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RESUMEN

E1 VV (virus vaccinia) es uno de los virus mas complejos, con un tamafio superior a
300 nm y mas de 100 proteinas estructurales. Su montaje implica interacciones
secuenciales y reordenamientos importantes de sus componentes estructurales.

Se infectaron las células BSC40 y luego se seleccionaron mediante microscopia de
fluorescencia de luz y posteriormente se formaron imagenes en el microscopio de
rayos X en condiciones criogénicas. Se utilizaron series de inclinacion tomografica
de imagenes de rayos X para producir reconstrucciones tridimensionales que
muestran diferentes organelos celulares (nucleos, mitocondrias, RE), junto con
otros dos tipos de particulas virales relacionadas con diferentes etapas de
maduracién del virus vaccinia (IV) inmaduros y (MV) particulas maduras; los
ensayos con witaferina mostraron enlaces con actina, que impide la polimerizacion
y el alargamiento de los filamentos; causando viriones mal empaquetados o
aberrantes, que inhibe la progresion de la infeccion viral. Los hallazgos demuestran
que la cryo-tomografia de rayos X, es una poderosa herramienta para recolectar
informacion estructural tridimensional a partir de células enteras congeladas, no
fijadas y sin manchas con resolucion suficiente para detectar diferentes particulas de
virus que exhiben distintos niveles de maduracion.

ABSTRACT

VV (vaccinia virus) is one of the most complex viruses, with a size greater than 300
nm and more than 100 structural proteins. Its assembly involves sequential
interactions and important rearrangements ofits structural components.

The BSC40 cells were infected and then selected by light fluorescence microscopy
and subsequently imaged under the X-ray microscope under cryogenic conditions.
Tomographic tilt series of X-ray images were used to produce three-dimensional
reconstructions showing different cellular organelles (nuclei, mitochondria, RE),
together with two other types of viral particles related to different stages of immature
vaccinia (IV) maturation and (MV) mature particles; tests with witaferin showed
links with actin, which prevents polymerization and elongation of the filaments;
causing poorly packaged or aberrant virions, which inhibits the progression of the
viral infection. The findings demonstrate that X-ray cryo-tomography is a powerful
tool to collect three-dimensional structural information from frozen whole cells,
unfixed and without spots with sufficient resolution to detect different virus particles
that exhibit different levels of maturation.
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Crio-Tomografia de rayos X (Cryo-XT) de fabricas virales en células infectadas con virus vaccinia

INTRODUCCION

La caracterizacion de las relaciones complejas
establecidas entre virus y células ha proporcionado
tradicionalmente herramientas unicas para estudiar el
ciclo de vida del virus y, simultaneamente, aspectos
particulares de los sistemas celulares utilizados por los
virus. El virus vaccinia es bien conocido como un
vector de expresion muy util y ahora se usa para
disefiar nuevas vacunas contra varios patogenos (Liu
& Moss, 2018; Moss, 1996). Al mismo tiempo, virus
vaccinia se ha convertido en el foco de los bidlogos
celulares debido a las complejas interacciones que el
virus establece con los sistemas celulares (Hobbs,
Osborn, & Nolz, 2018; Ploubidou et al., 2000). Una
caracterizacion detallada de la estructura de VV y la
morfogénesis seria de gran ayuda para la manipulacion
de su ensamblaje in vitro y la construccion de vectores
virales con caracteristicas especificas. Algunos de los
aspectos mas desconocidos de la via morfogenética de
V'V son el origen y la formacion de las fabricas virales
(Grossegesse etal., 2018; Hollinshead et al., 2001).

Las fabricas virales son grandes areas perinucleares
citoplasmicas definidas como los centros de replicacion
y ensamblaje de VV. Esta ultima ocurre en masas
densas de electrones dentro de las fabricas virales,
conocidas como focos de viroplasma (Ding et al., 2018;
Blasco & Moss, 1992). Estas estructuras estan formadas
por el reclutamiento de elementos virales, y muy
probablemente también celulares. Por mecanismos aun
por definir, los elementos membranosos se adhieren a la
superficie de los focos VV, adquieren una curvatura y
forman la media luna. Los semilunas virales representan
la primera evidencia de ensamblaje de VV, pero se
desconoce en gran parte como se forman y como logran
las semilunas para formar los virus esféricos inmaduros
(IV). Todavia existe una considerable controversia
sobre las fabricas virales, las estructuras basicas y el
origen de las semilunas virales de V'V.

El uso de la tomografia crioelectronica fue un paso
importante hacia la comprension de la estructura del
virus (Cyrklaff et al., 2005), el ensamblaje (Chichon et

al., 2009) y el desmontaje (Cyrklaff et al., 2007); pero,
una de las principales limitaciones de cryo-ET se deriva
de la penetracion por difusion multiple de electrones en
materiales blandos (Huang, Li, & Gao, 2018; Frank,
2006). Incluso con microscopios de 300 kV de alto
voltaje equipados con filtros de energia, la reconstruccion
tomografica de electrones esta limitada a muestras de
aproximadamente 0.5 um de espesor, lo que impide el
analisis directo de la mayoria de los tipos de células.

Un enfoque complementario para superar estos
problemas es el uso de microscopia de rayos X. La
mayor potencia de penetracion de los rayos X
combinada con los avances recientes en Optica
difractiva de rayos X ha llevado a la implementacion de
microscopios de rayos X de transmision de campo
completo con resolucion espacial en el rango de 20 nm
(Lau, Hunter, Stewart, Perozo, & Vandenberg, 2018;
Chao, Harteneck, Liddle, Anderson, & Attwood, 2005).
Este poder de resolucion junto con el uso de rayos X
blandos (con longitudes de onda en el rango de la
ventana de agua, 2.3 - 4.4 nm), brinda la posibilidad de
obtener imagenes de alto contraste de varias micras de
muestras biologicas gruesas no tefiidas, abriendo asi
alternativa interesante para el analisis de resolucion
supramolecular de material biologico (Harkiolaki et al.,
2018). Como en el caso de la cryo-ET, la combinacion
de imagenes de rayos X con la preservacion de las
muestras a temperaturas criogénicas es necesaria para
recuperar informacién estructural y quimica cercana a
las condiciones fisioldgicas, asi como para minimizar el
efecto del dafio de la radiacion sobre muestras
bioldgicas (Schneider, 1998).

El potencial actual de la cryo-tomografia de rayos X
(cryo-XT) para la obtencion de imagenes
tridimensionales de muestras bioldgicas totalmente
hidratadas estd en expansion. Los desafios técnicos
involucrados en diferentes aspectos de la técnica se
encuentran bajo una amplia mejora, como el uso de
objetivos de rayos X de alta resolucion (placas de
zona), mientras que las soluciones a otros problemas
como etapas de cryo-muestra precisas y soportes para
microscopia de campo completo se estan desarrollando
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en laactualidad. Se ha llevado a cabo un intenso trabajo
cualitativo para explorar las posibilidades de cryo-XT
con células completas (Jiménez-Lamana, Szpunar, &
Lobinski, 2018; Gu, Etkin, Le-Gros, & Larabell, 2007)
que proporcionan descripciones morfoldgicas de los
organulos celulares y segmentacion de los contenidos
celulares basados en propiedades de absorcion
diferencial (Zong et al., 2018; Parkinson, McDermott,
Etkin, Le-Gros, & Larabell, 2008).

Los estudios de cryo-XT han desempefiado un papel
central en la caracterizacion de la estructura basica, las
fabricas virales y el ensamblaje de V'V. El objetivo del
presente trabajo, es mostrar la organizacion de las
fabricas virales y sus componentes de ensamblaje en el
citoplasma de una célula entera infectada mediante VV
basado en cryo-XT y la reconstruccion de tomogramas
procesando los datos usando un software especifico.

MATERIALESYMETODOS

Preparacion de virus.

El virus vaccinia atenuado M65 derivado de la cepa
WR (Dallo, Maa, Rodriguez, Rodriguez, & Esteban,
1989) se cultivé en la linea celular BSC40 (células de
riion de mono verde 40) y se purificdé mediante
bandas en gradientes de sacarosa (Esteban, 1984).

Preparacion de muestra para Cryo-ET

Las rejillas de carbon se prepararon con las muestras de
células infectadas por VV a 12 hpi (horas post-
infeccion) y 12 hpi ((horas post-infeccidén)) +
(witaferin), se cargaron las rejillas por la superficie de
cobre a temperatura ambiente durante 1 minuto. Se
vitrificaron las muestras, mediante congelacion rapida
por inmersiéon en un robot EM-CPC (Leica, CNB,
Espaiia), usando etano liquido refrigerado con nitrégeno
(= 178 °C). Las rejillas vitrificadas se mantuvieron a
temperatura de nitrégeno liquido en un contenedor para

almacenamiento antes de la recoleccion de datos.

Cryo-Tomografia de rayos X
Las rejillas congeladas se observaron mediante

microscopia fluorescente de luz visible en un
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microscopio DMI6000B (Leica, CNB, Espafia). Las
muestras seleccionadas se transfirieron al microscopio de
rayos X HZB (linea de haz U41 en el anillo de
almacenamiento de electrones BESSY II (Berlin,
Alemania) (Schneider et al., 2007) para registrar series de
inclinacion de + 65° a 2.43 nm de longitud de onda
(energia de fotones E =510 eV), con un condensador tipo
capilar de vidrio elipsoidal de un solo rebote fabricado
por Xradia520 Versa (Zeng et al., 2008) con una distancia
de trabajo de aproximadamente 5 mm y un tamafio de
punto focal de aproximadamente 1 um FWHM (ancho
completo a la mitad maximo) (Guttmann et al., 2009).
Para cryo-XT se utiliz una ampliacion de 2305 veces
correspondiente a un tamafio de pixel de imagen de 8.68
nma 510 eV de energia de fotones.

Alineacion y Reconstruccion.

La alineacion de las series inclinadas se realizo con el
paquete de software IMOD, herramienta para
analizar y visualizar datos de imagenes bioldgicas
tridimensionales (Kremer, Mastronarde, & Mclntosh,
1996), y las reconstrucciones finales se realizaron
utilizando la opcion de reconstruccidn iterativa con el
programa TOMO3D para permitir realizar ajustes
precisos (Agulleiro & Fernandez,2011).

RESULTADOS

Cartografia de la infeccion por virus Vaccinia
mediante microscopia correlativa de luz suave y
rayos X.

El flujo de trabajo establecido, permitié ubicar las
células infectadas mediante crio-microscopia
fluorescente ligera. La obtencion de imdgenes por
cryo-XT fue sencilla después del ajuste del foco para
cada area. Las areas adecuadas para la tomografia se
seleccionaron en funcidn de su densidad promedio y
alto contraste. En estas areas, los virus se encontraron
facilmente como objetos redondeados. Inclinar la
muestra hasta 65° permitid obtener imagenes bien
contrastadas donde los virus aun eran claramente
reconocibles. Se adquirieron varios tomogramas de la
misma célula para obtener un tomograma de células
enteras durante 12 hpiy 12 hpi+ (witaferin) (Figura 1).
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12 hpi +witaferina

Figura 1. Ubicacion de las regiones de interés y
adquisicion de datos en células infectadas con virus
vaccinia: imagen de proyeccion de cryo-microscopia
de rayos X (objetivo de placa de zona con drn = 40
nm, tamafo de pixel efectivo 15.6 nm) del area de
celdamarcada: A) 12 hpiy B) 12 hpi + (witaferin).

Organizacion de las fabricas virales y sus
componentes de ensamblaje en el citoplasma de las
células infectadas con el virus de la Vaccinia
basadas en la tomografia de rayos X.

Las células infectadas por VV a 12 hpi mostraron un
desplazamiento de mitocondrias y el reticulo
endoplasmatico en regiones distantes del ntcleo,
generando una cavidad que acomoda la fabrica de virus
y la region de viroplasma. Se observo la aparicion de
focos citoplasmicos discretos de ADN (foci), también
estructuras filamentosas denominadas filamentos de
actina (F) y un alto grado de vacuolizacion y de
vesiculas intracelulares en células infectadas por VV.
La Figura 2 y 3, muestra el area de ensamblaje del VV

y la formacion de las fabricas virales.

Figura 2. Fabrica viral a 12 hpi en células infectadas
con el virus vaccinia: A, B y C) fabrica viral (VF),
viroplasma (Vp), focos citoplasmicos discretos
(foci), nacleo (N), mitocondrias (M), reticulo
endoplasmico (RE), viriones maduros (MV) y
viriones inmaduros (IV).

Virus con envuelta
elular (i

Figura 3. Modelo de organizacion de factorias virales
y suensamble de sus componentes en el citoplasma.

Las areas estudiadas revelaron la presencia de
diferentes formas asociadas a vaccinia, incluyendo
particulas inmaduras tempranas (Figura 4A) que
comprenden las semilunas iniciales y los denominados
viriones inmaduros (IV) (Figura 4B).

Figura 4. Formas virales reconocibles por crio-
tomografia de rayos X: A) viriones maduros (MV)y
B) viriones inmaduros (IV). El plano virtual de un
cryo-tomograma de rayos X adquirido con la placa de
zona de 40 nm.

Formacion de filamentos de actina en el citoplasma
de las células infectadas con el virus vaccinia.

Se realizé un ensayo con células BSC40 infectadas
con VV, tratadas y no tratadas con wiferina a 12 hpi,
para determinar el efecto de la wiferina sobre la
replicacion viral y la produccion de viriones. En las
células BSC40 tratadas con witaferina, la presencia
de filamentos de actina intracelular desaparecio,
(Figuras SEy 5F).
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Figura 5. Fabrica viral a 12 hpi en células infectadas
con el virus vaccinia: A, B, C y D) fabrica viral de
control (VF), filamentos de actina (F), nticleo (N) y E
y F) fabrica viral (VF) tratados con witaferina, focos
citoplasmaticos discretos (foci), (N) nucleo.

DISCUSION

Laincorporacionde la Crio-Tomografia de rayos X, al
analisis de materiales bioldgicos se basa en la
posibilidad de penetrar grandes volimenes celulares
(hasta 10 um) para recuperar informacion quimica y
estructural a resoluciones intermedias entre la luz y el
microscopio electronico. La combinacion de métodos
basados en la preparacion de muestras criogénicasy la
adquisicion de imagenes a bajas temperaturas ha
llevado a la reconstruccién tridimensional de células
congeladas que revelan sus estructuras internas
(Chichoén et al., 2012). Este estudio es un intento de
obtener informacion sobre la posibilidad para detectar
caracteristicas estructurales relativamente pequefas
dentro del citoplasma de células enteras para fabricas
virales y sus componentes de ensamblaje en el

citoplasmade células infectadascon V'V.

Los cryo-tomogramas de rayos X de células
infectadas con VYV, mostraron varios organelos
celulares bien conservados, cuyas estructuras eran
facilmente reconocibles como los observados en el
estudio realizado en microscopia por Harkiolaki et al.
(2018). Las células infectadas por VV a 12 hpi
mostraron un desplazamiento de mitocondrias y
reticulo endoplasmatico en regiones distantes del
nucleo, generando una cavidad donde se acomoda la
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fabrica de virus y la regién de viroplasma. Se
observaron la aparicion de focos citoplasmicos
discretos de ADN (focis), también estructuras
filamentosas denominadas filamentos de actina (F) y
un alto grado de vacuolizacion y de vesiculas
intracelulares en células infectadas por VV. La
sintesis de ADN de poxvirus generalmente puede
detectarse dentro de las 2 h posteriores a la infeccion y
se produce en el citoplasma dentro de sitios
juxtanucleares discretos llamados fabricas o factorias
virales. Se puede formar una fabrica o factoria viral de
virus a partir de un solo virién, y la cantidad de
fabricas es proporcional a la multiplicidad de
infeccidén (Moss, 2007). Sin embargo, la coalescencia
de las fabricas individuales ocurre con frecuencia con
el tiempo (Katsafanas & Moss, 2007). Las fabricas
son inicialmente compactas y estan rodeadas por
membranas de reticulo endoplasmico (Tolonen,
Doglio, Schleich, & Krijnse-Locker, 2001); se ha
sugerido un papel para las membranas en la
replicacion del ADN (Schramm & Krijnse-Locker,
2005). La fabrica también es el sitio de transcripcion y
traduccion de ARNm virales ademas del ensamblaje
del virion (Katsafanas & Moss, 2007).

El montaje y la maduracion de VV es un proceso
complejo que implica reorganizaciones drasticas de
los componentes estructurales. El analisis de tales
eventos intracelulares complejos es técnicamente
exigente, y se han sugerido varias hipotesis diferentes
a lo largo de los afios para dar cuenta de los datos
experimentales sobre morfogénesis obtenidos
principalmente por microscopia electrénica. Hemos
realizado un estudio de cryo-XT, para obtener una
vision profunda de las particulas virales intracelulares
en proceso de maduracion (estadios de IV a VM).
Ademas, el uso de procedimientos tomograficos nos
permitid seguir estructuras y membranas en tres
dimensiones a través de todo el volumen reconstruido,
lo que revela la continuidad de los elementos
estructurales sin los problemas de interpretacion que
surgen por la superposicion derivada de los analisis
bidimensionales convencionales de secciones

delgadas.
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El nivel de resolucion alcanzado en cryo-XT es tal
que ha sido posible detectar regiones citoplasmaticas
modificadas por la infeccion viral (factorias virales),
asi como dos tipos distintos de particulas virales, las
IV y las MV, de particular interés en el contexto de
este estudio. Los viriones inmaduros (IV) con
aproximadamente 350 nm de diametro, llenas de
material viroplasmico y viriones maduros (MV), que
son formas infecciosas de aproximadamente 255 nm
de diametro; estos resultados estan relacionados con
los observados por Chichon et al. (2009), donde el
analisis tomografico de la primera particula del
ensamblaje V'V, el IV, muestra particulas redondeadas
con un diametro cercano a 350 nm rodeado por una
envoltura consistente con una sola membrana, esta
membrana esta cubierta en el lado convexo por una
capa gruesa (10 nm) de espiculas, construida por la
proteinaD13L.

Tales observaciones nos llevan a proponer que un
pequefio nimero de semilunas independientes puedan
interactuar entre si para encerrar el volumen de un
elipsoide incompleto en el area de la fabrica viral,
alcanzando la forma y el tamafio caracteristicos de las
I'V. Esta propuesta es consistente con la observacion
de particulas de tipo IV formadas por membranas de
tipo media luna no fusionadas en mutantes que
carecen de la proteina A14L, identificados como una
proteina de envoltura abundante de la primera forma
infecciosa de VV (Rodriguez et al., 2006). Las
regiones superpuestas entre semilunas vecinas
evolucionarian eventualmente hacia una fusion
parcial para producir la I'V. El cierre parcial inherente
a la estructura IV podria explicar la inestabilidad
intrinseca de estas particulas que ha impedido hasta
ahora su purificacién. Chichon et al. (2012), ha
intentado con éxito limitado diferentes enfoques para
obtener fracciones enriquecidas de IV, solo en las
células permeabilizadas después del tratamiento con
toxina (estreptolisina-O) fueron posible obtener
muestras con IV fragiles que muestran contactos

extensos con membranas celulares.

Uno de los aspectos, que ain no esta claro en la
morfogénesis de VV es la presunta transformacion de
una particula inmadura con una sola membrana (IVN)
a un virion maduro (MV) con una sola membrana
externa y otra unica membrana interna alrededor del
nuicleo que contiene ADN (Hollinshead et al., 2001).
Para obtener una vision de este proceso de
transformacion en este estudio, se analizaron los
tomogramas por cryo-tomografia que sugieren la
existencia presuntiva de particulas con un aspecto
intermedio IV-MYV, estos resultados estan relacionados
con los observados por Moss (2007), donde Ia
maduracion de IVN hacia viriones maduros se asocia a
la presencia de particulas que van desde redondeadas a
casi forma de ladrillo, con su contenido interno
claramente diferente al de IVN, donde el material
condensado relacionado con el ADN se transformo en
una morfologia de nucleo, en que una membrana
interna incompleta estaba delineando una estructura
similar a la encontrada en los MV.

La infeccion viral interfiere en las funciones normales
de una célula para optimizar la replicacion viral y la
produccion de viriones. Una observacion llamativa de
esta conversion es la reconfiguracion y reorganizacion
de la actina celular, que afecta a todas las etapas del
ciclo de vida viral. La extension y el grado de
reorganizacion del citoesqueleto varia entre las
diferentes infecciones virales, lo que sugiere en este
trabajo sobre la posible evolucion de estrategias
virales, resultados similares fueron observados en
HSV-1 por Maurer, Sodeik y Grunewald (2008),
detectaron capsides recién liberadas en proximidad
cercana a los filamentos de actina que aparentemente
se habian reorganizado tras la estimulacion viral para
facilitar la entrada de la capside mediante la
eliminacion de la barrera del citoesqueleto cortical.
Los filamentos de actina se han estudiado
extensamente in vitro (Galkin, Orlova, Vos, Schroder,
& Egelman, 2015); sin embargo, hay menos
informacién disponible sobre la organizacion precisa
de lared de actina in vivo. Con los avances recientes en
cryo-XT, y laimportancia de la actina en la replicacion
viral y la produccion de viriones, en este estudio, se
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realizé un ensayo con células BSC40 infectadas con
VYV, tratadas y no tratadas con wiferina a 12 hpi, para
determinar el efecto del farmaco sobre la replicacion

viral y la produccion de viriones.

En las células BSC40 tratadas con witaferina se
observd que la presencia de filamentos de actina
intracelular desaparecid, lo que sugiere que la
witaferina se une a la actina y evita su polimerizacion
y elongacion de los filamentos de actina; lareplicacion
no se vio afectada, pero el ensamblaje y la
morfogénesis se vieron afectados en las células
infectadas con VV, causando viriones mal
empaquetados o aberrantes; como resultado, la
progresion de la infeccion viral se vid inhibida.
Todavia no esta claro cdmo interactuan los filamentos
de actina en el ensamblaje y la morfogénesis del virus
vaccinia; Lehmann, Sherer, Marks, Pypaert, y Mothes
(2005), estudiaron el efecto de la infeccion del virus
vaccinia, observando también la reorganizacion
dramética de las fibras de actina a nivel celular. Asi
también, Carlier et al. (1997), en estudios con virus
mutantes y farmacos que inhiben la morfogénesis
viral, demostr6 que la forma envuelta intracelular del
virus vaccinia (IEV) es responsable de la nucleacién
de los filamentos de actina. Sin embargo, en otro
estudio sobre baculovirus que también polimeriza
actina ha demostrado que los filamentos de actina su
funcion es permanecer unidos al virus; ain no esta
muy bien definido la funcion de la actina en el virus
vaccinia, como tampoco esta claro, sobre cémo la
actina puede empujar a las membranas y los
patégenos (Muelleretal., 2014; Small 2015).

La replicacion viral requiere la produccién
coordinada, el procesamiento y el ensamblaje de
proteinas virales y acidos nucleicos para producir
viriones de progenie que se utilizaran para infectar
nuevas células. Dependiendo del compartimiento
celular en el que se produce la replicaciéon y el
ensamblaje, el citoesqueleto tiene funciones
interesantes y en ocasiones sorprendentes que no

siempre se entienden bien.
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CONCLUSIONES

Los cryo-tomogramas de rayos X de células
infectadas con VYV, mostraron varios organelos
celulares bien conservados, permitio detectar fabricas
virales, asi como dos tipos distintos de particulas
virales, los IV y las MV y se observo la existencia
presuntiva de particulas con un aspecto intermedio
IV-MV.

Se observd, que la witaferina posiblemente se une a la
actina y evita su polimerizacion y elongacion,
obteniéndose viriones mal empaquetados o
aberrantes, que inhibe la progresion de la infeccion
viral.

La cryo-XT, abre una posibilidad interesante para
investigar muestras gruesas a nivel sub-celular, asi
como el estudio del proceso del ciclo de vida viral
dentro de las células infectadas, es versatil y cierra la
brecha entre la microscopia de luz dindmica y las
estructuras de alta resolucion obtenidas por cryo-EM
de particulas individuales, cristalografia de rayos Xy
RMN. La principal ventaja de cryo-XT, es la
oportunidad de observar los procesos o moléculas en
el contexto cercano a la condicion nativa a una
resolucion potencialmente alta.
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