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DEPARTAMENTO DE ESTRUCTURAS MACROMOLECULARES

La actividad de los miembros de este Departamento se centra en torno a los diferentes
aspectos de la Biologia Estructural, cubriendo desde enfoques experimentales a in

silico. Varios grupos del Departamento estan involucrados en servicios en el Centro,

tales como Proteémica, Microscopia Electréonica y Cristalografia de Rayos X. Jefe: José Maria Valpuesta. PhD.

Cell StructureLab

Investiga la biogénesis de organelos y complejos
macromoleculares funcionales en las células.
Especificamente, el ensamblaje y la arquitectura de las
fabricas de virus, complejos de replicacién y vias
morfogenéticas de varios virus de ARN que son patégenos
humanos importantes como Bunyavirus, Reovirus y Virus

de la Influenza.
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Jefa: Cristina Risco. PhD

Structural and physical determinants of adenovirus assembly
Investiga los principios estructurales y fisicos que gobieman el montaje y la
estabilizaciéon de virus complejos. Usan adenovirus como modelo, un espécimen
desafiante de interés tanto en virologia béasica como en nanobiomedicina.
Combinan las técnicas de biofisica, computacional, estructural y biologia
molecular. El conocimiento exacto de la estructura del adenovirus y la biologia
es fundamental tanto para el descubrimiento de farmacos anti-adenovirus como

para el disefio de nuevas y eficaces herramientas terapéuticas adenovirales.
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Jefa: Carmen San Martin. PhD




parasitos intracelulares obligados

1. VIRUS
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animales,
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2. Virus BUNYAMWERA INTRODUCCION

La familia Bunyav:iridae

350 virus ARN,

5 géneros: Orthobunyavirus, Hantavirus, Nairovirus, Phlebovirus y Tospovirus.
animales - plantas - fiebres hemorragicas

patogenos emergentes (Walter and Barr, 2011).

Orthobunyavirus arbovirus - Culicidae - Aedes, Cullex, Anopheles.

rthobunyavirus - virus Bunyamwera (VBUN) - prototipo dentro de los bunyavirus.



3. Virus BUNYAMWERA INTRODUCCION

Morfologia y genoma viral
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http://viralzone.expasy.org/all_by_species/82.html
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4. ADENOVIRUS INTRODUCCION

Tejido adenoide humano, mediados del siglo XX (Rowe et al., 1953)

patogenos (del ser humano y de animales con interés econdémico y ambiental) - herramientas para terapia génica y desarrollo de vacunas.
cinco géneros diferentes:

Mastadenovirus (infectan a mamiferos),

Aviadenovirus (infectan aves),

Atadenovirus (infectan reptiles, aves, marsupiales y mamiferos),

Siadenovirus (infectan anfibios y aves)

Ichtadenovirus (infectan peces).

Sugenoma dsDNA - grandes cantidades de proteinas positivamente cargadas

Nucleo - capside icosaédrica - multiples copias de siete proteinas virales.

Etapa final de la morfogénesis: procesamiento proteolitico de varias proteinas de la capside y del nuicleo.
El virus inmaduro - todas las proteinas precursoras — no infeccioso: defecto de endurecimiento.

Mas de 200 AdV han sido aislados de una variedad de vertebrados.



INTRODUCCION
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(San Martin, 2012).




Cell surface binding

Figure 4.- Adenovirus infection pathway (Flint,
2009).
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OBJETIVOS DE LA ESTANCIA

v Adquirir conocimientos sobre los métodos experimentales basados en microscopia para el estudio de las interacciones

virus-célula.

v' Entrenamiento en el protocolo de infeccién de células en cultivo con arbovirus de la familia Bunyaviridae en laboratorios de

bioseguridad BSL-2.

v' Adquirir habilidades en el protocolo de preparacién de muestras para uso del microscopio de fluorescencia y de preparaciéon de

muestras para el uso del microscopio electrénico.

v Entrenamiento en el protocolo de infeccién de células en cultivo con adenovirus en laboratorios de bioseguridad BSL-2.

v Entrenamiento en el protocolo de Purificaciéon de adenovirus.
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ACTIVIDADES DESARROLLADAS
PRIMERA PARTE: RiscoLab

MATERIALES

Células Vero: cé€lulas epiteliales de rifion de mono verde africano (Cercopithecus aethiops).

Medio Eagle modificado por Dulbecco (Dulbecco's modified eagle's medium, DMEM,;
suplementado, 1% aminoacidos no esenciales, 4mM glutamina, antibiéticos, 50ng/ml gentamicina,
10U/ml penicilina/estreptomicina y suero fetal bovino (fetal bovine serum), FBS; al 10%.

Virus Bunyamwera wild type cepa Maguari (ATCC VR-87).

Anticuerpos y sondas. Para detecciéon de proteinas del VBUN se utilizaron distintos anticuerpos:

o El anticuerpo policlonal generado en conejo contra el VBUN (anti-VBUN)
o El anticuerpo monoclonal contrala glicoproteina Gc del VBUN (anti-Gc) generado enratén.

Para marcar el aparato de Golgi, se utilizd un anticuerpo que reconoce gigantina (proteina
estructural del aparato de Golgi).

La sonda para el marcaje de nucleos dicloratode 4’, 6-diamidino-2-fenilindol (DAPI).

Otros reactivos: Se us6 saponina al 4% como permeabilizante celular y el medio de montaje
usado para inmunofluorescencias fue ProLong.
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Infeccion de células en cultivo con arbovirusde la familia Bunyaviridae en laboratorios de biosequridad BSL-2.

1.Cultivo de células de mamifero
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2.Infeccion de células Vero con VBUN

Células Vero en placas p100 con
medio DMEM-FBS10% a 37°C

% 0 seinfectd el cultivo celular con VBUN a una multiplicidad de Infeccion
Confluencia 70% (M.O.I) de 1 pfu/célula.

1h, 37°C con agitacién c/15’

Se incub6a37°C 14 horas postinfeccion (hpi).

se afiade medio de cultivo fresco con un porcentaje de FBS al 2%

se retira el inéculo viral

(Imagenes ilustrativas)




3.Estudio de las infecciones mediante visualizacion de los cultivos.

Antes de la siembra, introdujimos los cubre

Saponina 4%, PBS, Suero
de Cabra 2%

RT 20’

FIJACION .
De cél. Inf. PFA 4 % Se retira PFA 3 LAVADOS 5’ PBS

1ml/pocillo

RT 20’

Al din st MONTA]JE DE
a siguiente....
CUBREOB]JETOS
Permeabilizacién 10’ Bloqueo 40’
SAPONINA 4% en PBS

Anticuerpos Primarios
Mo (Anti-Gc, dil 1:200 —virus)

en la placa multipocillo (control e Inf).
Asilas células quedaron adheridas a estos
cubre-objetos que, mas tarde, se pueden
extraer de la placa y usar para sumarcaje
mediante [FA

NUCLEOS se marcaron con
sonda DAPI dil 1:200

20’ RT y oscuridad

Rb (Anti-Gigantina), dil 1:200 - Golgi

3 Lavados con PBS 5’

1h RT y oscuridad

Microscopiaodptica:Inmunofluorescencia indirecta (IFI)

3 Lavados
con PBS 5’

Se montaronloscubres con
ProLong (5ul/cubre-objeto)

Se dejé secando en oscuridad a RT por 24h

Los andlisis de las muestras por microscopia 6pticase realizaron en el microscopio de
fluorescencia Leica DMI6000B con camara digital CCD Hamamatsu OrcaR2,

v' Se almacené en PBS (1ml/pocillo) y a 4°C hasta su utilizacién

45 RT y oscuridad

Anticuerpos Secundarios
Anti-mo 594 rojo, dil 1:500 -virus
Anti-Rb 488 verde, dil 1:500 -verde

Transcurridos los 45°
3 Lavados con PBS 5’




RESULTADOS
PRIMERA PARTE: RiscolLab

1. Microscopia de fluorescenciade Células Vero no infectadas (control) e infectadas con VBUN.

A,B,C: control.
A) Los nucleos se marcaron con DAPI (azul).

B) Concentraciéon de sefial Ge (verde) en zona perinuclear.
C) Control

D, E, F, G: Cél. Infectaadas con VBUN (14hs pi).

D) Los nucleos se marcaron con DAPI (azul).

E) Sefial Gc (verde), marcando la factoria viral. Se observa Complejo de Golgi fragmentado por infeccién del virus.
F) Proteinas Virales (sefial roja).

G) Célula infectada con VBUN



RESULTADOS
PRIMERA PARTE: RiscolLab







ACTIVIDADES DESARROLLADAS
SEGUNDA PARTE: CSanMartinLab

CULTIVO DE /
CELULAS

INFECCION /
CON VIRUS \/

PURIFICACION CARACTERIZACION
DE VIRUS CUALITATIVA

CARACTERIZACION
CUANTITATIVA

v

v

MICROSCOPIO
ELECTRONICO
DE TRANSMISION

DETERMINACION
DEL TITULO FiSICO
pv/ml

DETERMINACION
DEL TITULO
INFECCIOSO
(GFP) pi/ml

v

USO PARA
DIVERSOS
EXPERIMENTOS



(Imagenes ilustrativas)

1. Cultivos de Células y Pases celulares.

Células HEK293.

medio (DMEM) 10% (FBS), penicilina-estreptomicina, gentamicina, Glutamina yaminoacidos no esenciales
37°C 5% de CO2.

70% de confluencia, pase.

Lavados con PBS

growing in Hask atior
Incubato at n
37°C for 7 days dbout 1 week

Medium removed and

Colls sproading i
monolayer washod in

anor a fow hours D-PBSA (with of
without EDTA)

p——y
S —

Colls reseadod
in a trosh fask % j
Caolls resuspondod
in modium ready for
counting and Tfmﬂ""_lﬂ'ﬂﬂ-n
I’Om “‘»I‘m
S [ e
37°C for 10min

Calls rounding up
aher incubation

Fig. 12.3. Subculture of Momolayer, Stages in the subculture and growth cycle of monolayer celbs
after urypsinization (see also Plates 4, 5).
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2. Infeccion y Purificacion de AdGI5

v' 710% de confluencia - infeccién con el virus.
v FBSal 2%
v' MOI de 5 pi/cél.

48 hs postinfeccioén.

Se recogieron células infectadas de 67 placas de cultivo pl100
40 min a 4000 rpm y 4°C.

42 ml de medio de infeccién

lisadas por cuatro ciclos de congelacion-descongelacion.



3. Purificacion de Virus

1,25g/m CsCl

C g (Imagenes ilustrativas)
H

35600 rpm durante \
90 minutosa 18°C

1,40 g/m CsCl

El resultado es un gradiente en el cual en la parte superior se
encuentran los desechos celulares, se observa una banda de virus de
capsides vacias y otra banda de particulas virales integras .

@ D (Imagenes ilustrativas)

35600 rpm durante Abs 260 y 280
18hsa 18°C _

(Imagenes ilustrativas)

Segundo gradiente
CsCl 1,31 g/ml



4. Titulacion Viral

1/10..........eeeee. 171012

(Imagenes ilustrativas)
3 filas completas

ﬁ%%%%%%?l Las diluciones seriadas del virus purificado fueron preparadas y se inocularon
X A en cultivos de células

b ontrol Se usaron diluciones seriadas 1/101a 1/1012

volumen de inéculo Se incubaron 36 horas

N . . L=
diluciones seriadas - :‘?:%%“D%%T/

fue de 100 pul. |

Las células con GFP se contaron después de 36 hpi
La titulacién se realizé por diluciones seriadas
placas de plastico de 96 pocillos fondo U

(Imagenes ilustrativas)
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El titulo infeccioso final se determiné calculando el promedio de los
titulos de las tres ultimas diluciones que muestran la sefial GFP,
utilizando la siguiente férmula:

N° Calvas. FD = Cells GFP. FD
Inéculo Volumen 0,1ml




Cuantificaciones:

(1) células infectadas con sefial GFP y eso nos permite determinar el titulo viral que
denominamos particulas infecciosas por ml (pi/ml), que son aquellas que son
competentes, capaces de provocar infeccion en células

(2) el titulo fisico que se determina en el fluorimetro, y que es superior, porgue son
todas las particulas fisicas totales (particulas virales por ml pv/ml).



5.Tincién con Acetato de Uranilo para Microscopia electronica

Se filtr6 Acetato de Uranilo

Se prepararé caja de Petri con
Parafilmy papel de filtro

Esta radiacién idnica carga la
superficie del carbon aumentando
su cardacter hidréfilo y haciéndolo
asi capaz de adsorber la proteina.
El carbon permanece cargado
aproximadamente 30 minutos.

Se realizé el Glow Discharge
(descarga idnica) de las
rejillas

las rejillas se dejaron
secando en un papel de
filtro en una placa de Petri

Las rejillas estaban listas
para ser examinadas en el
microscopio electrénico
de transmision.

. Se incubé una gota de 5 pl de la

muestra sobre rejillas durante 5

min para permitir la adsorcién de
la muestra

La rejilla se incubé sobre gotas de 10 ul de acetato
de uranilo durante 30 segundos



4. Microscopiaelectronica. Adenovirus purificados por gradiente de CsCl.

AdSGL Full AC x 20,000

En esta magnitud de TEM lo que se observa es simplemente el campo en términos generales, si hay mucha concentracién o no.

Se observa mas concentracién de particulas en baja densidad, (porque en la rejilla no estan todos los virus distribuidos igual en todas las zonas). Es variable




AdSGL Full AC x 60,000

A esta magnitud se observa la integridad de las particulas.
Estan cerradas la mayoria (lo esperado, capsidesno estanrotas), se vende color claro.

Las capsides negras, indican que la capside se ha tocado porque la tincién de acetato de uranilo ha entrado en el interior y se ve negro.




AdsGL Full AC x 120,000

En esta amplificacién se observa el fondo de 1a muestra, es decir si hay pentones o fibraslibres (que se habrian perdido de las capsidas a lo largo de la purificacién)




AdsSGL Full AC x 120,000

En este fondo se observan pentonesy fribras claramente







Estos resultados sirven para posteriores ensayos, para el estudio del montaje de AdV, tales como:

como el genoma viral se envasa en la cdpside;
como se produce la maduracion;

cudles son los elementos clave que modulan la estabilidad del virion y las propiedades mec4dnicas;
cudl es la organizacién de los componentes del virion,

explorar la estructura y el montaje de AdV pertenecientes a especies y géneros poco caracterizados




CONCLUSIONES

Durante la estancia he logrado a nivel técnico experimental:

v' Comprender la importancia del estudio de la factoria del VBUN en células de mamiferos. VBUN tiene la capacidad
de desestructurar el aparato de Golgi, lo que indica que el virus necesita de este organulo para generar sus

factorias.

v' Entender que conocer qué factores virales interaccionan con los organelos celulares, nos indican posibles dianas
para el desarrollo de farmacos antivirales.

v" El desarrollo, (bajo supervisién), de una purificacién de virus humano (Purificacién n° 30 de Ad5GL).

v’ Participé activamente en la caracterizacion tanto cuantitativa (cuantificaciéon de particulas infecciosas por sefial de
GFP en células, y cualitativa (preparacion de rejillas con tincidén negativa con Acetato de Uranilo, para observacién al

microscopio electrénico de transmisién).

A nivel personal:

Intercambio de experiencias cientificas y de aprendizaje.
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