto los Rhabdovirus como el SVCV, utilizan la endocitosis mediada por
receptor como principal medio de entrada en la célula. En trabajos anteriores
se demuestra la implicacion de los lipid rafts en la infeccion de las células por
parte de virus (12). En este trabajo se quiso demostrar que, tal como se
pensaba, las balsas lipidicas desempefian un papel importante en los pasos
tempranos del ciclo replicacion de un Rhabdovirus de pez. Para ello se
plantearon una serie de experimentos mediante pretatamiento con MBCD y

posterior infeccion con SVCV.

El compuesto MBCD es un agente que secuestra colesterol de la
membrana celular, de modo que desorganiza las balsas lipidicas (13).
Nosotros no hemos determinado cuanto colesterol retira la MBCD de la
membrana, pero podemos basarnos en lo que han publicado otros autores (1)
a concentraciones parecidas (0,5-10 mM). Los niveles de colesterol
disminuyeron de una manera dependiente de la dosis. El tratamiento con
MBCD 0,5 mM disminuy6 el nivel de colesterol en mas del 40%. A una
concentracion de 5 mM de MBCD se eliminé aproximadamente el 90% de
colesterol de las células. Estos resultados mostraron que altas
concentraciones de MBCD pueden eliminar eficientemente el colesterol de las

células.

Los resultados aqui mostrados indican que la infeccion con SVCV en
células EPC depende de la concentracion de MBCD que secuestra
selectivamente colesterol de las membranas de las células diana, ya que
observamos un aumento significativo del titulo del virus a 3,5mM de MBCD y

por el contrario, un descenso a 7mM, lo que denominamos efecto “doble” de
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la MBCD. En el trabajo de Hotta et al., 2009, se demostré que el agotamiento
del colesterol tras tratamiento con MBCD causaba un aumento en la
infectividad del virus de la rabia, que también es un rhabdovirus. Se ha
demostrado que este agente quimico eficaz no se incorpora en las
membranas tratadas y en cultivo celular incrementa la infectividad de la rabia
(5-10mM), demostrando asi el comportamiento doble de la MBCD. Este
mismo resultado puede ser observado cuando las células se tratan con
nistatina (antibiotico que se une a esteroides e inhibe la endocitosis
dependiente de caveolas al eliminar el colesterol de la membrana) (14). Estos
resultados sugieren que el tratamiento con MBCD mejora la unién del virus de
la rabia a las células. No obstante, el efecto del tratamiento puede ser
revertido con la adicion de colesterol (1).

Es mas frecuente que la MBCD tenga un efecto inhibitorio sobre la
infeccion de un virus. Se ha descrito, por ejemplo (15) (16), que la MBCD
ademas de inhibir la endocitosis mediada por clatrina y caveolas, tiene un
efecto negativo sobre la unién de otros virus, como el Virus de la enfermedad
de Newcastle, con las células diana (85 % de inhibicion a una concentracion
de 10 mM), concluyendo que la presencia de colesterol en la membrana
celular es importante en los procesos como la interaccion virus-célula que se

dan en la entrada virica.

En este trabajo se investigd el efecto directo, o “virucida” de MBCD
sobre la particula viral de SVCV, mostrando un comportamiento doble de la
MBCD ya que primero se produce un aumento del titulo del virus con respecto
al control a 3,5mM estimulando la infectividad de SVCV mientras que a 7mM y
10mM desciende el titulo del virus. En el trabajo de Wang et al., 2009, se
analiz6 el efecto “virucida” del tratamiento con MBCD (0,5 — 10mM) sobre el
virus de la estomatitis vesicular (VSV), que es el virus tipo de la familia
rhabdoviridae, mostrando una alteracion de la produccion de virus de una
manera dependiente de la dosis: a 5mM disminuydé la produccién de virus en
mas del 60% y a 10mM se inhibe un 80%. Este efecto se podia revertir

afadiendo colesterol.
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Para explorar la funcion de las balsas lipidicas durante el ciclo de vida de
VSV, varios estudios observaron que el agotamiento del colesterol de las
células mediante el tratamiento del MBCD, resultaba en una inhibicion
significativa de la produccion de virus. Como resultado, la estabilidad de la
interaccion del colesterol - esfingomielina en las membranas se destruye y la
integridad de la estructura de la balsa lipidica se ve perturbada de manera
dramatica. Estos resultados apoyan fuertemente una funcion importante de
las balsas lipidicas durante el ciclo de vida del VSV (1). Para investigar si las
balsas lipidicas desempefian un papel en los pasos de replicacién, estudios
previos trataron las células con concentraciones crecientes de MBCD
después de la infeccion con VSV durante 1h observando un efecto leve, pero
dependiente de la dosis. Al aumentar las concentraciones de MBCD, la
produccion de VSV disminuy0. Estos resultados indican que la reduccion de la
produccion de virus se debid especificamente al agotamiento del colesterol de
las células hospedadoras, aunque como ya hemos dicho, el efecto de MBCD
es: La produccidon de VSV se restaurdé a mas del 85% mediante la adicion de

100 uM de colesterol.

En nuestro caso (SVCV), los resultados del pretatamiento con MBCD a
7mM no fueron concluyentes puesto que no se observaron diferencias
significativas en la formacion de focos de infeccion con SVCV y en la actividad
antiviral por reduccion de calvas. En la formacion se focos se produce un
descenso del 61% del titulo de SVCV con respecto al control infectado. Sin
embargo, en el recuento de calvas se observa un aumento del 9% con
respecto al control. Una posible explicacion a esta discrepancia puede estar
en la diferencia de tiempo post-infeccion, ya que en la formacion de focos se
analizaron los resultados tras 24 horas de incubacion, mientras que para
lograr la formacién de calvas transcurren 5 dias. Hay que tener en cuenta que

la célula va reponiendo colesterol en la membrana (17).
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2. Efecto “doble” de la MBCD

El posible efecto, tanto estimulador como inhibidor que produce la MBCD
es algo que ya se habia empezado a observar en distintos trabajos (17) (1).
En otros sistemas virus/célula se ha demostrado que la MBCD puede tanto
incrementar como inhibir la infectividad de distintos virus. Pero en estos
estudios no se han encontrado otros sistemas virus/célula con este efecto
doble de MBCD sobre el mismo virus, por lo que el caso de MBCD / SVCV, de
confirmarse, seria totalmente nuevo. Es posible que una retirada limitada de
colesterol favorezca la entrada de SVCV, mientras que una retirada mayor de
colesterol y destruccion de los lipid rafts afecta significativamente la entrada
de SVCV.

Podria tratarse de un efecto también de MBCD en el proceso de salida
del virus, tal y como se ha descrito en el caso del virus de la gripe (9). El
efecto durante la salida del virus no parece ser nuestro caso ya que, en
nuestro caso la MBCD se retira del medio horas antes de que suceda la salida
de SVCV de las célula. Es posible que a baja concentracion de MBCD
perturbe la membrana celular, facilitando la entrada del virus, mientras que
MBCD a mas alta concentracion desorganiza los lipid rafts inhibiendo la
entrada del virus. Para comprobar este punto deberiamos cuantificar el
porcentaje de colesterol en las membranas de células EPC, tratadas con
MBCD como han hecho otros autores (1). No existen trabajos previos en los
gue se haya visto este efecto doble de la MBCD, por lo que éste es un campo

gue esta por explorar.

En todo caso, pensamos que este efecto doble de MBCD sobre SVCV
es real, ya que se observa utilizando distintas técnicas de cuantificacion de la

replicacion del virus: MTT, calvas, focos, gPCR.
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3. Comparacion del efecto de MBCD sobre SVCV y sobre otro
Rhabdovirus de pez: VHSV

El virus SVCV afecta principalmente a la carpa comun Cyprinus carpio y
a otros ciprinidos. La enfermedad se produce, fundamentalmente, en
primavera y cuando la temperatura del agua esta por debajo de los 18°C. Por
el contrario, VHSV afecta tanto a los salménidos de agua dulce como a los de
agua salada. La enfermedad se reproduce a temperaturas por debajo de los
14°C.

A modo de explicacion, podemos decir que la membrana de las células
no tiene por qué estar igual: A 22°C (SVCV) y que a 14°C (VHSV). De hecho,
no parece haber efecto inhibitorio de MBCD para VHSV. No hay indicios para
pensar que el mecanismo de entrada de SVCV y VHSV sea diferente. En
principio MBCD deberia afectar de igual manera a SVCV y VHSV, pero segun
nuestros resultados preliminares no es el caso. También es posible que la
entrada de VHSV siga un mecanismo de endocitosis mediada por clatrina, tal
y como se ha sugerido para el virus de la necrosis hematopoyética de

salmonidos (18).

Para finalizar, decir que los resultados descritos en este trabajo podrian
ser utilizados para la obtencion de nuevas dianas terapéuticas, asi como
nuevas estrategias de prevencion de enfermedades viricas. En particular el
conocimiento del mecanismo de funcionamiento de los lipid rafts resulta
fundamental debido a la implicacion de estos en el primer paso de la

infeccion de las células por parte de virus (12).
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CONCLUSIONES

A modo de conclusion se puede decir que en este trabajo:

. Se ha profundizado en la caracterizacién de la accién de MBCD (un
agente que retira colesterol de las membranas celulares y perturba la
integridad de las balsas lipidicas) en células de pez, donde es capaz de
reducir la infectividad del virus SVCV.

. Se ha demostrado que el efecto de MBCD parece ser tanto sobre la

particula viral (virucida) como sobre la membrana celular (pretatamiento).

. Se ha encontrado de forma inesperada un efecto doble de MBCD, ya que
a bajas concentraciones no inhibe, sino que estimula la infectividad de
SVCV.

. Se ha constatado que la MBCD no parece tener efecto inhibitorio sobre

otros Rhabdovirus de pez (VHSV), lo que sugiere una influencia de la

temperatura en la accion de MBCD sobre la membrana celular.
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