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Resumen

Estudios previos demuestran que el virus IPN es capaz de establecer una infeccidon
persistente tanto in vivo como in vitro en cultivos de la linea celular EPC. Estos cultivos, que
llamamos EPC™™ muestran resistencia a la superinfeccién con virus heterélogos como el virus de la
septicemia hemorragica virica, asi como la secrecién de factores antivirales. En este trabajo se analiza
en detalle la induccién de la respuesta antiviral mediante el uso de dos sistemas co-cultivo dénde las
células efectoras (EPC'™V) y las células diana (EPC) se cultivan separadamente, y luego se ponen en
contacto para estudiar su interaccion y examinar la respuesta a la superinfeccion por VHSV.
Mediante el primer sistema basado en rejillas de plastico, hemos observado que células EPC que han
sido expuestas a estos efectores presentan una proteccién contra VHSV. Hemos desarrollado un
segundo sistema de co-cultivo denominado Transwell® dénde las células efectoras estan separadas
de las células diana por una membrana porosa. Utilizando el co-cultivo en Transwell® hemos llegado
a resultados similares al anterior. Ademas, medidas de RT-PCR cuantitativa de la expresidon de
interferén (ifn) y del gen mx en las células efectoras y dianas sugieren una correlacidn entre el

incremento de la respuesta celular inmune innata y la induccidn de un estado antiviral.

Abstract

Previous studies showed the IPN virus is able to establish a persistent infection both in vivo
and in vitro in EPC cultures. IPNV-persistently-infected fathead minnow EPC cultures (EPC™WY)
showed resistance to superinfection with viral hemorrhagic septicemia virus (VHSV). In this study we
analyze in detail the induction of the antiviral state with the use of two co-culture systems where the
effector (IPNV-infected) cells and the target (naive) cells were cultured separately and later put in
contact by sharing the growth medium. The first system is based on plastic cell culture in rectangular
chambers which we have noticed that EPC cells that have been exposed either to EPC"V cells or to
polil:C-treated EPC cells became protected against VHSV challenge. The second system is based on
Transwell® co-culture plates, where the effector (EPC'™V) cells are separated from naive cells by a
porous membrane. This system led to similar results. Moreover real-time RT-PCR measurements of
interferon (ifn) and mx gene expression in effector and target cells suggest a correlation between an

increased cell innate immune response and the induction on the antiviral state.
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1. Introduccién

El pescado sigue siendo uno de los productos alimenticios basicos mas comercializados en
todo el mundo. La produccidn piscicola mundial ha crecido enormemente en las ultimas cinco
décadas equipardndose a la pesca de captura. Prueba de ello es que la contribucidn de la acuicultura
a la produccidon mundial total de pescado en 2013 llegd a ser del 42,2%, frente al 25,7% en 2000.
Segln la FAO, la produccién acuicola mundial de peces comestibles fue en 2013 de 70,5 millones de

toneladas aumentando un 5,8% la produccion en 2012.

A pesar de estos datos y de que la industria de la acuicultura siga creciendo afio tras afio,
esta ha de enfrentarse a un problema de indole como son las enfermedades de origen virico y
bacteriano. Un ejemplo se puede encontrar en Chile, donde un brote del virus de la anemia
infecciosa del salmdn (ISAV) en jaulas de salmdn del Atlantico afectd a la produccion en 2009 y 2010.
Otro ejemplo se puede encontrar en Latino América en la década de los noventa en el que el virus
del sindrome de Taura (TSV) asi como el IHHNV (Virus de la necrosis hipodérmica y hematopoyética
infecciosa) causaron catastroficas y pérdidas multimillonarias en el cultivo de camarén. Como ultimo
ejemplo cabe destacar la enfermedad infecciosa llamada necrosis nerviosa viral que es causada por
un virus de la familia Nodaviridae. Esta es la enfermedad mas grave que afecta a la lubina cultivada

en jaulas en Espaiia.

Con los ejemplos anteriores se deduce por tanto que las enfermedades viricas son una
importante amenaza para la acuicultura y de ahi nace el esfuerzo de profundizar en el conocimiento
de las bases moleculares del proceso infectivo del virus en peces, en el sistema inmunitario de los
peces asi como en el desarrollo de vacunas mas eficaces. Este trabajo de investigacion basica podria
suponer la creacidon de nuevos métodos antivirales con los que combatir las enfermedades causadas

por virus reduciendo asi las pérdidas ocasionadas.

Generalmente tras la infeccién viral la enfermedad se propaga con rapidez entre los
individuos causando una mortalidad en la poblacién. Sin embargo algunos consiguen sobrevivir a la
infeccidon convirtiéndose en portadores del virus. Estos individuos pueden producir virus, y son
capaces de sobrevivir un largo periodo de tiempo asi como infectar a otros peces (Bootland, L. M. et
al., 1991; Goodwin, A. E. et al.,, 2012). Los peces persistentemente infectados por el virus suelen
presentar resistencia a una reinfeccion con él, y mas raramente con otros virus distintos. Este
sistema puede ser replicado en células en cultivo en el laboratorio mediante el establecimiento de
una infeccidn persistente (Ballesteros, N et al., 2015; Rodriguez Saint-Jean, S. et al., 2010). Este

fendmeno explicado se conoce como persistencia viral y es consecuencia de un equilibrio que se
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establece entre la célula hospedadora y el virus y a pesar de que el virus se siga multiplicando, no
produce dafio citopdtico debido a que no perturba ni interfiere con la sintesis de acidos nucleicos ni
proteinas. Ademds cabe destacar que estudios in vitro demuestran que las células persistentemente
infectadas son capaces de producir factores antivirales, que liberados al medio que podrian provocar

resistencia de otras células hacia una infeccion (Jurado et al., 2013).

De los virus conocidos que causan gran cantidad de pérdidas en la industria de la acuicultura
destacan IPNV y VHSV. El primero de ellos es el virus de la necrosis pancreatica infectiva (IPNV por
sus siglas en inglés) y se trata del organismo modelo del género de los aquabirvarus. Es causante de
una grave enfermedad que afecta a salmones por todo el mundo. Miembros de la familia
Birnaviridae poseen un genoma bisegmentado, ARN doble cadena. IPNV es capaz de replicarse en un
amplio rango de especies de peces ademds de salmdnidos (Martin Armas, M., et al., 2007). En cultivo
celular es capaz de producir una infecciéon litica con un claro efecto citopdtico en muchas lineas
celulares de trucha, salmén y perca sol (Julin, K. et al., 2014). Entre las lineas celulares en las que es
capaz de producir una infeccién persistente estan las EPC (cipriniformes). El cultivo de EPCPNY
muestra resistencia de las células a otro virus, VHSV (Garcia et al., 2011). El VHSV es causante de la
septicemia hemorragica viral, una enfermedad sistematica grave de los peces que afecta a por lo
menos 50 especies de agua marina y de agua dulce. Miembro del género Novirhabdovirus de la
familia Rhabdoviridae, posee un genoma de una sola cadena de ARN monocatenaria que contiene
seis genes, N es la proteina de la nucleocapside, P es una fosfoproteina asociada a la polimerasa, M
es la proteina de la matriz, G es la glicoproteina de superficie, NV es una proteina no estructural y L

es una polimerasa.

A pesar de que la mayoria de infecciones viricas causan la muerte, algunos peces consiguen
resistir a la infeccidn. Este hecho tiene que ver principalmente con la respuesta inmune del pez tanto
innata como adquirida. Este trabajo esta centrado en la respuesta inmune innata, que es la primera
linea de defensa contra las infecciones. Las células responsables de ella poseen receptores PRR (del
inglés pattern recognition receptors) que reconocen patrones moleculares asociados a patdgenos
PAMP (del inglés patogen associate molecular patterns) y provoca una respuesta celular con el
objetivo de detener la infeccidn. En peces existe una red de citoquinas que influyen en la respuesta
inmune innata. Estas son proteinas que son secretadas en respuesta al agente externo (en este caso
un componente del virus) para protegerse. Pueden también ser secretadas al medio para provocar el

mismo efecto en células vecinas.

Dentro de la respuesta inmune innata a infecciones viricas, un mecanismo clave es el sistema

del interferdn tipo I. Esta citoquina es secretada por las células infectadas en respuesta a antigenos



(productos intermediarios de la replicacién viral, ARNbc, otros acidos nucleicos virales como ARNmc,
y también por el poli I:C) que son reconocidos por los receptores tipo toll (TLR) o receptores tipo RIG-
1 (RLP) y desencadena a través de la via JAK-STAT la transcripcién de muchos genes, algunos de los
cuales codifican proteinas antivirales como es el caso de mx. Los efectos antivirales de esta proteina
estan demostrados (Fernandez-Trujillo, M. A. et al., 2013; Chen, Y.-M. et al., 2008) aunque no se
conoce con exactitud su sistema de accidén. Algunos autores apuntan a que Mx interfiere en la
replicaciéon virica ya que se une directamente a las particulas viricas, lo que las marca para ser
eliminadas por algun otro sistema (Otto Haller. et al., 2007; Chen, Y.-M. el al., 2008). La cascada de

activacion de ifn y de la produccién de Mx esta representada en la figura (1).
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Figura 1. Esquema que muestra la cascada de activacion de IFN y Mx.

Entre todas las especies de interés en las que se puede estudiar estos fenédmenos de
respuesta antiviral y de interferencia viral destaca la linea celular EPC (epithelioma papulosum
cyprini) procedente de la especie de carpa Fathead minnow (Figura 2) (Purcell, M. K. et al., 2012).
Perteneciente al género de los Pimephales de la familia de los ciprinidos se ha convertido en una
especie modelo para estudiar las infecciones virales en peces. Esta linea celular EPC es susceptible a
la infeccion con varios virus de peces de importancia en acuicultura. Ademds como se describe en

antecedentes posteriormente, es capaz de sobrevivir a una infeccidn persistente con IPNV.



Pimephales promelas

Dorada

Lepomis macrochirus

Perca sol

Figura 2. Especies de peces de las que proceden las lineas celulares utilizadas en el trabajo



2. Antecedentes y objetivos

En las investigaciones previas en las que se basa este trabajo (Garcia |. et al. 2011; Jurado MT.
et al. 2013) se logré crear una linea de EPC infectada persistentemente con IPNV que mostraba
resistencia a un virus diferente (VHSV), y que secretaba factores antivirales al medio de cultivo. En el
primero de los articulos (Garcia I. et al. 2011) se establecié un estado de persistencia con IPNV en
células EPC (nombradas EPC'™Y). La eleccién de estas células se produjo por dos razones. La primera
de ellas debido a que esta linea es muy poco susceptible a ser infectada con IPNV con lo que el virus
IPN puede establecer una infeccion sin provocar lisis y muerte celular, produciendo asi un estado de
persistencia viral. La segunda razén fue la susceptibilidad de EPC frente a rhabdovirus de peces que
nos permite investigar la interferencia de IPNV (Birnavirus) a la infeccion con virus no relacionados.

C'"™ mostraban una resistencia mayor a la

La clave de esta investigacion fue descubrir que las EP
superinfeccién con virus heterdlogos. Se encontraron niveles significativamente mas altos de Mx en
ECP'™ que en las EPC originales, lo que era un indicador de la produccién de interferén (de tipo 1),
responsable de restringir la propagacién de virus y de mantener un porcentaje bajo de células
infectadas persistentemente con IPNV. Evidencias experimentales soportan que el gen IFN tipo |

induce un estado antiviral en las células, lo que resulta en una inhibicién de la replicacion de

aquabirnavirus (Garcia-Rosado et al., 2008; Larsen, R. et al., 2004).

La investigacion anterior dejaba un tema de estudio abierto acerca de la interferencia que
causa IPNV cuando persiste en las células a la infeccién con otro virus, por lo que se llevd a cabo, a
continuacién, otro estudio en el cudl el objetivo era determinar la actividad antiviral del cultivo de
EPC"\V frente a la infeccién con un rhabdovirus como es el VHSV (Jurado MT. et al. 2013). Por un lado
se llegd a la conclusidon de que las EPC al ser persistentemente infectadas con IPNV adquirian
resistencia frente a VHSV. Por otro lado, el efecto antiviral del medio condicionado del cultivo de
EPC"NV (EPC™Y-MC) fue medido y analizado. Los resultados mostraron que las células EPC que fueron
tratadas con el medio condicionado presentaban resistencia a la infeccién con VHSV lo que indicaba

C™ VY contenia factores antivirales solubles

gue podria ser debida a que el medio condicionado de EP
de peso molecular menor a 50kDa y con resistencia a pH acido y tratamiento térmico que inducian a
los genes de citoquinas provocando la resistencia de otras células de la misma linea celular. Ademas,

este medio condicionado de EPC™ era capaz de inducir la sobreexpresién de mx.

Los resultados previos indicaban que la linea de EPC infectada persistentemente con IPNV
era capaz de resistir a la infeccidn con VHSV y ademas liberar factores solubles al medio que inducian

un estado antiviral en otras células de la misma linea celular. El planteamiento inicial para este



trabajo fue establecer métodos de co-cultivo celular basados en el uso de dos sistemas: el sistema de

rejilla de cdmaras rectangulares y un sistema de insertos sobre pocillos conocido como Transwell®.

Ambos nos permitirian estudiar la interaccién entre dos poblaciones celulares. Con todo ello, los

objetivos propuestos para el presenta trabajo son los siguientes:

1.

Establecer y evaluar la eficacia de un sistema de co-cultivo mediante el sistema de
rejillas que permita estudiar la interaccion entre la poblacion celular
persistentemente infectada con un virus y las células control no infectadas.
Establecer y evaluar la eficacia en este caso de un sistema de co-cultivo Transwell®
para las lineas celulares de pez que usaremos en el estudios.

Ser capaces de cuantificar los niveles de expresidon de genes de respuesta inmune
innata (mx e ifn), tanto en células diana como en células efectoras.

Comparar la utilidad de rejillas y Transwell® con un método de co-cultivo en gotas
previamente puesto a punto en el laboratorio.

Determinar si la proteccion sélo se induce en células en co-cultivo entre la misma
linea celular o si de lo contrario también es posible ver el efecto en lineas celulares

distintas, es decir, de diferente especie.
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3. Materiales y Métodos

3.1. Cultivos celulares

3.1.1. Maedios de cultivo

El medio de cultivo utilizado para el crecimiento y mantenimiento de las células fue RPMI-
1640 Dutch con 20mM HEPES (290 mOsm/Kg) (Gibco BRL-Invitrogen, Barcelona, Espafia),
suplementado con un 2% o 10% de suero fetal bovino (SFB, Linus-Cultek, Madrid), 1mM de piruvato
sddico (Gibco BRL), 2mM de glutamina (Gibco BRL) y antibidticos (50 pug/ml de gentamicina y 1,2
pug/ml de anfotericina B) (Gibco BRL) (Estepa, A. et al.,, 1992). En este trabajo dependiendo del
porcentaje de suero fetal bovino en disoluciéon se nombra al medio de cultivo como RPMI 10% para el
crecimiento celular y 2% para el mantenimiento celular e infecciones. Para el cultivo y el crecimiento

de las células BF2 se utiliza el medio de cultivo MEM.

3.1.2. Lineas celulares

La linea celular EPC (Epitelioma Populosum Cyprini) comprada de la coleccién europea de
cultivos celulares (identificacion ECACC n° 93120820) actualmente se cree que fue originada de
Pimephales promelas de la familia de los ciprinidos, Cyprinidae (Winton, J. R. et al., 2010). La linea
celular EPC fue mantenida a 25 °C en frascos de cultivo de 25 cm? de superficie (~ 7,5 millones de
células EPC) en una atmodsfera con 5% de CO; y en medio RPMI-1640 Dutch. Para subcultivarlas, se
utilizé una solucién de 0,05% de tripsina-EDTA (Sigma-Aldrich) con el fin de despegarlas de los frascos
y se realizaron las diluciones correspondientes con medio de cultivo al volumen necesario para

sembrar las nuevas placas.

La linea célular SAF-1 proveniente de fibroblastos de dorada Sparus aurata (S.| Perez-Prieto
et al., 1999) fue mantenida en frascos de cultivo de 25 cm? de superficie (~ 2,5 millones de células

SAF) a 21 °C en el mismo medio empleado para las células EPC.

La linea celular BF2 proveniente de fibroblastos de perca sol Lepomis macrochirus (Lorenzen
et al.,, 1999) fue mantenida en frascos de cultivo de 25 cm? de superficie (~ 2,5 millones de células

SAF) a 23 °C en medio MEM.
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3.2.Virus

El virus de la septicemia hemorragica virica (VHSV) empleado en este trabajo fue el VHSV-
07.71 aislado en Francia de trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss). Las infecciones se llevan a cabo a

142C en RPMI 2%.

La cepa de IPNV utilizada para la infeccidn persistente en EPC fue la aislada de trucha IPNV-
Sp. Las lineas celulares persistentemente infectadas con IPNV fueron mantenidas a 202C y en medio

RPMI 10%.

3.3.Sistemas de co-cultivo

3.3.1. Rejillas

El sistema de co-cultivo basado en rejillas consiste en una placa Petri de 60mm con area de
cultivo de 21cm? donde se coloca una rejilla compuesta por tres compartimentos rectangulares de

20mm x 10mm adheridos en la placa de Petri.

3.3.2. Transwell®

6.5 mm
_|= % [
@ e ele o or Células
efectoras
- Fieee
Células
diana 0 00 06 00 0 0 d

Figura 3. Esquema del sistema de co-cultivo Transwell®

El sistema de co-cultivo basado en Transwell®consiste en una placa de cultivo de 24 pocillos

en cuyo fondo presenta cestillos con una membrana permeable cuyo tamafio de poro es de 3um y un
area de cultivo de 0,47cm? (Thermo SCIENTIFIC), y que pueden colocarse sobre un pocillo que

comparte medio con éste (ver esquema de la figura 3)
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3.4.Tincion de la monocapa celular

3.4.1. Tincidn con cristal violeta y medida de densidad 6ptica

Con el objetivo de evaluar la destruccion de la monocapa causada por la infeccién viral en los
sistemas de co-cultivo, se procede a la coloracidn con cristal violeta. En este caso se produce la
fijacién y la tincidon de la monocapa celular con 1% de cristal violeta en formaldehido durante 1 h a
temperatura ambiente y posterior lavado con agua destilada. A continuacién se procede a la captura

de imagen con el Gelprinter Basic plus Il super.

Ademas una vez tefida la placa se puede proceder a realizar medidas de densidad dptica a
620nm para estimar la supervivencia celular. Para este procedimiento se disuelven las células tefidas

con cristal violeta en 300ul de HCl y se mide en el lector de placas anthos labtec instruments.

3.4.2. Tincion de Giemsa

Como en el método anterior para determinar la infectividad de VHSV en las células también
se produjo la tincidén con Giemsa. En este método las células en primer lugar son fijadas durante 15
minutos con metanol 100% y posteriormente tefiidas con Giemsa (5 mg/ml x 20 min). A continuacién
se observan las células con un microscopio de campo claro (Nikon Eclipse TE2000-u; Nikon

instruments, inc., NY, USA) y se toman fotografias con una cdmara digital (Nikon DS-1QM).

3.5.PCR cuantitativa

3.5.1. Extraccion RNA

Para su realizacidn se cultivaron células en placas de 24 pocillos y se extrajo el ARN total
utilizando el kit “Total RNA Isolation System”’ (Promega) siguiendo el protocolo recomendado por el
fabricante. Posteriormente la concentracién total de ARN extraido se determiné midiendo la

Absorbancia a 260nm en un espectofotometro NanoDrop 1000 (Thermo SCIENTIFIC).

3.5.2. Retrostranscripcion del ARN (RT)

A continuacidn se utilizaron 300 ng de ARN para la obtencion de ADNc. En este proceso el
ARN se incubé con 0,5 pL de randon hexamers (50uM) (Roche) y 1 ul de una mezcla de
desoxinucledtidos trifosforilados (ANTPs) por cada 13ul de volumen total durante 5 min a 65 °C. Tras
esta incubacidon se ponen las muestras 1 minuto al hielo y posteriormente se afiadieron 4ul de
tampon de reaccion first strand buffer (250 mM TrisHCI pH 8.3, 375 mM KCl, 15 mM MgCly), 2 ul DTT

0.1 m, 0,5 ul de inhibidor de RNasa y 0,5 ul de transcriptasa inversa (RT) del virus de la leucemia
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murina (MMLV RT, Gibco). Se dejé transcurrir la reaccién (15 °C x 10 min; 37°C x 50 min; 70°C x 15

min). El ADNc resultante se guardd a -20 °C hasta su uso.

3.5.3. PCREN TIEMPO REAL

Posteriormente tuvo lugar la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (qPCR) en la cual se

utilizaron los siguientes cebadores especificos:

Nombre del cebador Secuencias
Cddigo en GenBank
EPC Mx FOR 5’ — GGAGAAGAGGTTAAATGTGGATCAG — 3’
AY751300.1 REV 5’ — TGACCGAATCAAGAAGTCATTCC — 3’
EPCIFN FOR 5’ — ACAGGCAGTCGTCGGAACTTA -3’
FN178457.1 REV 5’ — TGAAGTGCCTTTTTATCTTAATCTCGT - 3’

Las reacciones se llevaron a cabo para cada muestra por triplicado en un volumen final de 20 pl,
incluyendo los cebadores requeridos a una concentracion de 750 nM cada uno, 2 pl de cDNA
procedente de la RT realizada con anterioridad y 10 uL de SYBR® Universal PCR Master mix (Applied
Biosystems), que contiene SYBR® Green | Dye, polimerasa de ADN AmpliTaq Gold®, dNTPs con dUTP y
componentes del buffer (concentraciones no especificadas por la compafiia). Cabe destacar que
como control se utiliza el gen endégeno de referencia 18S rRNA cuya reaccién se produce con 1,8 pul
de mezcla de reaccion Human 18S Rrna (20x) mix (Life Technologies), 10 uL de TagMan® Master mix
(Applied Biosystems) y 2 pl de cDNA diluido 1:100. A continuacidn la amplificacion se lleva a cabo en
el GenAmp PCR system 2700 cycler en las siguientes condiciones de amplificacion: 2 min a 50 2C, 10

min 95 2C, 40 ciclos (15 seg a 95 2C + 1 min a 60 2C).

El nivel relativo de expresion de los genes analizados se calculd usando el método 222, Para este
analisis el gen 18S rRNA se utiliza como gen corrector endégeno. Los principales valores de la
expresion relativa de los genes mx e ifn y su desviacién estandar se calcularon usando el software

Microsoft Excel.
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4. Resultados

4.1.Sistemas de co-cultivo celular para estudiar la interaccion entre poblaciones

celulares

En estudios anteriores realizados en nuestro laboratorio se habia observado que las células
EPC provenientes de Pimephales promelas (orden cipriniformes) persistentemente infectadas con
IPNV (EPC™V) adquieren resistencia frente a la infeccién con VHSV, lo que podria estar mediado por
ciertos factores responsables de la respuesta inmune innata (Jurado, M. T. et al., 2013). El objetivo de
este trabajo era comprobar si las células EPC™VV (células efectoras) eran capaces de inducir un estado
antiviral en las células no infectadas EPC (células diana), presumiblemente mediante la produccion y
secrecion de factores al medio. Para realizarlo se pusieron a punto dos sistema de co-cultivo. El
primero de ellos basado en el uso rejillas con cdmaras rectangulares y el segundo en el sistema de co-

cultivo Transwell®.

4.2.Sistema de co-cultivo en rejillas con cdmaras rectangulares
4.2.1. Sistema de rejilla

10 9 8 7 6 5 4

60mm

Figura 4. Fotografia del sistema de rejilla sobre placa de 60 mm

El primer sistema utilizado fue el basado en rejillas con cdmaras rectangulares. En la imagen
adjunta (figura 4) podemos observar en que se basa este sistema de rejilla con tres cdmaras
rectangulares utilizado. Este método de cultivo consiste en crecer en el primer compartimento las
células diana mientras que separadamente en el tercer compartimento se crecen las células
efectoras que van a liberar los factores antivirales al medio. Tras un dia de crecimiento

separadamente se procede a retirar la rejilla y se ponen en contacto compartiendo el mismo medio
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de cultivo (RPMI 2%). Esto permite que los factores secretados por las células efectoras lleguen a las
células diana y comprobar su efecto. Durante estas etapas las células EPC y EPC"NV del experimento
se mantienen a 20 - 21 2C. Esta temperatura que no es Optima ni para el virus IPNV ni para las
células, permitiendo asi que el virus permanezca en el cultivo sin causar dafios. Tras estar en
contacto durante un dia se produce la infeccion con el virus VHSV a una multiplicidad de infeccién de
0,01 virus por célula durante 7-8 dias. Este método ademds permite que se puedan crecer dos lineas
celulares diferentes en la misma placa compartiendo medio de cultivo sin llegar a contactar entre

ellas.

4.2.2. Puesta a punto del sistema co-cultivo celular en rejilla

El primer ensayo que se llevd a cabo para comprobar la eficacia del sistema de co-cultivo en
rejilla se realizé en células homdlogas (EPC —EPC™V). Las células EPC (células diana) fueron co-
cultivadas con distintas células efectoras: EPC, EPC™™V y EPC tratadas con poli I:C 20 pg/ml. Poli I:C
(inosina: citidina) es un ARN de doble cadena sintético y es conocido como un potente inductor de la
respuesta inmune innata (Garcia-Rosado. et al., 2008). Los resultados se muestran en la figura 5. Las
células EPC co-cultivadas tanto con EPC™ como con EPC tratadas con poli |:C mostraron resistencia
parcial a VHSV. Por el contrario, en las células EPC co-cultivadas con células EPC se observa deterioro
y muerte celular. Esto permite afirmar que la resistencia a VSHV que presentan las células EPC es

proporcionada de alguna manera por factores solubles que secretan al medio tanto las EPC"NY

como
las EPC tratadas con poli I:C, lo que se traduce en un menor efecto citopatico en las células diana y

mejores resultados por tanto.

Ademads, para observar con mas detalle el efecto citopatico causado en las células se
tomaron fotografias con el microscopio de campo claro (figura 6). En las EPC control se observa
claramente el tipico efecto de la infeccidn con VHSV, y como las EPC™Y son resistentes. También se
observa que las células EPC co-cultivadas con EPC™ presentan mayor resistencia que aquellas que

no han sido co-cultivadas corroborando por tanto los resultados obtenidos.
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EPC

Figura 5. Co-cultivo en rejilla. Resistencia a la infeccion con VHSV de células EPC con diferentes
efectores (EPC, EPC + poli I:C y EPC"VV), (A) Células EPC (como diana y efectoras) sin infectar. (B)
Células EPC infectadas. (C) Células EPC y EPC"NV cultivadas separadamente. (D) Células EPC (diana) y
EPC tratadas con poli I:C 20ug/ml (efectoras). (E) Células EPC como diana y EPC™NV como efectoras y
posteriormente infectadas. Todas las células excepto las de la imagen C se pusieron en contacto
durante 24h y posteriormente todas menos la de la imagen A fueron infectadas con VHSV a una
m.o.i (multiplicidad de infeccién) de 0,01 durante 8 dias a 14°C. Luego la monocapa de células fue
tefiida con cristal violeta.
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Figura 6. Imagenes de microscopia de campo claro (objetivo 10x) de células infectadas con VHSV y
tefiidas con cristal violeta. (A) Microfotografia de células EPC crecida separadamente. (B) Células
EPC"NV crecidas separadamente. (C) Células EPC diana co-cultivadas junto a EPCV efectoras. (D)
Células EPC™VV efectoras co-cultivadas junto a EPC diana. Todas ellas fueron infectadas con VHSV a
una m.o.i de 0,01 durante 8 dias.
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4.2.3. Co-cultivo en rejillas de células EPC con EPC'"™Vy EPC + Poli I:C

Con el objetivo de corroborar los resultados anteriores se llevé a cabo un segundo
experimento para comprobar que los resultados con este sistema de rejilla eran reproducibles. En
este caso se co-cultivaron al igual que en el caso anterior las EPC (células diana) con EPC™VV (células
efectoras). Como control positivo de la respuesta inmune innata se utilizaron EPC + poli I:C 20 pg/ml
como células efectoras. Como control se cultivaron las células EPC y las EPC™" en una misma placa,
pero separadas por la rejilla durante todo el experimento (también durante la infeccién). Los
resultados se muestran en la figura 7. De nuevo se comprobd que las EPC co-cultivadas con estas

células efectoras eran resistentes a VHSV.

VHSV

W
N

EPC EPC+poli I:C \EPC EPF'PNF -
— ’/

o
-

IPNV
Figura 7. Resistencia de células EPC con diferentes efectores (EPC  y EPC + poli I:C) a la infeccion
con VHSV. (A) Células EPC en co-cultivo con células EPC tratadas con poli I:C. (B) Células EPC en

IPNV
co-cultivo con células EPC . Las células se pusieron en contacto durante 24h y todas
posteriormente fueron infectadas con VHSV a una m.o.i de 0,01 durante 7 dias a 14°C. Luego la

IPNV
monocapa de células fue tefida con cristal violeta. (C) Controles de células EPCy EPC  cultivadas e
infectadas separadamente.
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4.3.Sistema de co-cultivo en cestillos (Transwell®)

4.3.1. Sistema Transwell

VHSV
(6-8 d)

Células diana Células diana
-Tincién
-Extraccion RNA

Células diana

Figura 8. Esquema del protocolo del cultivo en Transwell®

El segundo sistema utilizado fue el basado en Transwell®. Este sistema representado en la
imagen (figura 8) consta de una placa con cestillos colocados sobre los pocillos. En los pocillos se
cultivan las células diana al 70% mientras que en los cestillos se cultivan las células efectoras que
secretan los factores antivirales que pasan a través del fondo del cestillo llegando a las células diana
del pocillo al 90%. Se siembran y se dejan crecer las células a 20 2C — 21 9C y tras 24 horas se ponen
en contacto simplemente colocando el cestillo con las células efectoras en el pocillo con las células
diana en medio RPMI 2%. Pasados dos dias en contacto se separa el cestillo del pocillo y se produce
la infeccidn de las células del pocillo con el virus VHSV a una multiplicidad de infeccién de 0,01 virus

por célula durante 6-8 dias.

4.3.2. Experimento preliminar de co-cultivo Transwell®

El primer paso fue poner a punto el sistema de Transwell® para células (homdlogas) (EPC y
EPC™V). El objetivo era determinar si efectivamente las células EPC™V (células efectoras) eran
capaces de secretar factores antivirales que atravesaran la membrana porosa del cestillo y llegaran a
las células EPC (células diana) provocando su resistencia a VHSV. Para ello se cultivaron células EPC
(infectadas y no infectadas), células EPC"VV (infectadas y no infectadas) y células EPC en co-cultivo
con EPC™VV (infectadas). Los resultados se muestran en la figura 9. Se observé que, como era de
esperar, las EPC fueron susceptibles a la infeccidn por VHSV (figura 9B), mientras que las EPC'™V eran

resistentes (figura 9D). En el caso de las EPC expuestas a las EPC"NY

, se indujo un estado de
resistencia a VHSV (figura 9E). Esto permite afirmar de nuevo que la resistencia a VHSV es
proporcionada por los factores que las células efectoras (EPC"\V) secretan y atraviesan la membrana

llegando a las células diana (EPC).
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EPC + VHSV

D E

T UL N EPC[EpclPNV ]
EPCP\V + VHSV + VHSV

Figura 9. Fotografias tomadas con el microscopio de campo claro (objetivo 10x) tefiidas con cristal
violeta. (A) Microfotografia de células EPC. (B) Células EPC""V infectadas con VHSV. (C) Células
EPC"NV, (D) Células EPC'™V infectadas con VHSV. (E) Células EPC en el pocillo co-cultivadas con
EPCPVWV en el cestillo durante 24 horas e infectadas con VHSV durante 8 dias.

4.3.3. Co-cultivo de células EPC con diferentes efectores mediante el sistema

Transwell®

Una vez comprobado que efectivamente las células EPC co-cultivadas con EPC"NY también en
el sistema Transwell® son capaces de sobrevivir a la infeccién de VHSV se realizé otro experimento
en el que ademas del control negativo de EPC como efectoras, se ensayaron EPC tratadas con

poli I:C. También se utilizé medio condicionado (medio procedente del frasco de 25 cm? de células de
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EPC"NV diluido 1:4). Los resultados indican que tanto las células EPC co-cultivadas con EPC™ y con
EPC tratadas con poli I:C, sufrian un menor efecto citopatico (figura 10). También resistian la
infeccion con VHSV las directamente tratadas con medio condicionado. Esto parece indicar que los
factores secretados al medio son capaces de atravesar la membrana y provocar la resistencia a VHSH

en las células diana.

[Epc] [EPCIPNV] [EPCPOLY I:C]
EPC EPC EPC EPC+MC

- & @ @ @
- B OO

EPCPNV EPC+MC

Fig 10. Sistema Transwell®. Resistencia de células EPC en co-cultivo con diferentes efectores (EPC,
EPCPVWV, EPC tratadas con poli I:C y medio condicionado) a la infeccién con VHSV. Las células en co-
cultivo se pusieron en contacto durante 48h excepto las EPC[EPC + poli I:C] que estuvieron 24h.
Posteriormente fueron infectadas con VHSV a una m.o.i de 0,01 durante 8 dias a 14°C. Finalmente
la monocapa de células fue tefida con cristal violeta. Nota: en este experimento se despegaron las
células en la pared de la parte inferior de los pocillos.

4.3.4. Induccion de genes de respuesta inmune innata en células EPC expuestas a

EPcIPNV

Los experimentos anteriores indicaban que las células EPC™V (células efectoras) eran
capaces de secretar factores al medio de cultivo que concedian resistencia frente a VHSV a una linea
celular no infectada EPC (célula diana). A continuacidn se analizé la expresion (mediante RT-gPCR) de
mx e ifn ya que son de los genes claves en la respuesta inmune innata en vertebrados. En un primer
experimento esta cuantificacidn se realizdé en EPC tratadas con poli I:C y con ~100 particulas viricas
de IPNV, y en EPC"V | Como control de expresidn basal se midié también los niveles de estos genes

en células EPC sin tratar (que ademas servia de referencia para la cuantificacion relativa).

Los resultados (figura 11) indican que el poli I:C induce la expresién de los genes mx e ifn en

EPC. Estos genes también se encuentran inducidos, aunque en menor medida, en las EPC infectadas
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persistentemente con IPNV. Por el contrario no hay expresién de estos genes en EPC que han sido
tratadas con ~100 particulas de virus IPNV. Esto permite descartar que sean las particulas de IPNV
producidas en EPCPVV |as responsables del efecto. Por lo tanto, se deduce de este primer
experimento de RT-gPCR que el poli I:C es un buen inductor de la respuesta inmune innata en EPC asi
como también que la resistencia a VHSV es proporcionada por los factores excretados al medio por

las células portadoras y no por el virus IPNV producido por las EPCPNY,

160
5 140-
120
4
£ £ 100
c
[
2 3 2 9
N £ o
X o adl
o )
2 40
|
%/ 20
14 0

poly I:C HPNV™O00"  EPCIPNV pd)ll I.C +IPN\I/"100' EPC/IIF’N\/

Fig 11. Analisis mediante RT-qPCR de la expresion de los genes ifn y mx en células EPC tratadas con:
poli 1:C 20 pg/ml, ~100 virus IPNV y células EPC'"\V, El eje Y representa el nimero de veces que se
expresa el gen en relacion a EPC control (sin infectar). Las barras de error corresponden a la
desviacion estandar de dos experimentos independientes.

4.3.5. Variacion en los niveles de expresion de Mx e IFN en células EPC co-

cultivadas con diferentes efectores

A continuacién el objetivo fue comprobar si realmente las células efectoras eran capaces de
inducir la respuesta inmune innata de las células diana midiendo en estas la expresién de los genes
mx e ifn tras la exposicidn a las células efectoras. También se realizaron medidas de la expresidn de
los genes en las células efectoras de los cestillos. Los resultados muestran por una parte que en las

C"™W que estan en el cestillo hay una expresidn tanto de mx como de ifn. Sin embargo en

células EP
las EPCPO! C del cestillo si hay expresidon de mx pero no de ifn. Por otra parte se observa que el
tratamiento con medio condicionado induce la expresion de ambos genes en células EPC. Por ultimo,
viendo los resultados se concluye que el co-cultivo de células EPC con EPC™ y con EPCP'C induce la
expresion de los genes mx e ifn (ver figura 12). Por tanto, se podria afirmar que los factores

secretados al medio por las células efectoras (EPC'™Y y con EPC' ‘) son capaces de inducir una

respuesta inmune innata en las células diana (EPC).
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Fig 12. Expresion, medida mediante RT-qPCR, de los genes ifn y mx en células EPC tratadas con
medio condicionado de EPC"V, [EPC""NV] del cestillo, EPC en co-cultivo con [EPC], EPC en co-cultivo
con [EPCP®' €], y EPC en co-cultivo con [EPC™VY]. El eje Y representa el niimero de veces que se
expresa el gen en relacién a EPC control sin tratar.

4.3.6. Transwell® con células heterélogas BF2/SAF

Una vez comprobado que una linea celular persistentemente infectada concede resistencia
frente a VHSV a una linea celular no infectada de la misma especie se quiso comprobar si ocurria lo
mismo en células que pertenecian al mismo orden de peces pero eran de distinta especie. Al no
disponer de otra linea celular de cipriniforme que enfrentar a las EPC, se utilizaron las células BF2
(Lepomis macrochirus) y SAF (Sparus aurata fibroblast) ambas especies del orden Perciformes (pero
distinta especie). Para realizar este experimento se cultivaron células SAF y SAF™ controles sin
infectar e infectadas. Por otro lado se llevaron a cabo una serie de combinaciones. Manteniendo las
SAF como células diana, se utilizaron como efectores SAFPVY, SAF y BF2™. Los resultados se
muestran en la figura 13A. Las SAF co-cultivadas con SAF™V y BF2""V presentan resistencia parcial a
VHSV a diferencia de las SAF control infectadas y las SAF co-cultivadas con SAF. Una vez mas, es

necesaria la presencia de IPNV en las células efectoras para observar algln efecto protector.

A continuacidén para determinar la supervivencia celular se midié la densidad 6éptica. Los
datos se muestran en la figura 13B. Las células que no fueron infectadas Iégicamente presentan los
valores de absorbancia mads altos, lo que indica mayor supervivencia. En cuanto a las células
infectadas con VHSV, las células SAF en co-cultivo con SAF presentaban los valores de absorbancia
mas bajos, lo que indica muerte celular, y por el contrario las SAF en co-cultivo tanto con SAFW
como con BF2™V presentan niveles de absorbancia mayores. Esto parece indicar que células

portadoras de IPNV de distinta especie pueden inducir un estado antiviral en las de dorada.
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Figura 13. (A) Sistema Transwell® heterdlogo. Resistencia a VHSV de células SAF en co-cultivo con
diferentes efectores (SAF, SAFPNY, BF2'"\V), Las células en co-cultivo se pusieron en contacto durante
48h y posteriormente fueron infectadas con VHSV a una m.o.i de 0,01 durante 8 dias a 14°C. Luego
la monocapa de células fue tenida con cristal violeta. (B) Medida de densidad 6ptica a 620nm en las

monocapas de las células diana.

Finalmente se realizd un experimento (no mostrado) de Transwell® heterdlogo entre lineas

celulares de especies no relacionadas (cipriniforme/perciforme) (EPC/SAF) donde no esperariamos

gue se produjera proteccion, pero el resultado no fue concluyente.
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5. Discusion

El estado de infeccion persistente se trata de un estado de equilibrio que se establece entre
la célula hospedadora y el virus, el cual no produce efectos citopaticos en las células, aunque si que
hay produccién de virus, pero considerablemente menor que en caso de las infecciones liticas. Se ha
descrito que IPNV es capaz de establecer una infeccién persistente en algunas especies de pez
(Munro, E. S. et al., 2006; Polinski, M. P. et al., 2010). En estos casos una infeccidn persistente supone
que las células sobrevivan y no sélo sean resistentes a la infeccion por IPNV sino que resisten a la
infeccidn con otros virus lo que se denomina interferencia viral (N. Byrne. et al., 2008). Este estado
de infeccion persistente ha sido caracterizado en la linea celular EPC (Garcia, I. et al., 2011) mediante

el cultivo de estas células y la infeccion con IPNV a una temperatura de entre 20 -212C.

A partir de esta investigacion y con la pregunta abierta de como estas células llamadas
EPC"NV eran capaces de resistir a virus homologos asi como a virus heterélogos se propuso analizar y
determinar en detalle el efecto antiviral inducido por las EPC portadoras de IPNV (Jurado MT et al.,
2013). Se tomd sobrenadante de las EPC™Y y se cultivaron células EPC con este medio (medio
condicionado EPC™VY). Los resultados indicaron que las EPC cultivadas con este medio de cultivo
también adquirian resistencia a la superinfeccion con VHSV, lo que sugirié que las células EPC
podrian estar secretando algun factor antiviral soluble que indujese la proteccién frente a VSHV en
otras células de la misma linea celular. En la determinacion de la expresion de genes involucrados en
la induccién de resistencia frente a VHSV se observé que en EPCPVV se sobreexpresaba el gen mx al
contrario de otros genes como IL-1, IL-3, IL-10 (Garcia, I. et al., 2011). Ademas segun los resultados
experimentales el causante de la activacidon de la expresion del gen mx podria ser ifn, lo que
concuerda con otros articulos que establecen que mx es un gen inducible por ifn (DeWitte-Orr, S. et

al. 2007; Chen, Y.-M. et al., 2014).

Con lo anteriormente mencionado, uno de los sistemas que pensamos que podria ser util

C'™Vsecretan algun factor que permitiera a otras células

para comprobar si realmente las células EP
resistir la infeccién con un virus heterdlogo es el sistema de co-cultivo. En cualquier de los sistemas
de co-cultivo utilizados se cultivan dos lineas celulares que comparten el mismo medio pero no llegan
a mezclarse entre ellas, lo que nos permite estudiar la secrecién de factores antivirales (citocinas,
interferén) al medio, y observar el efecto que tienen en las células diana: en primer lugar, evaluando

la supervivencia celular; y en segundo lugar, midiendo la expresion de los genes implicados en la

respuesta inmune innata tanto en células efectoras como en las diana.
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El primer sistema de co-cultivo utilizado en nuestro laboratorio fue el sistema en gotas
(Congreso de Malaga., 2014) que consistia en tomar un determinado nimero de células de una linea
celular efectora suspendida en medio y colocarlas formando una gota en el lado del pocillo de 35 mm

de didmetro. Al lado se realiza el mismo proceso para el crecimiento de las células diana una vez las

células se adhieren al plastico de la placa. Este sistema presenta la ventaja de que se puedan crecer
dos lineas celulares distintas en el mismo pocillo compartiendo medio sin que lleguen a mezclarse y

asi poder estudiar si una linea persistentemente infectada confiere resistencia frente a VHSV a una

linea celular no infectada sélo mediante los factores excretados al medio de cultivo. Pero este
sistema presenta varios inconvenientes que hacen que no sea totalmente idéneo para el estudio que
se lleva a cabo. Por una parte este sistema requiere un volumen > 1 ml para cubrir las células en la
placa lo que supone un gasto importante de medio de cultivo y de reactivos, y por otra parte este
sistema dificulta la extraccion de ARN por separado de las células efectoras y diana para estudiar los

genes implicados en la respuesta inmune, ya que las dos “gotas’” de células no estan separadas

fisicamente.

Ante esta situacion optamos en este trabajo de experimentacién por poner a punto otro
sistema de co-cultivo que se basaba en colocar una rejilla rectangular con tres compartimentos en
una placa de 60 mm, tal y como se mostré en la figura 4. Este sistema lo utilizamos con células EPC y
como ya se vi6 en los resultados resulté util para el estudio de la resistencia que presentan las células
diana no infectadas a VHSV cuando se co-cultivan compartiendo el mismo medio con células

efectoras EPC"NV

o EPC + Poli I:C. Se pudo comprobar por un lado, que efectivamente, como ya otros
autores habia afirmado que las EPC'™V (células efectoras) secretan factores que provocan resistencia
de las células EPC (células diana) a la infeccién con VHSV, al menos parcialmente (Jurado MT et al.,
2013). Por otro lado, también se pudo ver que las células EPC tratadas con poli I:C resistian a la
infeccidon con VHSV ademas de secretar factores antivirales que inducian proteccion a las células EPC
diana, disminuyendo el efecto citopatico. Otros autores ya habian demostrado el efecto protector
del tratamiento con poli I:C en otras lineas celulares de pez (Adamek, M. et al., 2012; Zou, J. et al,,
2014). Con este sistema se resuelve uno de los problemas que presentaba el sistema de gotas
respecto a la extraccion de ARN. Aqui se puede realizar una extraccion sin peligro de contaminacion
de una linea celular a otra ya que a la hora recoger la monocapa celular la propia rejilla mantiene las
células separadas. Esta extracciéon no se muestra en los resultados pero si se realizé en el laboratorio
dando un rendimiento aceptable. A pesar de solucionar uno de los problemas que presentaban el
sistema de co-cultivo en gotas, de nuevo seguian existiendo algunos inconvenientes. El primero, el
problema del gran consumo de medio de cultivo para el crecimiento y mantenimiento de las células,

al utilizarse placas de 60mm de didmetro, lo que supone un gasto econdmico importante. El
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segundo, que permite pocos puntos experimentales por ensayo, ya que la rejilla solo contiene tres
compartimentos rectangulares de los cuales dos son utilizados para que las células estén

suficientemente separadas y disponemos de un nimero limitado de rejillas.

Para intentar solventar los problemas que tanto en sistema de co-cultivo en gotas como el de
rejillas presentaban nos planteamos finalmente utilizar el sistema Transwell®, que previamente ya
habian utilizado otros autores (Chen, Q. Y. et al., 2010; Trottier, C. et al., 2009). El primero de los
articulos (Chen, Q. Y. et al., 2010) tenia como objetivo determinar si un activador de los factores
reguladores de interferén dependiente de ADN (DAI) inhiben la replicacién del virus de la hepatitis B
(HBV) y cual es el mecanismo y para ello utilizaron el sistema Transwell® para crecer las células
transfectadas con DAI (células efectoras) y células transfectadas con replicon de HBV (células diana).
Como conclusién vieron que la inhibicidn causada por DAI debia ser intracelular ya que en Transwell®
no inhibe HBV. El segundo de los articulos (Trottier, C. et al., 2009) utilizan el co-cultivo Transwell®
para ver el efecto de las células MeV+ATRA (measles virus + acido retinoico) sobre el control. Con
estos antecedentes decidimos probar el sistema Transwell para estudiar la respuesta antiviral en la
linea célular EPC (células diana) frente a diferentes efectores. Este sistema presenta ciertas ventajas
con respecto a los anteriores ya que como hemos podido comprobar las células crecen bien tanto en
el cestillo como en el pocillo, y nos permite poner en contacto unas células con otras simplemente
insertando el cestillo (efectoras) en el pocillo donde hemos cultivado las células diana
permitiéndonos estudiar la resistencia viral de las células diana a VHSV cuando se co-cultivan con

células EPCPNV

y EPC tratadas con poli I:C. Con los resultados podemos afirmar que los factores
solubles antivirales que secretan las células efectoras son capaces de atravesar el poro de la
membrana del cestillo y llegar a las células diana. Ademas este sistema nos permite tener varios
puntos experimentales al utilizarse placas que contienen 24 pocillos y 12 cestillos. Otra ventaja es
que al trabajar en pocillos (19 mm @) ello nos permite disminuir el gasto de medio de cultivo para

cada experimento, respecto al sistema de rejilla con cdmaras rectangulares (60 mm @ por punto).

Otro aspecto en el que el sistema Transwell® es superior, es porque nos permite estudiar
facilmente la posible induccién de genes implicados en la respuesta antiviral especialmente en las
células diana. En varios articulos (Yi-Bing Zhang, Jian-Fang Gui., 2012) se asume que la expresién de
Mx estd regulada por la accion de IFN que se expresa sélo ante la deteccién de un patdgeno. Sin
embargo esta afirmacién no ha sido comprobada y aun no se sabe con certeza que sea asi en otros
casos. En este estudio a través del sistema Transwell® se midié la expresién tanto de mx como de ifn
en células EPC tratadas con poli I:C (que induce la expresién de mx) y EPC tratadas con MC (medio
condicionado del sobrenadante de EPC™) y mostraron altos niveles de expresién de mx asi como

también una alta expresién de ifn. Este resultado podria indicar que de alguna forma la expresion de
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mx esta regulada por IFN como otros autores ya apuntaban (Chen, Y.-M. et al., 2014; Zou, J. and C. J.
Secombes., 2011). Ademas con este experimento también se demuestra que el poli I:C es capaz de
inducir los genes (mx e ifn) que participan en la respuesta inmune innata y provocar que las células
efectoras resistan a la infeccion de VHSV ademds de secretar factores solubles al medio capaces de
inducir un estado antiviral en las células EPC diana, confirmando lo que otros autores habia
comprobado (Chang, M.-X. et al., 2013; Tafalla, C. et al., 2007; Vo, N. T. K. et al.,2015). Por el
contrario, los resultados que obtenemos de la expresién de genes de mx e ifn en EPC en co-cultivo
(células diana) con EPC tratadas con poli I:C y EPC con MC (medio condicionado) parecen indicar que
la expresion de Mx podria no ser completamente dependiente de IFN ya que en estas EPC que han
recibido los factores antivirales de las células efectoras se inducen los genes del sistema inmune
observando una expresion elevada de mx pero no de ifn (especialmente en el caso de las EPC
tratadas con poli I:C). Este es un resultado que debera ser corroborado en futuros experimentos,
aunque es perfectamente posible que existan rutas alternativas de sefializacién intracelular que
activan su expresion en ausencia de IFN (Kileng, O. et al., 2007). Lo que si se puede concluir
claramente es que la expresion de interferdn (ifn) y del gen mx en las células efectoras y dianas
sugiere una correlacién entre el incremento de la respuesta inmune innata celular y la induccién de
un estado antiviral. Respecto a las células EPC en co-cultivo con EPC""V también se observa expresién
de ifn y mx pero menor que cuando se co-cultivan con EPC* ' |o que se correlaciona con una
resistencia parcial, aunque tampoco descartamos el hecho de que el soporte poroso sobre el que
estan las EPC™V del cestillo no sea el éptimo para el mantenimiento y la produccién por tanto de los

factores antivirales.

Cabe destacar que células EPC tratadas con MC presentan niveles de expresion de estos
genes mayores que en las EPC co-cultivadas con EPC™. Esto podria explicado por un lado, porque
las EPC se crecen directamente con el medio condicionado, al contrario de las EPC co-cultivadas con
EPC™V. Por otro lado este medio condicionado proviene de un frasco de cultivo en el que han estado
creciendo las EPC'™ durante > 5 dias, por lo que los factores secretados al medio pueden alcanzar

C"™ mantenidas durante un solo dia en el cestillo.

mayor concentracion que los que secretan las EP
Por ultimo cabe realizar una observacion: mientras que el gen mx se induce del orden de 100 veces,
es frecuente que el gen de ifn se induzca sélo del orden de 5 veces, con lo que resulta mas
complicado extraer conclusiones definitivas. Esta baja induccion de ifn ya ha sido descrita por otros

autores anteriormente (Skjesol, A. et al., 2011; Kileng, O. et al., 2007).

En cuanto a los inconvenientes que presenta el sistema Transwell® destacan el coste del
sistema ya que las placas Transwell® tiene un coste superior a las placas de 24 pocillos normales.

Cabe destacar otro inconveniente de menor importancia en cuanto a los cestillos y es que las células
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efectoras crecidas en ellos no se observan al microscopio, debido posiblemente que la membrana

porosa del cestillo no es de un material totalmente transparente a la luz.

Hasta ahora, los estudios se habian realizado siendo células efectoras y diana de la misma
especie (EPC, Pimephales promelas). Quisimos comprobar si también sucedia entre células de
distinta especie de pez, pero relacionadas. Al no tener establecida otra linea celular procedente de
un pez de cipriniforme persistentemente infectada con IPNV no utilizamos la linea celular EPC. Si
habiamos podido establecer en el laboratorio dos cultivos portadores de IPNV de dos especies
perciformes, SAF (Sparus aurata) y BF-2 (Lepomis machochirus). Lo que pudimos comprobar es que
efectivamente las células SAF presentaban un menor dafio citopatico a la infeccién con VHSV que las
control, cuando fueron co-cultivadas tanto con SAF™ (esperado) como con BF2™ lo que parece
indicar por tanto que los factores antivirales por una linea celular es capaz de provocar resistencia
viral a una linea celular de una especie relacionada que pertenece al mismo orden. Habiendo
comprobado esto quisimos ir mas alld y determinar si este efecto también se podia observar co-
cultivando células esta vez de peces pertenecientes a distinto orden, donde no cabria esperar efecto

alguno, pero el resultado del experimento no fue concluyente (resultados no mostrados).
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6.

Conclusiones y proyeccion futura

Las conclusiones que se pueden obtener de los sistemas co-cultivo empleados en este

trabajo son las siguientes:

1)

2)

3)

4)

El sistema de rejilla con cdmaras rectangulares presenta como ventaja que las células
efectoras crecen en condiciones dptimas (fijadas al plastico), y que permite la extraccion
de ARN independiente de células efectoras y diana. Como inconveniente, requiere mayor
gasto de medio y se obtienen un escaso nimero de puntos experimentales.

El sistema de Transwell® presenta varias ventajas como la extraccidn independiente de
ARN, el menor gasto de medio que el sistema en rejilla y un mayor nimero de puntos
experimentales. Tiene como inconvenientes el alto coste de las placas, y el crecimiento
subdptimo de las células efectoras sobre la membrana porosa del cestillo.

Las células persistentemente infectadas con IPNV inducen un estado antiviral en células
de la misma especie, o de otra relacionada.

La induccién del estado antiviral estda mediada por la potenciacion de la respuesta
inmune innata en las células diana, a través de factores solubles, y parece estar ligada a

la sobreexpresion de mx en las células efectoras.

Una vez sacadas las conclusiones se pueden plantear futuros pasos a realizar. Estos se

desarrollan a continuacion:

a)

b)

c)

d)

Verificar la reproducibilidad y fiabilidad de los resultados de los experimentos
repitiéndolos y utilizando mas rejillas y Transwell®.

Resolver algunas discrepancias encontradas en las que se observa induccién de mx sin
induccion previa de ifn, mejorando la cuantificacion mediante el uso de oligo dT’s en la
RT.

Analizar la interaccidon entre lineas celulares de especies pertenecientes a grupos
distintos de peces.

Establecer la duracién del efecto antiviral una vez retirado el estimulo y estudiar en mds

profundidad el fendmeno.
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Comentario final

Parte de los resultados incluidos en esta memoria seran presentados en el Congreso 17th
Interantional Conference on Disease of Fish and Shellfish a celebrar en las Palmas en la comunicacién:
IPNV persistently infected cells induce protection in naive cells against VHSV. A co-culture system

study. S. Torres, R. Parrefio, L. Almagro, A. Estepa y L. Perez. 2015.
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