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RESUMEN 

Nuestro pals se ha posicionado como un importante competidor en el mercado de los 
productos acuicolas, siendo su principal ejemplo el caso del salmon, donde hemos Ilegado a 
ser el segundo mayor exportador de salmOnidos del mundo. Par este motivo, es menester 
proteger las inversiones y garantizar una excelente calidad del producto, meta que se ha 
alcanzado con altos y bajos a Ia largo de nuestra historia acuicola, debido principalmente a los 
brotes de diferentes enfermedades, que cuando provocan algün evento infectivo, generan 
pérdidas enormes al sector. El caso del virus de la necrosis pancreática viral (IPNV) no queda 
fuera de este marco, siendo ésta una amenaza real y latente en nuestros planteles de salmOn. 
Las estadisticas revelan pérdidas del orden de los 200 millones de dOlares totales anuales, par 
causa de este agente, Ia que refleja Ia magnitud del problema a nivel nacional y mundial. Hasta 
hoy existen varias herramientas terapeuticas contra esta infecciOn, las que tienen mayores 
beneficios son las vacunas con acciOn antigénica contra Ia proteina estructural VP2 de IPNV, 
sin embargo este tipo de protecciOn solo puede utilizarse en peces de tamaño mediano o 
grande, quedando susceptibles los estadios más tempranos de desarrollo del pez, en los 
cuales se ha demostrado que el virus causa las mayores pérdidas por mortalidad. 
Adicionalmente hay que destacar el hecho que el virus puede propagarse tanto verticalmente 
como horizontalmente y las herramientas actuales no tienen Ia capacidad de eliminar el virus, 
quedando individuos infectados, que se transforman en potenciales portadores. Todas estas 
razones hacen que sea necesario crear nuevas alternativas terapéuticas que frene las 
posibilidades de expansion de Ia infecciOn. 
Los péptidos son moléculas endOgenas que cumplen una variada gama de funciones en Ia 
comunicaciOn y actividad celular. Son secuencias aminoacidicas preferencialmente 
oligoméricas de entre 3-40 aminoácidos. Se ha encontrado numerosos péptidos naturales con 
sinnUmero funciones los que han sido caracterizados y modelados, revelando patrones 
comunes entre ellos. Sumado a esto, el desarrollo de Ia tecnologia de sintesis quimica de 
péptidos se presenta como una herramienta para actuar especIficamente frente a diferentes 
proteinas blanco, tanto intra como extracelularmente que, dependiendo del orden de Ia 
secuencia de los residuos que se encuentran, pueden formar muchisimas conformaciones 
diferentes, lo que los potencia como elementos interferentes de gran versatilidad. 
Se conoce que el procesamiento natural del ensamblaje del virus IPN conlleva un clivaje de 
diferentes péptidos provenientes de un precursor de Ia proteina estructural VP2, Ilamada 
pVP2, ademOs se ha revelado que Ia proteina VP3 esta relacionada al ensamblaje junto a VP2 
en Ia maduración de Ia particula viral. 
El propOsito de Ia presente tesis es inhibir experimentalmente Ia expresiOn e infectividad de 
IPNV teniendo como blanco la proteina estructural VP2, mediante el uso de peptidos sintéticos 
diseflados, modelados bioinformáticamente y sintetizados quimicamente para ser evaluados 
(RT-qPCR e inmunofluorescencia semicuantitativa) en una linea celular establecida de 
salmones CHSE-214. Para Ia evaluaciOn de Ia expresiOn se dispone además de un modelo de 
infecciOn de IPNV recurrente, en células CHSE-214, es decir, un modelo de células 
permanentemente infectadas que no presenta estado citopático producto de Ia infecciOn viral. 
De un universo de mas de 32 péptidos ensayados se obtuvo 2 péptidos con capacidad 
inhibitoria en Ia expresiOn de IPNV tanto en el modelo persistentemente infectado, como el de 
infecciOn de novo. Ambos péptidos, primero el GIM66, demostrO inhibir Ia infecciOn y Ia 
expresiOn, obteniéndose valores de inhibiciOn de hasta un 76% en Ia infecciOn persistente y un 
99% en Ia infecciOn productiva, de Ia misma forma GIM 182, demostrO inhibir Ia infecciOn y Ia 
expresiOn, obteniéndose valores de inhibiciOn de hasta un 97% en Ia infecciOn persistente y un 
36% en Ia infecciOn prod uctiva. 
Finalmente, se seleccionO el péptido GIM 182 con cual se realizaron ensayos mas acuciosos, 
en orden de determinar Ia acciOn real del péptido en el sistema de infecciOn con IPNV. 
Si bien no se erradicO el virus un 100%, en ambos modelos de infecciOn se generO un robusto 
sistema de evaluación in vitro, y actualmente se estãn desarrollando pruebas in vivo con el 
péptido, que proyectan esta alternativa de terapia biocompatible, en un producto 
biotecnolOgico con capacidad de generar beneficios en Ia industria salmonera. 



ABSTRACT 

Chile is actually a major competitor in the aquaculture industry, becoming the second 
largest exporter of salmon in the world. It is necessary to protect the investments and 
to assure the product quality, goal that has partially been achieved due to the outbreak 
of different diseases, generating huge losses at the sector. Such is the case of IPNV, 
being a real menace in the salmon industry. Statistics reveal losses of over 200 million 
dollars every year, because of this agent, which reflects the magnitude of the problem, 
both at national and international levels. 

Nowadays there are some therapeutic tools against this infection; between them the 
ones with higher benefits are those with antigenic action against the structural protein 
VP2 of IPNV. However, this kind of protection can only be used from medium to large 
fishes, remaining susceptible the earlier stages of the fish life cycle, those in which it 
has been proved the virus causes the higher mortality rates. Furthermore, there is the 
fact that the virus can spread both vertically and horizontally and that these tools are 
not able to eliminate the virus, leaving infected individuals become potential carriers of 
the disease. These facts make necessary the search for new therapeutic alternatives 
that can stop the infection. 

Peptides are endogen molecules that fulfill a variety of functions in cellular 
communication and activity. They are oligomeric amino acidic sequences of 3-40 
aminoacids. There has been found many natural peptides, with a countless number of 
functions, which are been characterized and modeled, revealing common patterns 
between them. The development of chemical synthesis of peptides is now a powerful 
tool that allows action on a specific target, either an intra or extra cellular protein, and 
depending on the residue sequence and conformation, being potential and versatile 
interfering elements. 

It is known the natural assemblage process of IPNV, which leaves to a complex 
cleavage of VP2 structural protein in several different peptides. Also the tridimensional 
structure of the capsid has been determined and its components, being relevant the 
homotrimer formed by PV2 protein related to assemblage and viral maturation. 

The main goal of the present thesis is to experimentally inhibit the expression and 
infectivity of IPNV using as target the structural protein VP2 through the bioinformatics 
design, modeling and chemical synthesis of peptides evaluated by semiquantitative 
immunofluorescence and RT-qPCR on established salmon cell line CHSE-214. For the 
evaluation of expression, recurrent IPNV infected CHSE-214 cells (an infection model 
with no cytopathic effect by viral infection) was used. 

From more than 32 peptides assayed, two peptides with inhibitory capacity were 
obtained, for the two models of infection, persistent infected (P.1.) cells and de novo 
infection. Both peptides showed inhibition. First GIM 66 inhibits infection and viral 
expression with an inhibition of 76% in P.I. and 99% in de novo infection. Otherwise, 
GIM 182 peptide exhibits inhibition values of 97% in the P.I. model and 36% in the 
productive infection (de novo). 

Finally, the GIM 182 peptide was selected for additional assays, in order to determine 
the real action of the peptide in the IPNV infection system. 
Although there was no 100% virus eradication, a robust in vitro evaluation system was 
generated, in both infection models, and currently there are in vivo trials in 
development that projects this biocompatible therapy as a biotechnological product 
capable of generating profits in the salmon industry. 
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1. INTRODUCCIÔN 

Nuestro pals es el segundo competidor mundial en el mercado del cultivo del salmon. 

Sin embargo, Ia industria ha debido soportar los altos y bajos productivos, que 

generalmente son provocados por agentes patOgenos. Los agentes que más pérdidas 

han generado al sector acuicola del salmOn son los virus IPN e ISA y Ia bacteria P. 

salmon/s por solo nombrar a los más importantes. En el caso del virus de Ia necrosis 

pancreática viral (IPNV) las estadisticas revelan pérdidas del orden de los 200 millones 

de dólares totales anuales. 

Este agente patOgeno está diserninado a lo largo de todos los palses productores de 

salmOn y presenta una caracteristica particular, se encuentra remanente en los 

sedimentos del fondo manino infectando a diferentes moluscos y peces nativos que 

circundan los cultivos sin provocar Ia enfermedad, e inclusive se puede aislar de 

pisciculturas en lagos de nuestro pals. Sumado a esto, los mayores brotes de Ia 

enfermedad se presentan en estados tempranos de desarrollo, es decir primera 

alimentaciOn, y en el traspaso al mar cuando los peces esmoltifican, produciéndose 

brotes de hasta un 70% de mortalidad. 

Hasta hoy existen varias herramientas terapéuticas contra esta infecciOn, siendo las 

que tienen mayores beneficios las vacunas con acciOn antigenica contra Ia protelna 

estructural de IPNV; sin embargo este tipo de protecciOn sOlo puede utilizarse en 

peces de tamaño mediano o grande. 

Todas estas razones hacen necesaria Ia generación de una nueva alternativa 

terapéutica para controlar el virus en sus estados tempranos y que pueda ser usada 

en las etapas tempranas de desarrollo del pez que pueda complementar las 

herramientas desarrolladas hasta el momento. 

Los péptidos son moléculas cortas compuestas por menos de 100 aminoácidos, a los 

que se ha encontrado un sinnümero de funciones, tanto de comunicaciOn como 

actividad celular. Muchos péptidos naturales han sido caracterizados y modelados 

estructuralmente, entre ellos muchos de los Ilamados péptidos antimicrobianos que se 

han modificado y sintetizado qulmicamente para obtener una mejora en su actividad. 

En el campo de desarrollo de vacunas y moléculas antigenicas los péptidos también 

han sido una herramienta valiosa. 

Actualmente se dispone de las secuencias nucleotidicas y proteicas depositadas en 

bases de datos, además de toda Ia bibliografla existente, lo que hace posible utilizar 

esta informaciOn como punto de partida para realizar un análisis de las proteinas del 

virus y la posibilidad de utilizar el enfoque de los péptidos como rnoléculas que puedan 



interactuar tanto en Ia zona de procesamierito de Ia protelna mayor estructural VP2, 

como en el ensamblaje del virus IPN, y que sean capaces de interferir con el ciclo viral. 

Se sintetizarán qulmicamente péptidos especIficos contra IPNV que serán evaluados 

in vitro en a linea celular CHSE-214 tanto en el modelo de infecciôn productiva, como 

en el modelo de infección persistente. 

1.1. Birnavirus 

Se definen a un grupo de virus que poseen dos segmentos de RNA de doble hebra y 

segün Ia clasificaciôn general de virus, pertenece al grupo Ill. Este grupo tiene ocho 

familias, de los cuales todos presentan simetria icosahédrica, con un diámetro de 60 

nm y son "no envueltos", además presentan dentro de los viriones 5 proteinas y entre 

3 a 4 péptidos. 

La familia Birnaviridae contiene el genero Aquabirnavirus, Avibirnavirus y 

Entomobirna virus. El género Aquabirnavirus comprende birnavirus que infectan a 

peces, moluscos, crustáceos y rotiferos (Dobos et al., 1979). Especies del género 

aquabirnavirus son Ia infecciôn pancreática necrôtica viral (IPNV), el virus ascites de Ia 

cola amarilla (Van Regenmortel et al., 2000) y el virus de Ia cabeza de serpiente 

(BSNV; John et al., 1999), que recientemente ha sido desplazado a un grupo como 

ünico miembro. 

Los birnavirus acuAticos son el mayor grupo de virus dentro de Ia familia Birnaviridae, 

incluyendo varias cepas de numerosas especies de peces e invertebrados marinos. 

(Essbauer y Ahne, 2001). 

Se destaca al virus de Ia necrosis pancreática infecciosa como un prototipo de 

birnavirus y su estudio es necesario para generar una alternativa profiláctica. 

1.1.1. VIRUS DE LA NECROSIS PANCREATICA INFECCIOSA 

En los ecosistemas acuáticos existe una gran diversidad de organismos. Entre ellos, 

los peces, se destacan por presentar gran variedad de tamaños, formas y 

adaptaciones, cualidades que se asocian con alta capacidad de sobrevivencia. Sin 

embargo, siguen siendo susceptibles a organismos patogenos presentes en el medio. 

Un grupo de estos patógenos son los virus, que en muchos casos pueden vivir en 

armonia con los peces, pero en otros pueden actuar como sus grandes enemigos 

naturales. Dentro de ellos, los Birnavirus acuáticos son los que presentan mayor rango 

de acción, infectando a numerosas especies de peces, dentro de las cuales se 

encuentran las SalmonIdeas. El prototipo de a familia Birnaviridae en medio acuãtico 

to constituye el Virus de a Necrosis Pancreática Infecciosa (IPNV), y se consideran 

miembros de este grupo, a todos los virus de RNA doble hebra (dsRNA) 



bisegmentados capaces de provocar una infecciôn clInica en una de las especies 

respectivas (Amos, 1985). El primer birnavirus patogenico aislado de un pez se 

encontró en una trucha brook (Salvelinus fontinalis), en el National Fish Hatchery, 

Leetown, West Virginia, EEUU (Wolf et al., 1956). El agente fue obtenido durante una 

epizootla de trucha fingerlings sufriendo Ia infecciOn necrôtica pancreática (IPN). Esta 

infección necrOtica pancreática viral (IPNV) fue depositada en American Type Culture 

Center (ATCC) como ATCC VR299 IPNV y ha sido detectada por años en varios 

lugares de Norteamérica asociada con altas tasas de mortalidad en juveniles de 

truchas (Essbauer y Ahne, 2001). 

La mayorIa de los birnavirus acuáticos estân relacionados antigénicamente, 

representando un gran serogrupo (A) con 10 serotipos y sOlo unos pocos birnavirus 

antigénicamente no relacionados que forman un segundo serogrupo (B) (Ver Ia tabla 

1). La mayoria del IPNV aislado proveniente de EEUU. pertenece al serotipo Al (West 

Buxton); los aislados canadienses (Cl, C2, C3, Jasper) a los serotipos A6-A9, y los 

aislados europeos (Sp, Ab, He y Te) a los serotipos del A2-A5 y serotipo A1O. En Asia 

han sido detectados los serotipos Al, A2 y A3 (Hill y Way, 1995). 

Tabla 1.1. Clasificaciôn serolOgica de birnavirus acuáticos (Hill yWay, 1995) 

Nombre del Virus Abreviatura Origen Serotipo 
Serogrupo A 
West Buxton (ATCC VR-877) WBa EEUU Al 
Spjarup (ATCC VR-1318) SF Dinamarca A2 
Abild (ATCC VR-1319) Ab Dinamarca A3 
Hecht (ATCC VR-1330) He Alemania A4 
Tellinab (ATCC VR-1321) Te (TV-2) Reino Unido A5 
Canada 1 (ATCC VR-1 322) Cl Canada A6 
Canada 2 (ATCC VR-1 323) 02 Canada A7 
Canada 3 (ATCC VR-1324) C3 Canada A8 
Jasper (ATCC VR-i 325) Ja Canada A9 
Norway NI Noruega AlO 

Serogrupo B 
Tellinavirusb TV-i Reino Unido Bi 

a _.. - -  --------- 1: AA IAI..L fl....S...... fl..LI ..'.lfl flflfl 
rLUI AI1I I CII II II 11)0 LI 0 OUL)LII)IJO UII 0I LILI1J r I. V V0L LJUA(1.)I I, LJUI II y Vi 

b Del molusco bivalvo marino Tellina tenuis. 

1.1.2. Organización genómica de IPNV 

Los birnavirus acuAticos presentan similitudes en morfologia y propiedades 

bioquimicas y biofIsicas. Los viriones de IPNV presentan las caracteristicas tIpicas de 

Ia familia Birnaviridae. En Ia siguiente figura se esquematiza Ia smntesis proteica viral 

por parte de los dos segmentos de RNA de doble hebra del birnavirus IPNV. 
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Segmento A (3,1 kb) 

ORF 1A 

vp1 ORF 2A 

vp1 

57, 

VP5 Poliproteina 

pVP2 VP4 VP3 
I 4214 455'456 4 A 

VP2 
I LII U U 

S487 I 

Segmento B (2,9 kb) 

vp1 ORFI 

/p1 

v1 7 

Figura 1. Organizacion genOmica de IPNV. El segmento A contiene dos OREs que 

codifican Ia protelna VP5 y la poliproteina viral, respectivamente. La poliprotelna es procesada 

cotraduccionalmente dando lugar a las proteinas pVP2, VP3 y VP4. pVP2 se autoprocesa 

postraduccionalmerite en su extremo carboxilo terminal para dar lugar a Ia forma madura VP2. 

El segmento B contiene un ünico ORF que codifica Ia RpRd, VPI. 

El genoma de IPNV está formado por dos segmentos de RNA de cadena doble 

(dsRNA) de 3,1 kb (segmento A) y 2.9 kb (segmento B) (Muller et al., 1979; Muller y 

Nitschke, 1987) con regiones no codificantes (UTR) en los extremos 5' y 3' (Figura 1). 

El segmento A contiene dos marcos abiertos de lectura (ORFs) parcialmente 

solapantes. El primero de ellos codifica Ia proteina no estructural VP5 (145 aa, 17 

kDa), una protelna citolItica de membrana (Lombardo et al., 2000) que, aunque 

dispensable para Ia replicaciOn del virus en cultivos celulares (Mundt et al., 1997), es 

importante en Ia patogénesis in vivo, ya que está implicada en Ia liberaciOn y 

dispersion de Ia progenie viral (Yao et al., 1998; Lombardo et al., 2000). Se ha descrito 

que esta protelna inhibe Ia apoptosis en los estadios iniciales de Ia infecciôn (Liu et al., 

2006). El segundo ORF codifica una poliprotemna de 107 kDa (972 aa) que se 
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autoprocesa proteolIticamente dando lugar a las protemnas pVP2 (508 aa, 54 kDa), 

VP4 (225 aa, 25 kDa) y VP3 (237 aa, 28 kDa) en un proceso cotraduccional mediado 

por Ia propia VP4 (Lejal et al., 2000; Petit et al., 2000). Inicialmente, se propuso que 

VP4, Ia proteasa de los birnavirus, utilizarla un mecanismo catalitico mediado por 

residuos de serina y lisina conservados en su centro activo, lo que Ia diferenciaria de 

otras proteasas virales (Birghan et al., 2000; Lejal et al., 2000; Petit et al., 2000). La 

reciente resoluciôn de Ia estructura cristalina de Ia protelna VP4 de varios miembros 

de Ia familia (Feldman et al., 2006; Lee et aL, 2007; lmajoh, 2007), ha confirmado Ia 

validez de dicha hipótesis, asi como Ia homologia estructural con otras proteasas con 

una diada catalItica Ser/Lys coma Ia proteasa bacteriana Lan (Botos et al., 2004; 

Botos et al., 2005), las proteinas de respuesta a dana en el DNA LexA (Luo et al., 

2001) y UmuD' (Peat et al., 1996), o el represor ci del bacteriOfago A (Bell et al., 

2000). pVP2 es Ia forma precursora de de Ia protelna estructural de Ia cápsida, VP2. 

Los 74 residuos carboxilo terminales de pVP2 son procesados para dar lugar a Ia 

forma madura, VP2 (442 aa, 48kDa). En cualquier caso, el proceso de maduraciôn 

requiere el ensamblaje de Ia cãpsida viral (Chevalier et 3/., 2002) y los pequenas 

polipéptidos generados quedari retenidos en las particulas virales (Da Costa et al., 

2002). Dichos péptidos poseen Ia capacidad de desestabilizar membranas (Chevalier 

et al., 2005; Galloux et al., 2007). Al igual que ocurre en los procesos morfogeneticos 

de otros sistemas virales (Gallagher y Rueckert 1988; Zlotnick et al., 1994; 

Schneemann et al., 1998), este proceso de maduración proteolItica podrIa conferir 

irreversibilidad al ensamblaje de Ia cápsida. VP3 es una proteina multifuncional ya que 

además de su interacción con VP2 durante el proceso de morfogénesis de a cápsida, 

está implicada en multiples interacciones con otras componentes estructurales del 

virión. VP3, interacciona con Ia RNA polimerasa RNA dependiente (VP1) y con el 

dsRNA viral (Lombardo et a/.,1999; Tacken et al., 2002; Maraver et a/., 2003a; Maraver 

et al., 2003b). 

El segmento B contiene un (mica ORF que codifica Ia RNA-polimerasa RNA-

dependiente (RpRd), una proteina de 97 kDa (845 aa) (Magyar et al., 1998; Muller y 

Nitschke 1987; Morgan et al., 1988; Van Einem et al., 2004) (Figura 2). Al igual que las 

polimerasas de otros virus dsRNA, VPi cataliza tanto Ia transcripciOn coma Ia 

replicaciOn del genoma viral (Spies et al., 1987; Xu et al., 2004; Pan et al., 2007). 



La heterogeneidad de cuasi-especies y caracterIsticas de mutaciOn rápida de IPNV 

han sido estudiadas con huella digital de RNA, lo que ha revelado Ia existencia de tres 

grupos. Además, se ha podido establecer que IPNV Sp representa una ruta evolutiva 

diferente de aquellos grupos IPNV Ab y el VR 229. Algunas relaciones moleculares 

podrIan estar correlacionadas con caracteristicas biologicas (par ej.: lInea celular, 

replicación adaptativa a alta temperatura; Hsu et al., 1995). También se ha realizado 

una comparación filogenética de secuencias aminoacidicas deducidas de Ia region 

codificante de VP2 de 28 birnavirus acuáticos incluyendo cepas del serogrupo A, la 

que revelO 5 genogrupos con varios genotipos. Los virus más divergentes exhiben una 

similitud del 81,2%. Los genogrupos basados en el ORF entero de VP2 generalmente 

son correlativos con el origen geográfico y clasificaciOn serolOgica (Nicholson, 1993). 

Investigaciones del gen VP2 par reacciOn en cadena de polimerasa (FOR) y análisis 

de grupos por restriction fragment lenght pal/morphism (RFLP) agrupO 17 aislados 

asiáticos (todos serotipos A3) en cuatro grandes genogrupos. Los grupos basados en 

Ia variación del gen VP2 son correlativos con Ia clasificaciOn serologica basada en el 

patron de reacciOn del anticuerpo monoclonal especifico VP2 (Lee et al., 1996). Sin 

embargo, Ia caracterización del pequeño ORF del segmento genOmico A de 20 cepas 

de IPNV revelO tres grandes genotipos. De acuerdo con Ia correlaciOn entre Ia 

clasificaciOn serolOgica y genOmica, mãs de 10 serotipos del serogrupo A son de 

hecho subtipos. El serotipo A4 (IPNV aislado en Alemania; Ahne, 1978b) difiere de los 

otros serotipos del serogrupo A (Heppell et al., 1995b). Una variante del gen de Ia 

protelna verde fluorescente (GFP) expresada en una Ilnea celular de peces, mostrO 

una dinámica de cambios morfologicos no tipicos de células apoptOticas durante Ia 

infecciOn de IPNV (Hong etal., 1999b). Asimismo, inducciOn de Ia proteina antiviral Mx 

par interferon (IFN) protege contra IPNV en células CHSE- 214 (Nygaard et al., 2000). 

Diferentes vacunas de IPNV han sido establecidas: una vacuna inactivada usada en 

Noruega, una vacuna atenuada y una vacuna recombinante disponible en Noruega 

basada en la protemna VP2 de Ia cepa Ni (Frosty Ness, 1997; Pettersen, 1997; Frost 

et al. 1998). IPNV ha sido clasificada coma una enfermedad de significancia para Ia 

Ouicina Internacional de Epizootias (OlE). 

1.1.3. Estructura de Birnavirus 

Las particulas virales de RNA de doble hebra (dsRNA) son maquinarias de 

transcripción complejas. El genoma de estos virus ha sido escondido de los 

mecanismos de defensa celular en todos los pasos del ciclo de vida viral (Pous et al., 
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2005). La cápside de virus de dsRNA estã generalmente formada por una capa de 

proteinas que despliegan una simetrIa icosaédrica (Caston et a!, 1997). 

A continuaciôn se esquematiza el proceso de ensamble de las particulas infectivas 

(viriones) de los birnavirus, propuesto para IBDV por Chevalier et al. (2002). 

VP2 

VP2 

9 # o 
P3-gJ4A PVP2 I 

Figura 2: Esquema de ensamblaje del virus IBDV. (Chevalier et al., 2002) 

Segün Bottcher y colaboradores (1997) de las 780 subunidades encontradas en Ia 

parte exterior de Ia cápside, forma 260 unidades triméricas, que se encuentran en 5 

diferentes formas y marcadas como a, b, c, d y e; como se observa en Ia figura 3. Una 

clase de trimero (clase e) se encuentra estrictamente en el eje de 3 veces en toda Ia 

particula y está en contacto directo con otros tres trimeros vecinos (clase d). Otros 

trimeros hacen pares unidos (por ejemplo a-b y c-c) asemejando una corbata de mono 

(huma), mientras que entre los trimeros c y d existen espacios entre ellos y 

particularmente entre los trimeros a que se encuentran cercanos al eje de 5-veces. La 

unidad asimétrica de Ia estructura consta de un tercio del trimero (clases a a d), 

formando un total de 13 unidades. 

6 b 

L:J:5  5 

Figura 3: Mapa tridimensional del birnavirus, lBDV. (a) Vista del eje de 2-veces de toda Ia 

particula. Son marcados los ejes de 2-, 3- 5-veces y el eje local 6-veces, el patron indica 

claramente una arquitectura T = 13. (b) Close-up de Ia particula vista en el eje de 3-veces, se 

muestra Ia naturaleza del trimero agrupado ensamblado observado desde fuera. Cinco clases 

simétricamente diferentes de trimero son indicadas con las letras a - e. 
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Las distancias inter-triméricas están correlacionadas con el radio esférico en que las 

unidades se encuentran. Además de esto Bottcher y colaboradores encontraron que Ia 

cápsida no es isométrica, con las unidades triméricas (clase a) que rodean el eje de 5-

veces que se extiende a un radio de 36 nm, las unidades (clase e) en el eje de 3-veces 

se extiende a un radio de 33 nm, y las unidades (clase c) cercanas at eje de 2-veces 

se extienden a un radio de 33,5 nm. La superficie de los trImeros se extienden hacia 

fuera en cerca de 4 nm de una fina cascara (Ia cápsida), casi continua, lo cual cierra 

los agujeros de los lugares cercanos a los ejes de 5- y 6-veces. Lugares (eje 5-veces) 

los cuales son señalados por Prassad (1996) para otros virus (rotavirus, bluefongue 

virus) como una especie de poro por donde pasan transcritos de RNAs mensajeros, 

que son exportados fuera de la cápsida. La cascara continua es curva en Ia mayorIa 

de las regiones, pero es fuertemente doblado en los ejes de 5-veces. Esto podrIa 

señalar que esta regiOn confiere una salida y/o entrada de pequenas moléculas a 

través de Ia cápsida. 

La linea de Ia cápsida al unirse en Ia vecindad de los ejes de 5-veces a través de eje 

de 2-veces Ia posiciOn es casi recta (Fig. 4.a), por Ia que Ia cápsida tiene la forma de 

un icosaedro pero con caras ligeramente curvadas. 

Figura 4: Dibujos de secciôn que muestran Ia superficie interna de Ia cãpsida de IBDV vista por 

el eje de 2-veces (a) y el eje de 5-veces (b). Un conjunto de estructuras en forma de Y indica el 

embalaje del trimero agrupado en subunidades, excepto en las posiciones cercanas al eje de 

5-veces. El segmento ecuatorial en el panel a (el más cercano al espectador) contiene los ejes 

de 2-y 5-veces como se indica. En el panel b, el barde que rodea Ia cavidad pentagonal en el 

eje 5-veces es claramente visible. 

En Ia superficie interna de Ia cápsida, las unidades triméricas aparecen como una 

forma de Y caracterIstica, que sobresalen de Ia cubierta (Fig. 4.a). Solo hay 200 de 

estas estructuras con caracteristicas en forma de Y, que podemos encontrar cercanos 

a los ejes de 2- y 3-veces. Ademãs podemos encontrar 60 puestos más, cercanos al 

eje de 5-veces que parecen estar ocupados por material que le hace un cerco 
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alrededor de la cavidad ubicada en el eje de 5-veces (Fig. 4.b). Asimismo, en las 

secciones correspondientes a Ia cara interna de Ia câpsida (26 a 27 nm), las 200 

estructuras con forma de Y son claramente visibles. Sin embargo, el material que 

rodea inmediatamente el eje de 5-veces tiene una apariencia diferente, indicando que 

las 60 estructuras que presentan forma de Y ocupan estas posiciones, son muy 

distorsionadas o que estos sitios estarian ocupados por una proteina diferente. 

Segün lo publicado por Pous y col. (2005), los 2 birnavirus, IBDV y IPNV presentan 

una geometrIa icosaédrica con triangulaciOn = 13. Y solo VP2 es Ia proteina que 

conforma Ia estructura externa de Ia cápsida. 

1.1.4. Protemnas Virales 

Como se ha mencionado anteriormente, IFNV necesita procesar sus propias proteinas 

para poder hacerse infectivo. Además de poseer 5 proteinas principales, entre ellas 

VP2, VP3 y VP4 presenta una serie de péptidos resultantes del procesamiento de Ia 

poliproteina. Dada Ia importancia de cada proteina y debido a que presentan 

diferencias estructurales y funcionales entre ellas a continuaciôn se detallarân sus 

caracteristicas principales. 

1.1.4.1. VP1: RNA polimerasa-RNA dependiente 

Muchos virus de RNA y DNA, como lo son adenovirus, poliovirus y birnavirus, usan 

moléculas partidoras para iniciar su sintesis de RNA (Pan et al., 2007). 

El extremo 5' del genoma de birnavirus está unido covalentemente al grupo hidroxilo 

de Ia serina de Ia RNA polimerasa RNA-dependiente (RdRp) VP1, a través de un 

enlace fosfodiester (Villanueva et al., 2004). Moléculas libres de VP1 también se 

encuentran en el viriOn, las que posiblemente se autoguanililen, produciendo VP1-

pGpG, que es subsecuentemente usado como partidor para iniciar Ia replicaciOn y 

transcripción viral (Pan et al., 2007). 

El sitio activo de esta serin-proteasa, contiene sOlo dos residuos de aspartato, a 

diferencia de otras enzimas de Ia misma familia, otra inusual caracteristica de ésta 

polimerasa RNA-dependiente. La superposiciOn de Ia estructura tridimensional de un 

complejo en transcripción de VP1 muestra que los residuos cataliticamente 

importantes asumen Ia misma posiciOn y similar conformaciOn que una polimerasa 

tIpica (Pan et al., 2007). 
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Sin embargo, los virus dsRNA de birnavirus presentan caracterIsticas como 

organizacion genómica, estrategia de replicación, estrategia de codificado de Ia 

poliprotelna y plegamiento de Ia cápsida, tipo virus de hebra simple positiva de RNA 

(+ssRNA; Tao et al., 2007). 

SegUn Hong-Tao (2004), se evidencia que rVP1 clonados, expresados y purificados 

poseen capacidad de auto-guanilizarse, además de tener Ia habilidad de agregar un 

segundo GMP para producir VP1-pGpG siendo esto una caracteristica inherente del 

polipéptido. 

El análisis de productos de VP1 clivados quimica y proteolIticamente y marcados con 

una sonda, permitiO mapear Ia union de VP1 aI nucleOsido en el fragmento 160GSY164. 

de VP1 de IPNV, encontrándose finalmente que la serina en Ia posiciOn 163 es 

necesaria para Ia uniOn al ácido nucleico (Hong-Tao et al., 2004). Además, esta 

secuencia fue encontrada repetida en los tres géneros de Birnavirus (Hong-Tao et al., 

2004). 

Se conoce el modelo general de las RNA polimerasas RNA dependientes (Ortin y 

Parra, 2006) las que presentan una estructura comUn: con forma de una mano 

derecha; con dedos, palma y pulgar, como sus subdominios, siendo ésta Ia estructura 

formada por VP1 de IPNV. 

Se destaca el estudio presentado por Pan et al. (2007) que presenta Ia estructura 

tridimensional de Ia polimerasa de IBDV, en donde se encontraron tres caracteristicas 

destacables dentro de todas las polimerasas: primero, que VP1 de los birnavirus 

adopta una topologla (mica de sitos activos, que une cinco motivos esenciales de RNA 

polimerasas, en un orden inusual, C-A-B-D-E para formar un sitio catalitico activo 

conservado. Segundo, el motivo altamente conservado entre polimerasas virales: GDD 

en birnavirus es reemplazado por ADN en VP1 de IBDV y tercero, que el lugar Ser-

166, putativo para Ia guanililaciOn está localizado a aproximadamente 23A del sito 

activo de polimerasa. La VP1 de birnavirus también presenta caracterIsticas 

destacables, como por ejemplo el hecho de que Ia guanililaciOn de VP1 es 

independiente de RNA, asimismo, se ha determinado que Ia protelna activa, 

denominada VP1c (por el nUcleo de VP1) corresponderla a Ia secuencia aminoacidica 

de 19-810, manteniendo Ia actividad polimerasa, similar a Ia proteina completa de VP1 

(Pan et al., 2007). 
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1.1.4.2. VP2: Proteina Mayor de Ia cápsida 

En estudios de Ia morfologla de IPNV, se han encontrado dos tipos de particulas 

virales, A a provirióri, que es Ia primera particula detectable post-infección 

simultáneamente con el RNA doble hebra, sugiriendo que el ensamble viral ocurre 

apenas se replica la doble hebra de RNA. También se ha determinado que esta 

particula no se encuentra ensamblada completamente, donde se infiere que 

corresponderIa a un intermediario en Ia morfogenesis (Villanueva et aL, 2004). Luego 

de Ia maduración de los proviriones, son producidas las particulas infectivas B 

(viriones; 3-4 horas post-infeccion) en el mismo estudio, donde se encontraron sus 

proteinas maduras y plegadas completamente (Villanueva etal., 2004). Con lo que se 

concluye que Ia mad uraciOn de las particulas A de IPNV no solo significa el adquirir Ia 

capacidad infectiva, sirio que también Ia reducciOn remarcada del diámetro de las 

particulas (Villanueva et al., 2004). Esto queda explicito en un análisis densitométrico 

realizado de las protelnas virales de ambos tipos de particulas (A y B), en doride se 

observa que las particulas tipo A poseen Ia proteina mayor de Ia cápsida VP2 en Ia 

forma no madura, pVP2, y que las particulas tipo B, solo presentan VP2 y no el 

intermediarlo pVP2. 

También se han ericontrado péptidos resultantes del clivaje de pVP2 en el extremo 

carboxi terminal, los que principalmente son 3: 

AGGRYKDVLESWA [496-508] 

AGGRYHSMA [487-495] 

WGWRDIVRGI RKVAAPVLSTLFPMAAPLIGMADQFIGDLTKTNA [443-486] y 

14 péptidos derivados de esta secuencia (Galloux etal., 2004). 

Estos péptidos identificados como parte del procesamiento de pVP2 han sido tamblén 

encontrados en los diferentes Birnavirus, y juegan un rot importante en Ia capacidad 

infectiva del virus. (Da Costa et al., 2002, 2003). 

Fueron identificados ties sitios de clivaje para el proceso de maduraciOn de pVP2. 

Previamente se propusieron dos de estos sitios de clivaje (486-487, 495-496) como 

blanco de Ia proteasa viral VP4. (Petit et al., 2000) Estos dos sitios, el sitio de clivaje 

primario en Ia uniOn pVP2-VP4, está definido como un motivo [SIT]XA.i'A. Esta 

secuencia de consenso presenta alguna similitud con Ia secuencia SKAW que se 

encuentra en a zona 442-443, sugiriendo que VP4 estarla relacionado en el clivaje 

para generar VP2 madura (Galloux etal., 2004). 



For otro lado, se detectô Ia expresiOn recombinante de VP2-truncada en células 

CHSE-214 a concentraciones de nanogramos de anticuerpo monoclonal CE4 por 

ELISA e Inmunoblot. Esta observación sugiere que el plegamiento y Ia glicosilaciOn de 

VP2-truncada serla extremadamente similar a Ia protemna viral nativa (Labus et al, 

2001). 

Se ha visto que Ia mayorIa de los anticuerpos monoclonales neutralizantes reaccionan 

con epitopes dentro de Ia proteina VP2 (Caswell-Reno et al., 1986; Christie y Ness, 

1990; Tarab et al. 1993; Frost et al., 1995; Liao y Dobos, 1995; Tarab et al., 1995), se 

han sugerido epItopes para neutralizaciOn para VP3 (Tarab et al., 1995). También se 

ha demostrado tres epitopes, dos variables y uno conservado, ubicados en el tercio 

central de VP2 (Frost et al., 1995). Es importante destacar el modelo tridimensional de 

VP2 propuesto por Coulibaly (2005) que muestra a VP2 como un trimero, en Ia que se 

identifican tres dominios, uno basal (B), otro con forma de concha (S) y un dominio 

protectivo (F), el cual ha demostrado ser el más variable entre los diferentes aislados 

de IPNV, siendo además el dominio que posee actividad inmunogénica. 

Recientemente se ha determinado el potencial electroestático de Ia superficie del 

trimero formado por VP2, en donde se encuentra un bolsillo con carga negativa, que 

podria ser un epItope funcional (Coulibaly et al., 2010). 

En resumen y con los antecedentes descritos anteriormente se seleccionarAn péptidos 

correspondientes a Ia zona de procesamiento del precursor de VP2 y las zonas de 

interacciOn entre VP2 que forman Ia triada, para evaluar su posible actividad antiviral. 

1.1.4.3. VP3: Proteina interna de Ia cápsida 

VP3 controla el ensamble del mayor polipéptido de Ia cápside VP2 (Maraver et al., 

2003; Martinez-Torrecuadrada et al., 2000; Oña et al., 2003) e interactia con ambos, 

el genoma viral (Kochan et al. 2003; Tacken et al., 2002) y con VP1 (Lombardo et al., 

1999). Adicionalmente, varios dominios funcionales de VP3 han sido mapeados y 

caracterizados (Maraver et al., 2003; Martinez-Torrecuadrada et al., 2000; Kochan et 

al., 2003; Lombardo et al., 1999). 

El estudio de Gonzalez et al. (2005) en el cual se realiza una expresión recombinante 

de VP3 con diferentes secuencias borradas, presentô que esta proteIna viral posee: un 

dominio de union al genoma (RNA-BD), un dominio de oligomerizaciOn (OlD) y un 

dominio de uniOn a VP1 (VP1-BD). Péptidos mutantes con estos dominios faltantes 

12 



demostraron Ia importancia de estos sitios para el correcto desarrollo e irifectividad del 

birnavirus IBDV, como b señala la figura 5: 

Figura 5: Expresiôn de VP3 en mutantes para polipéptidos reduce Ia replicaciOn de IBDV. El 

diagrama presenta los polipéptidos Ml, M2 y M3 que son mutantes con aminoácidos faltantes, 

expresados en rBV (Baculo Virus recombinante). Rectángulos en gris indican Ia presencia de 6-

histidinas marcadas unidas al N-terminal de los diferentes constructos para derivados de VP3. 

La parte superior del diagrama muestra el polipéptido de VP3 silvestre (257 residuos), 

indicando las posiciones de union al RNA (RNA-BD), oligomerizaciOn (OlD), y el dominio de 

union a VP1 (VP1-BD) (Fuente: Gonzalez et al., 2005) 

1.1.4.4. VP4: Ns proteasa viral 

El procesamiento proteolitico de los precursores de proteinas virales es un paso 

crucial en el ciclo de vida de Ia mayorIa de los virus que infectan célu!as eucariontes, y 

proteasas virales que son generalmente asociadas a estos eventos (Babe et al., 1997). 

La traducciôn del segmento A produce una poliproteIna y una pequena proteina, VP5. 

La poliproteina cuyo orden es NH2-pVP2-VP4-VP3-COOH, es procesada co-

traduccionalmente y clivada en las uniones pVP2-VP4 y en VP4-VP3 por VP4 (también 

Ilamada NS) con actividad proteasa asociada (Manning y Leong, 1990; Manning et al., 

1990). 

La conversion de pVP2 en VP2 considera el clivaje o clivajes de pVP2 cerca del 

extremo carboxilo como sucede con IBDV (Azad et al., 1987). Este procesamiento es 

lento y para IPNV ha sido propuesto que este proceso estaria más relacionado con 

proteasas de células del hospedero que con la acciOn proteolItica de VP4 (Dobos, 

1995). 
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En el trabajo de Petit et al. (2000), el comportamiento de Ia poliproteina alterada en las 

posiciones serina 633 y lisina 674 sugieren que VP4 podrIa usar un mecanismo 

Serina-Lisina, similar a aquella propuesta para peptidasas de senates de Escherichia 

coliy Bacillus subtilis (Nunnari et al. 1993; Paetzel eta/.,1998; Strynadka et aL, 1992; 

Tschantz et al.,1993; Van Diji et al., 1995). 

Los sitios exactos de clivaje en las uniones pVP2-VP4 y VP4-VP3 fueron determinados 

y están caracterizados por secuencias Ser/Thr-X-AIa-Ser/Ala, un motivo que muestra 

alguna similitud en sitios de clivaje con peptidasas de señales y herpes simplex virus 

(HSV; Petit et al., 2000). 

Por qué Ia expresión de Ia poliproteina in vitro o en un sistema de baculovirus sálo 

produce pVP2 sin el posterior procesamiento de pVP2 a VP2, segün to observado en 

células infectadas con IFNV? Una posible explicación es que el producto pVP2 es 

resultante de un autoclivaje de Ia poliproteina, coma un proceso intramolecular, en 

contraste con Ia conversiOn de pVP2 en VP2, que envuelve una reacciOn bimolecular. 

For lo tanto, Ia concentraciôn de pVP2 y VP4 puede influenciar dramãticamente Ia tasa 

de conversiOn en VP2 (Petit et al., 2000). 

El trabajo de Lee y Delmas (2006), en donde se señala Ia primera estructura 

cristalográfica de una proteasa viral de birnavirus, (BSNV) provee de informaciOri 

acerca del mecanismo caracterizado recientemente coma perteneciente at grupo de 

serin-prateasas que utiliza una lisina coma base general y revela Ia estructura de 

potenciales blancos de terapias antivirales, para birnavirus (Feldman et al., 2006, 

Imajoh et al., 2007). 

1.1.4.5. VP5: ProteIna dispensable 

Se ha encantrado que VP5 es dispensable para Ia virulencia y persistencia de IPNV. 

Algunos resultados muestran que VP5 no es necesaria para Ia replicaciOn viral in viva, 

y su ausencia no altera las caracteristicas de virulencia o el establecimienta de 

infecciOn permanente (Santi et al., 2005). Asimisma, Hong, (2002) encontrO un dominia 

conservado Bcl-2 en parte de Ia prateina VP5, este dominio estã relacionado con la via 

apoptOtica y que regularIa negativamente Ia inducciOn a apoptosis, sugiriendo que 

IPNV y otros birnavirus tendrian esta estrategia para regular el proceso de muerte 

celular programada, tanta en células embrionarias de peces como de ayes (CHSE-214 

y CEF, respectivamente). 
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1.1.5. Apoptosis en células CHSE-214 infectadas con IPNV 

La apoptosis es un proceso de muerte celular cuidadosamente regulado, que puede 

ser gatillado por una gran variedad de estimulos, siendo uno de éstos Ia infecciôn viral. 

Algunas caracterIsticas de Ia infecciôn viral son recanocidas por las células como 

nocivas, promoviendo una respuesta defensiva que concluye con Ia muerte celular. La 

inducción de apoptosis en Ia mayoria de los casos, es un desaflo para el éxito de Ia 

replicaciOn viral (Espinoza, et al., 2005). Sin embargo algunas veces una adecuada 

manipulaciôn de Ia respuesta apoptôtica resulta en un mecanismo de muerte celular, 

que aumenta el desarrollo del virus (Roulstori et al., 1999; Hay y Kannourakis, 2002). 

Se ha publicado que IPNV, como muchos otros virus, induce apoptosis en células 

cultivadas. Esta respuesta tue observada durante los primeros estados de 

multiplicaciôn de IPNV implicando severos daños morfolôgicos en las células 

infectadas como por ejemplo, el arredondamierito y aburbujeamiento (Hong et al., 

1999b). La expresiôn de este programa de muerte celular puede ser interpretada como 

un mecanismo de defensa de Ia célula frente a Ia multiplicación de IPNV. Sin embargo, 

Ia mayorIa de las células infectadas no presentan una respuesta apoptótica, at menos 

Ia mitad de las células infectadas no expresan señales apoptóticas en ningUn 

momenta durante Ia multiplicación viral (Hong y Wu, 2002). 

Se ha demostrado que el ensayo de Annexin V es sensible a los cambios morfológicos 

más tempranos producidos en Ia célula, y puede ser empleado como un marcador 

temprano de apoptosis, inclusive detecta apoptosis antes de Ia activaciOn de Ia via de 

las caspasas (Hay y Kannourakis, 2002). En el estudio de Espinoza et al. (2005) se 

aprovechó el dominio de Ia técnica de marcaje de las protelnas virales, donde además 

se examinaron diferentes signos de apoptosis, como el arredondamiento celular, 

condensaciOn de Ia cromatina y cuerpos multivesiculares, junta a Annexin V, 

demostrando primero que Ia apoptosis raramente precede a Ia necrosis, y segundo, 

que el porcentaje de célu!as expresando apoptosis nunca habia excedido el 12% de 

toda Ia población infectada, mientras que el porcentaje de células necrOticas habia 

alcanzado el 75% durante el transcurso de Ia infecciôn. Par otro lado, IPNV codifica 

una pequeña proteina no estructural de 17kDa denominada VP5 (Magyar y Dobos, 

1994). Esta proteina posee un dominio homOlogo al factor BcI2 (Hong et at., 2002) que 

ha sido propuesto como supresor de apoptosis, sugiriendo que IPNV ocuparia esta 

proteina para regular negativamente Ia apoptosis, permitiendo el aumento en Ia 

prod ucciôn de progenie viral. 
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1.1.6. Proceso de entrada a Ia célula 

En general el ciclo infectivo de los virus sin envoltura es bastante conocido, comienza 

con Ia absorciôn de éstos a Ia superficie celular; una vez absorbido, entra a Ia célula 

por endocitosis, para luego atravesar Ia membrana endosomal, con Ia posterior 

replicaciOn del genoma y Ia sintesis de macromoléculas (Acidos nucleicos y protemnas), 

las que son ensambladas en viriones maduros capaces de infectar otra célula blanco 

(Dimmock, 1982). 

En el citoplasma Ia transcripción de Ia doble hebra de RNA viral es realizada por Ia 

polimerasa viral y ocurre dentro del virión, de manera que el dsRNA nunca está 

expuesto aI citoplasma. El transcripto positivo es utilizado como temptado para Ia 

traducciOn de las protelnas virales. Finalmente los RNAs de cadena positiva son 

encapsidados en Ia particula viral, donde se transcribe Ia hebra negativa, las que se 

unen formando las dsRNAs (Dobos, 1995), finalmente los viriones salen de Ia célula. 

Existen evidencias que demuestran que el virus del IPN utiliza Ia via endosomal coma 

mecanismo de internalizaciOn. En estudios con microscopla electrOnica se ha 

observado a las particulas virales tanto en vesiculas de internalizaciOn como en 

compartimentos endosomales, demostrándose esto ültimo con Ia co-internalizaciOn de 

virus con ferritina catiónica (Couve ef al., 1992). 

1.1.7. SignologIa 

El IFNV causa una enfermedad aguda y contagiosa principalmente en truchas 

juveniles y peces salmonideos (Novoa et. aL, 1995). La susceptibilidad generalmente 

disminuye con Ia edad, a excepciOn del Salmon Atlântico (Sa/mo salar), el cual puede 

sufrir Ia enfermedad tempranamente desde que es transferido al agua de mar (Disease 

of Fish, 1995). 

Los signos de un salmOn enfermo aparecen usualmente en forma progresiva, 

incrementándose diariamente Ia mortalidad. Los signos cilnicos incluyen pigmentaciOn 

oscura, una pronunciada distensiOn abdominal, exoftalmia, a veces hemorragias en el 

area ventral. Internamente aparecen multiples petequias en el area pilOrica; el hIgado y 

pancreas estAn pãlidos. El tracto digestivo estâ habitualmente sin comida y un mucus 

de apariencia blanquecina aparece en el estOmago e intestino anterior. Ademãs, se 

puede observar un particular nado en espiral (Amos, 1985; OlE., 1995). 
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La mortalidad acumulada, en peces en cultivo, puede variar desde el 10% a más del 

90%, dependiendo de una combinaciôn de factores, como Ia cepa viral, huésped y el 

medio. Esta elevada mortalidad en peces jóvenes afecta en forma significativa Ia 

productividad de las empresas de cultivo de peces, y por ende tiene un indiscutible 

impacto econOmico a nivel mundial (Huang, 1986). 

1.1.8. Huéspedes susceptibles y distribuciOn geográfica 

Como se ha mencionado anteriormente, los birnavirus acuáticos son los virus que 

presentan mayor rango de acciOn, con representantes que infectan a numerosas 

especies de peces, donde se destacan los peces salmOnidos, como por ejemplo, 

Trucha arcoiris (Oncorhyncus mykiss), Trucha de No (Salvelinus font/na/is), Trucha 

café (Salmo trutfa), Trucha de lago (Salvelinus namaycush), Salmon atlántico (Salmo 

sa/ar), SalmOn coho (Oncorhyncus kisutch), y numerosos invertebrados y peces 

marinos como anguilas (Anguilla an gui/la, An gull/a japOnica), pez rayado, tilapia 

(Tilapia mos.sambica), moluscos marinos y algunos crustáceos de las costas europeas 

y japonesas (Amos, 1985; O.l.E, 1995; Brown, 1986; De Kinkelin et a/., 1985). En 

consecuencia, de acuerdo con las regiones o habitats de las especies mencionadas, 

se considera al virus IPN endémico en muchas partes de America, Europa y Asia, no 

siendo excluyente para nuestro pais. (Roberts y Shepherd, 1986). 

Recientemente, un IPNV cercanamente relacionado con IPNV fr2l y Ni fue detectado 

por primera vez en Australia (Crane et a/., 2000). 

1.1.9. Vias de transmisiOn 

El IPNV es transmitido via fecas, secreciones urinarias y sexuales de peces 

infectados, Por este motivo puede ser transmitido verticalmente via ovas. Los estudios 

de factores que afectan Ia transmisiOn y los brotes de IPN indican que los iodOforos 

usados como desinfectantes durante procesos de fertilizaciones artificiales no 

erradican completamente Ia infectividad de IPNV (Anhe et al., 1989). El virus también 

es transmitido horizontalmente, peces sobrevivientes a brotes de IPNV se transforman 

en vectores y pueden portal el virus todo eltiempo de vida (Hill, 1982; Wolf, 1988). 

IPNV puede ser transmitido también por las fecas de ayes piscivoras (McAllister y 

Owens, 1992). 
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1.1.10. Diagnosis 

Los métodos estándar para Ia deteccián de los birnavirus acuáticos requieren de Ia 

inoculaciôn de cultivos celulares (in vitro) con extractos crudos de tejido del pez (Bols, 

1991; Mallipeddi et at., 1990). Una vez que el virus ha sido aislado (Olesen et al., 

1988), es identificado mediante ensayos de neutralizaciOn de infectividad con 

antisueros monoclonales y policlonales (Kusuda et a/.,1993; Hedrick et al., 1985; 

Nicholson, 1993). También es posible identificar un virus en particular al contar con 

anticuerpos especificos para protelnas codificadas por el genoma de dicho virus 

(Magyar y Dobos, 1994; Mundt et al., 1995; Tarab et al., 1993). 

Recientemente se han descrito ensayos de reacción en cadena de polimerasa (PCR; 

Blake et al., 1995; Shankar et al., 1994), aplicables a Ia detecciOn de birnavirus 

acuáticos, ya que el conocimiento de sus secuencias nucleotIdicas ha permitido 

desarroUar iniciadores especIficos que permiten identificar todos o Ia gran mayoria los 

serotipos de un grupo de virus que presentan grandes regiones genômicas 

conservadas (Blake et al., 1995; Shankar et al., 1994; Duncan y Dobos, 1986; ver 

Figura 6). 

2005 
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2006 
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1998 RI PCR ELISA Cultivo Celular + Genotipificación Cuantitativo 

Cultivo Celular nmuoo- 2005 Arreglos 
Iluorescencia linuno- Genéticos 

histoquinilca 

1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 

1997 2006 

Figura 6. Técnicas de Diagnóstico para IPNV. Fuente: AquagestiOn S.A. 
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1.1.11. Persistencia y estado vector 

Por lo general, menos del 10% de las células sobreviven a las infecciones con aislados 

de IPNV muy virulentos (Hedrick et al., 1978). Hedrick demostrO que IPNV puede 

establecer una infecciôn persistente en cultivo celular (Hedrick et al. 1978), y el tItulo 

del virus en cultivos persistentemente infectados es de io TClD50/ml, mientras que el 

tItulo en una infecciôn aguda I utica es tipicamente alrededor de 108  TClD50/ml, 

dependiendo de Ia linea celular utilizada (Hedrick et al., 1978). 

Células persistentemente infectadas fueron creadas por aislamiento y crecimiento de 

células CHSE que sobrevivieron a una infección por virus IPN. Las células rescatadas 

tuvieron una infecciOn no Utica con un rendimiento de virus en el sobrenadante de 103  

- 105  TCID50/ml, parecido a lo que se puede encontrar en una infecciOn persistente in 

vivo (Bootland et al., 1986). Es por esta razón que Ia poblaciôn resistente a Ia infecciôn 

queda infectada pero asintomática, distribuyendo Ia enfermedad horizontalmente. 

La persistencia de las células infectadas implica Ia activación de mecanismos para 

suprimir una carga viral normal, manteniendo asi el nümero de particulas de virus en 

baja proporciôn. Alternativamente, et virus podria haber adquirido una estrategia para 

mantener baja Ia tasa de replicación con el fin de escapar o reducir al minimo las 

respuestas inmunes del anfitriôn. (lnderjit et al., 2010) 

La hibridaciOn substractiva realizada a cultivos persistentes con IPNV demostrô una 

sobre regulación de genes implicados en Ia degradaciOn de las protelnas virales y 

genes implicados en Ia irihibicián de Ia traducciôri. Lo que se traduce empiricamente 

en una disminución en Ia carga de las partIculas infectivas liberadas al medio (lnderjit 

et al., 2010). 

1.1.12. Situación Nacional 

El virus del IPN es un problema para Ia salmonicultura a nivel mundial y fue aislado en 

Chile el año 1984 (McAllister y Reyes, 1984; Espinoza et al., 1985) después de 

numerosos brotes del virus en Ia etapa de agua de mar (Figura 7), especialmente en 

salmon Atlántico (Sa!mo salar); el patOgeno pudo ser mitigado gracias a exitosos 

programas de vacunaciOn intraperitoneal. La primera vacuna intraperitoneal contra 

IPNV fue comercializada por Novartis Chi!e S.A. en 1999, posteriormente se han 

desarroUado diferentes presentaciones de vacunas inactivadas o recombinates, por 

parte de los grandes laboratorios farmacéuticos implicados en el area. No obstante 
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dicho avance, los peces más pequeños parecieran seguir desprotegidos, siendo 

justamente esa etapa donde Ia enfermedad ain causa bastante mortalidad. 

En cuanto a su diseminaciOn, Ia enfermedad se encuentra en Ia mayor parte de los 

lugares en que hay salmônidos nacionales y está presente en cerca del 80% de los 

peces que se cultivan en el pals. Par otra parte, se estima que en Ia etapa previa a Ia 

vacunación, las pérdidas a nivel de Ia industria, deben Ilegar cerca del 15-20% 

(Constantino Siderakis, Novartis Chile S.A). También existen aproximaciones respecto 

at alcance en agua dulce, que puede estar entre un 10-25% y en agua de mar entre un 

2-10%, dependiendo de Ia virulencia que afecte at plantel (Samuel Valdevenito, G.G., 

VeterquImica Ltda.). 

En cuanto a los montos invertidos por Ia industria para mitigar los efectos de esta 

enfermedad hay bastante más coincidencia entre los nümeros, que corresponderian al 

costo de vacunas, screening y bioseguridad. La salmonicultura nacional estarla 

destinando entre US$ 10 - US$ 12 millones anualmente por concepto de vacunas 

contra IPNV (Aqua, 2006). Con respecto a Ia inversion por concepto de screening, las 

opiniones son variadas y van desde los US$ 250 mil hasta US$ 1,2 millones. El 

desacuerdo probablemente tiene su origen en que no hay unanimidad acerca del 

nümero de reproductores existentes, Ia metodologla utilizada, Ia cantidad de p00/es y 

el valor de cada análisis. 

1994 
Primer Diagnóstico 1999 2001 2003 

0. mykiss Serotipo SP RESA PSG ManOjo 
Lago Serotipo VR299 Reproductores 

Va(uas Moroa1entes Baefle 

1984 1985 1986 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 

1983 1987 1995 2005 

Figura 7. Hallazgos de IPNV en el tiempo. Fuente: Aquagestion S.A. 

Varios especialistas coinciden en que considerando que Ia mayor mortalidad en agua 

dulce se presenta en aquellos peces que no pueden ser vacunados 

intraperitonealmente, las vacunas orales y por inmersiOn podrian ser Ia soluciOn a Ia 

encrucijada que enfrentan los productores. Par otro lado, las acciones más 

significativas que se estãn realizando para prevenir IPNV son: uso de vacunas, inmuno 

estimulantes y aditivos en las dietas, asi como el incremento en los niveles de 

bioseguridad en las compañias, los análisis de peces y los programas de screening. 
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Es importante notar que los antecedentes expuestos en Ia "situaciOn nacional" 

corresponden a datas de empresas privadas, con lo que se presenta algün sesgo de la 

situaciôn real; sin embargo, Ia información al respecto solo tue encontrada en revistas 

del sector acuicola nacional (Aqualloticias). 

1.2. PEPTIDOS 

Se considera péptido a secuencias menores de 100 aminoácidos. Los péptidos 

funcionan coma neurotransmisores, neuromoduladores y hormonas en Ia transducciOn 

de señales mediada par receptores. Asimismo, más de 100 péptidos son reconocidos 

con funciones en el sistema nervioso central y periférico, en procesos inmunolOgicos, 

en el sistema cardiovascular y en el intestina. Ademãs los péptidos influencian Ia 

comunicaciOn célula-célula mediante su interacciOn con receptores y están incluidos 

de un gran nümero de procesos bioquimicos, como el metabolismo, dolor, 

reproducciôn y respuesta inmune (Sewald y Jukubke, 2002). 

El aumento en el conocimiento del modo de acciOn de péptidos bioactivos ha 

incrementado el interés de Ia farmacologla, Ia ciencia médica y Ia biotecnologia par 

este tipo de compuestos. El aislamiento y aplicaciOn dirigida de este tipo de 

substancias endOgenas camo drogas potenciales, ha ganado importancia, 

principalmente para el tratamiento de procesos patolOgicos. Es por esto que nuevos 

métodos basados en péptidos para una serie de enfermedades, donde estos péptidos 

jueguen un rol funcional, podrán servir de herramienta para el desarrollo de nuevas 

terapias. 

En los ültimas 20 años, se ban diseñado péptidos coma herramienta innovadora y 

curativa para diferentes enfermedades de humanos (Patarroyo M.E. et al., 1988) y de 

animales (Patarroyo J.H. et al., 2002). presentándose coma una alternativa real en el 

tratamiento de diversas enfermedades, coma es el caso del sindrome de Ia 

inmunodeficiencia humana VlH, el virus de Ia hepatitis C, Ia influenza, el ratavirus y el 

alzheimer, entre otras. 

Los péptidos antimicrobianos catiOnicos san generalmente definidas coma de menos 

de 50 residuas de aminoácidos con una carga promedia positiva, canferida par Ia 

presencia de multiples residuas de lisinas y argininas, y una sustancial proporciOn 

(50%) de residuas hidrofObicas, principalmente de los grupos hidrofObicos de las 

cadenas laterales, coma prolina, fenilalanina y triptOfano. Estas péptidos pueden 

poseer actividad antimicrabiana cantra bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, 
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hongos (Mohammad et al., 1995) y protozoos (Aley et al., 1994) y exhiben 

concentraciones inhibitorias mInimas a 0,25-4 microgramos/ml (Hancock and Lehrer, 

1998). Ciertamente los péptidos catiônicos han demostrado inhibir Ia replicaciOn de 

virus envueltos, como influenza A virus (Murakami et aL, 1991), el virus de Ia 

estomatitis vesicular virus (VSV) yet virus de Ia inmunodeficiencia (HIV-1) (Masuda et 

al., 1992). Los péptidos catiónicos pueden poseer actividad anticancer (Johnstone et 

al., 2000) o promover Ia cicatrizaciôn de heridas (Gallo et al., 1994). Estudios recientes 

han indicado también a péptidos catiônicos con el rol de efectores en Ia respuesta 

inmune innata. Estas son propiedades que hacen a los péptidos catiônicos como 

excelentes candidatos para agentes terapéuticos. 

Interesantemente, los péptidos cortos catiónicos caen en el emergente campo de 

péptidos que penetran células (CPP). Estos péptidos consisten en pequenas 

secuencias de aminoácidos que contienen una gran carga positiva neta que hacen 

posible Ia penetraciOn de casi cualquier célula, acarreando inclusive grandes 

proteInas, o oligonucleôtidos y drogas (Jarver y Langel, 2006). Desde hace ya 10 años 

de su descubrimiento, Ia forma de cômo ellos manejan Ia translocaciôn a través de Ia 

membrana aCm no es resuelta. Recientemente ha sido descubierta Ia posibilidad de 

una via independiente de energIa que traspasa los conceptos fundamentales 

asociados con las interacciones con proteinas de membrana (Herce y GarcIa, 2007). 

Hace una década fue reconocida per primera vez que Ia protelna recombinante TAT 

de HIV-1 es tomada por las células (Frankel y Pabo, 1988) y unos pocos años 

después Ia secuencia minima responsable de Ia entrada a las células se redujo a 11 

aminoácidos (YGRKKRRQRRR) (Vives et al., 1997). Durante el mismo perlodo, fue 

encontrada otro fragmento derivado de la Drosophila Antennapedia homeodomain 

(RQIKIWFQNRRMKWKK), también Ilamada penetratina, con propiedades similares 

(Derossi et al., 1996). Estos dos descubrimientos han estimulado nuevas 

investigaciones que Ilevaron a concluir acerca de esta familia de péptidos. Diez años 

han pasado desde entonces y varios otros COP han sido descubiertos, algunos de 

ocurrencia natural, como Ia penetratina, y otros péptidos sintéticos como "transportan". 

El denominador comUn para todos estos péptidos ha sido el nümero significante de 

aminoacidos como arginina y lisina (Futaki et al., 2001; Futaki et al., 2002). 

El parecido entre los CPP y los péptidos antimicrobianos es muy fuerte. De hecho, los 

péptidos antimicrobianos son tamblén cargados y pueden utilizar mecanismos 

similares para Ia formación de poros. 
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1.2.1. SIntesis de péptidos en fase sólida 

La sintesis de péptidos en fase sôlida (solid phase peptide synthesis, SPPS), descrita 

inicialmente por Merrifield (1963), es Ia mejor tecnologIa y más madura para Ia sintesis 

péptidos de pequeño a mediano tamaño (Guzmán et al., 2007). La SPPS consiste en 

Ia elongación de Ia cadena peptidica unida a una matriz sôlida por Ia adiciOn sucesiva 

de amino ácidos que son unidos en el enlace amida (péptido), entre el grupo carboxil 

del amino ácido entrante y el grupo amino del amino ácido previamente unido a Ia 

matriz, hasta que el péptido de secuencia y largo deseado haya sido sintetizado 

(Nilsson et al., 2005). 

La SPPS ha sido Ilevada a cabo bajo dos grandes esquemas de protección, que son 

conocidos como las estrategias Boc/BzI y Fmoc/tBu (Chan y White, 2000). En Ia 

estrategia Boc/Bzl el grupo Boc (tert-butoxicarbonilo) es usado para Ia protecciOn del 

grupo amino Na y benzilo o clorohexilo para Ia cadena lateral de varios amino ácidos 

(Albericio, 2000). Las variables más relevantes en Ia SPPS, tanto en Ia estrategia de 

sintesis (Fmoc o t-Boc) son: Ia naturaleza del carrier sOlido, los agentes acoplantes y 

los procedimientos de clivage del péptido a Ia matriz sólida. 

La SPPS puede ser realizada de diferentes maneras: existen metodologias manuales 

y automatizadas disponibles para pequeña y mediana escala de sintesis de solo un 

péptido o de varios péptidos al mismo tiempo (sintesis mOltiple de péptidos). Todas las 

operaciones en Ia SPPS, llámese acoplamiento, desprotecciOn y remociOn de Ia 

matriz, se realizan en el mismo recipiente donde mUltiples pasos de lavado son 

Ilevados a cabo. A pequena escala, los reactivos son usados en excesos para 

aumentar la velocidad de reacciOn y se complete en menos tiempo; a gran escala, 

estos excesos son optimizados en térmirios de costos. 

La sIntesis manual de péptidos individuales puede ser realizada en jeringas de 

diferentes tamaños proveidas con un filtro en Ia parte inferior. La sintesis mUltiple a 

nivel micromolar puede ser realizada en celulosa funcionalizada, polipropileno o 

membranas de polivinildeno difluorido (PVDF) de acuerdo a Ia metodologia de "spots" 

desarrollada por Frank (2002). La sintesis mUltiple de péptidos Fmoc/tBu y tBoc/Bzl 

hasta nivel milimolar puede ser realizada usando Ia metodologla de bolsitas tipo de té 

(tea-bag) desarrollada por Houghten (1985), en Ia cual hasta 400 péptidos de 20 

amino âcidos o menos, pueden ser sintetizados al mismo tiempo. El sistema de 

bolsitas para Ia sintesis quimica en fase sOlida ha sido exitosamente empleada para Ia 

construcción de IibrerIas de péptidos (Houghten et al., 2000). Sin embargo éste 
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sistema es apropiado para Ia sIntesis a pequeña escala y para familias de péptidos 

como el Scan-Ala. 

La determinación de Ia estructura de un péptido puede ser realizada por dicroismo 

circular (CD) (Brahms y Brahms, 1980) y resonancia magnetica nuclear (NMR) (Rance 

et al., 1983). La determinaciOn de Ia estructura secundaria por CD puede ser hecha 

con sOlo 200 microgramos de péptido en una celda de 0,1 ml. El análisis determinará 

si el péptido tiene estructura secundaria y si Ia estructura es a- hélice (un máximo a 

193nm y dos minimos a 208 y 222nm), o hoja-3 (un máximo a 198nm y un mInimo a 

217nm). Si el péptido no tiene estructura secundaria, solo un máximo se obtendrá a 

los 211 nm. Otras estructuras relevantes en péptidos son las 13-turns, las que pueden 

dar que no tienen estructura, sin embargo tienen un espectro similar a los péptidos sin 

estructura (Guzmán etal., 2002). 

En Ia figura 8 se puede observar el esquema de smntesis empleado en fase sOlida. 

• + _1_. • 2 
NH NH

-  

AT A. 
2 

T --' 

HNA 

0x rj  

L----------- CF( 11) - 2 • c( NH 
NH2  

J

kNH 

H2N CH 
- 

NH 0H 
CH NH 

 

CH NH 

Figura 8: Esquema de sintesis en fase sOlida. resina, A: Na grupo protector en extremo 

amino, • • grupos protectores del extremo de Ia cadena. 1: Pegado del primer residuo; 2: 

desprotecciOn del grupo amino; 3: pegado del siguiente residuo (ciclo repetitivo); 4: clivaje y 

desprotecciôn de Ia cadena. 

Repetitive cycle 
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1.3 POLISOMAS 

Hasta el año 1962 se crela que las protelnas eran sintetizadas por un ribosoma libre. 

La realidad fue descubierta por Rich y coautores los que mostraron que polipéptidos 

son hechos por un grupo de ribosomas, Ilamados polirribosomas o polisomas. El 

polisoma es un complejo compuesto de un variable nUmero de ribosomas individuales, 

a los cuales podemos llamarles monosomas, los cuales permanecen unidos a una 

cadena de RNA mensajero, éste perfil de polisomas puede ser afectado exponiendo a 

las células a anâlogos de amino ácidos (Thomas y Mathews, 1984). 

Da Costa y Herculano (1997), utilizando el fraccionamiento de polisomas durante 

condiciones de estrés pudieron caracterizar el nivel de inhibición proteica en Mayaro 

virus bajo esas condiciones, un virus de RNA de hebra simple y câpside icosahédrica 

similar a IPNV. 

Con una gradiente de sacarosa podemos separar las fracciones polisomales a 

diferentes tiempos post infección y describir el perfil de transcripciôn, analizando el 

RNA de cada fracciOn polisomal, asimismo podemos analizar una parte de cada 

fracciôn para analizar Ia traducciôn centrândonos en Ia generaciOn de Ia proteina 

target mediante western b/ott. 
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1.4. Péptidos inhibidores de IPNV 

Estudios anteriores han demostrado Ia eficacia del uso de péptidos sintéticos en el 

control de ciertas enfermedades virales. En nuestro pals el virus de Ia necrosis 

pancreática infecciosa (IPNV) se ha convertido en un fastidioso patogeno que afecta 

año a año gravemente Ia industria salmonera. Por este motivo es de suma urgencia 

encontrar un método efectivo para su control. El presente proyecto de tesis se basa en 

Ia utilizaciôn de péptidos sintetizados quImicamente con elfin de inhibir el ensamblaje 

y/o atenuar Ta infectividad de IPNV en un modelo in vitro. 

La estrategia para el diseño y modelamiento de los péptidos contra IPNV contemplO el 

uso de técnicas bioinformáticas. Para ello se tomó como patron los modelos 

estructurales de VP2 existentes de los Birnavirus, y se usaron dos criterios de diseño: 

Péptidos que puedan actuar tanto en el procesamiento de VP2 para el ensamblaje del 

virus, como Ia zona de interacciOn entre VP2s que generarán las triadas que 

conformarán Ta estructura de Ia cápside, de manera que no se permita el ensamblaje 

de Ta partIcula viral. 

Para el desarrollo de la investigaciOn se cuenta con Ia experiencia de los miembros del 

laboratorlo en Ia sintesis de péptidos y modelaciOn por bioinformática, cultivo celular, 

técnicas de biologia molecular, y virologia para tratar de dilucidar los resultados 

obtenidos y el alcance de aquellos. 

Para demostrar Ia efectiva entrada de los péptidos a Ia linea celular, se marcarán los 

péptidos con rodamina, y se evaluarã via microscopla de fluorescencia, el ingreso de 

los péptidos a las células. Subsecuentemente se evaluará Ia capacidad citotáxica de 

los péptidos mediante azul tripán y MIT. Junto a esto, se determinará Ia capacidad de 

expresiOn del virus mediante un análisis cuantitativo utilizando Ia técnica de 

"transcripciOn reversa PCR tiempo real". Para obtener resultados cuantitativos en Ia 

inhibiciOn de Ia infectividad y calcular los titulos de las particulas virales en ambos 

modelos de infecciOn se realizará inmunofluorescencia semicuantitativa. 

Sumado a esto, se evaluará mediante gradientes continuas de velocidad en sacarosa, 

el perfil o distribuciOn polisomal de los cultivos infectados con IPNV sujetos al péptido y 

sin el péptido. 

Se espera que alguno de los péptidos diseñados tengan actividad interferente frente a 

Ia infecciOn por IPNV, los que sen/iran de producto base para Ia generaciOn de un 

nuevo producto profiláctico para Ia industria salmonera. 



HIPOTESIS 

Péptidos sintéticos diseñados para interferir con el proceso de ensamblaje viral 

inhiben Ia producción de IPN in vitro. 

OBJETIVOS 

3. 1. OBJETIVO GENERAL 

Establecer las bases de una alternativa profilâctica para controlar Ia infectividad 

y persistencia de IPNV in vitro mediante Ia obtenciOn de péptidos sintéticos 

interferentes. 

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS 

Diseñar y sintetizar péptidos de secuencias seleccionadas para interferir 

con Ia expresión intracelular del virus. 

Evaluar Ia incorporaciOn de los péptidos sintéticos previamente 

seleccionados a células de peces cultivadas in vitro. 

Establecer el potencial citotóxico de los péptidos sintéticos 

seleccionados. 

Definir las condiciones de infección que permitan evaluar Ia acción de los 

péptidos seleccionados. 

5.-Evaluar Ia capacidad interferente de los péptidos seleccionados en células 

infectadas de novo. 

6.- Evaluar Ia capacidad interferente de los péptidos seleccionados en células 

persistentemente infectadas. 
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4. Modelos de infección para evaluación de los péptidos 

Para evaluar el potencial interferente de los péptidos y cumplir con los objetivos 

propuestos se definieron dos modelos alternativos de infecciOn. 

Modelo 1: LInea celular persistentemente infectada CHSE-214 (LCPI). Células 

aparentemente sanas, sin embargo, producen bajas cantidades de virus infectivos en 

el medlo de cultivo. Presupone un control estricto de Ia expresion global del virus dado 

que no presenta efecto citopático detectable. Se traspasan normalmente sin perder su 

condiciôn infectiva. 

Modelo 2: Células CHSE-214 limpias, infectadas de novo (LCIdN). Esta es una 

infeccián regular, que gracias a un virus infectivo genera un efecto citopático máximo. 

Es decir, producciOn masiva de partIculas virales al medio producto de lisis celular. 
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5. PLAN DE TRABAJO 

Actividades 

Objetivo I 

• Análisis de secuencias nucleotidicas y proteicas de IPNV serotipa Sp. 

• Modelamiento de péptidos con potencial inhibitorio contra IPNV. 

• Sintesis quimica de péptidos. 

• Purificación de péptidos par RP-HPLC. 

• Caracterizacián de péptidos sintetizados par espectrometria de masas MALDI- 

TOE. 

• DeterminaciOn de estructura secundaria de los péptidos par Dicroismo Circular. 

Hito: Péptidas interferentes sintetizados y caracterizados. 

Objetivo 2 

• Marcaciôn de péptidos con maléculas fluorescentes. 

• EvaluaciOn de Ia incarporaciOn de los péptidos a las células, rnediante 

micrascopIa de fluorescencia. 

Hito: Péptidas interferentes incorparados. 

Objetivo 3 

• DeterminaciOn de la viabilidad celular a diferentes concentraciones de péptidos 

(0,1;1;10 y 100 tM) con Ia tinciOn vital Tripan Blue. 

Hito: Cancentraciôn no tóxica de péptidos definida. 
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Objetivo 4 

• Propagar Linea Celular CHSE-214. 

• Aislamiento preparativo de IF NV. 

• Titulación de IPNV. 

• Ensayos de multiplicidad de infección MOI (0,1;1;10 y 100), el modelo de 

infección de novo: 

• CuantificaciOn de transcriptos blanco (VP1 y VP2) de IPNV 

mediante RT-PCR tiempo real. 

• Normalización frente a un house keeping gene (Factor de 

Elongación Proteica). 

• CaracterizaciOn de polisomas virales y Ia sIntesis de novo de 

proteinas blanco VP1 y VP2, via mRNAs. 

Gradiente de Sacarosa fraccionada. 

RT-PCR-tiempo real. 

Western-Blott. 

• Titulaciôn de progenie viral. 

• Cuantificar transcriptos de VP2, mediante RT-PCR tiempo real, cinéticas en 

modelo de infecciôn persistente y de novo. 

Hito: Modelo y Cinética de infecciOn definida. 

Objetivo 5 

• Evaluaciôn del potenciat interferente de los péptidos sintéticos en Ia infección 

productiva, mediante: 

• Cuantificaciôn de transcriptos blanco (VP1 y VP2) de IPNV por 

RT-PCR tiempo real. 

• NormalizaciOn frente a un house keeping gene (Factor de 

Elongacion Proteica). 

• Caracterización de polisomas virales y Ia sIntesis de novo de 

proteinas blanco VP1y VP2, via mRNAs: 

Gradiente de Sacarosa fraccionada. 

RT-PCR-tiempo real. 

Western-Blott. 

Hito: Péptidos evaluados en células infectadas de novo. 
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Objetivo 6 

• Evaluar Ia capacidad interferente de los péptidos en Ia Ilnea celular 

persistentemente infectada mediante: 

• Cuantificaciôn de transcriptos blanco (VP1 y VP2) de IPNV por 

RT-PCR tiempo real. 

• Normalización frente a un house keeping gene ( Factor de 

Elongaciôn Proteica). 

• Caracterización de polisomas virales y Ia sIntesis de novo de 

proteinas blanco VP1 y VP2, vIa mRNAs: 

Gradiente de Sacarosa fraccionada. 

RT-PCR-tiempo real. 

Western-Blolt. 

Hito: Péptidos evaluados en células persistentemente infectadas. 

• Selecciôn de los péptidos con mayor actividad inhibitoria. 

Hito: Péptidos seleccionados. 
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6. MATE RIALES Y METODOS 

6.1. MATERIALES 

Reactivos Sintesis de péptidos en Fase sOlida 

• Resina 4-(2' ,4 -Dimetoxyfenil-Fmoc-aminometil-fenoxi (AM IDA 

RINK). 

• Dicloronietano, (DCM). 

• Piperidina 20% en DMF. 

• Hidroxibenzotriazol, (HOBt). 

• Tetrafluoroborato O-benzotiazol-il-N,N,N' ,N' ,tetrametiluronium 

(TBTU). 

• N,N-diisopropiletilamina, (DIEA)100%. 

• Dimetilformamida (DMF), dimetilacetamida. 

• Pentôxido de fôsforo. 

• Triton X 100. 

• 2-Propanol o isopropanol. 

Aminoácidos 

• N-Fmoc- L- Alanina H20. 

• N-Fmoc- L- Arginina (pbf). 

• N-Fmoc-L- Asparagina (trt). 

• N-Fmoc -L- Ac. Aspártico (O-Tbu). 

• N-Fmoc -L-Cisteina (Trt). 

• N-Fmoc -L- Fenilalanina. 

• N-Fmoc Glicina. 

• N-Fmoc- L- Ac. Glutámico (Otbu). 

• N-Fmoc- L-Glutamina (Trt). 

• N-Fmoc - L-Histidina (Trt). 

• N-Fmoc - L-Histidina (Boc). 

• N-Fmoc - L-IsoIeucina. 

• N-Fmoc - L-Leucina. 

• N-Fmoc - L-Lisina (Boc). 

• N-Fmoc - L-Metionina. 

• N-Fmoc - L-Prolina H20. 
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• N-Fmoc - L-Serina (Tbu). 

• N-Fmoc - L-Tirosina (Tbu). 

• N-Fmoc - L-Treonina (Tbu). 

• N-Fmoc - L-Triptofano (Boc). 

• N-Fmoc - L-Valina. 

Material BiolOgico 

Se cuenta con la linea celular proveniente de células embrionarias de Salmon 

Chinook, CHSE-214, obtenidas de ATCC (American Type culture collection), EEUU. 

Se obtuvo la linea CHSE-214-persistentemente infectada con IPNV, con el Dr. Oystein 

Evensen (Norwegian School of Veterinary Science). 

El virus, cepa NVlO15 (TT) fue suministrado gentilmente por el Dr. Oystein Evensen, 

Oslo, Noruega. 

El virus, cepa VR-299 fue suministrado por el laboratorio ADL Diagnostic, X Region. 

Medios de Cultivo 

• Medio minimo esencial Eagle (MEM) (Sigma Chemical Co). 

• Medio MEM Eagles deficiente. 

• Medio Li 5 (Sigma Aldrich). 

• Suero fetal bovino (Bio-Whittaker). 

• L-glutamina (Sigma Aldrich). 

• Gentamicina (Bio-Whittaker). 

Materiales Electroforesis Geles 

• Acrilamida (Merck). 

• N,N-metilen-bis acrilamida. 

• N,N,N',N-tetrametilendiamida (TEMED) (SERVA). 

• Persulfato de Amonio (Sigma). 

• n-butanol (Merck). 
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Soluciones 

Acrilamida/Bisacrilamida: 

• Acrilamida 30%(PN) 

• Bisacrilamida 0,8%(PN) 

• Persulfato de amonio 10%(PN) 

Colorarites reactivos y estándares para geles 

• Agarosa 

• Acido acético glacial (Merck) 

• Azul coomassie (Merck) 

• Metanol (Merck) 

• Kit de marcadores de peso molecular (Sigma Chemical Co.) 

• Bromuro de Etidio 

• Gel Red 

Tampones 

Tampon corrida (pH 8,8) 

• Trizma HCI 0,02M (Sigma Chemical Co.) 

• Glicina 0,192M (Sigma Chemical Co.) 

• Duodecilsulfato de sodlo (SDS) 0,1% (Sigma Chemical Co.) 

TampOn Ruptura (ESB 2X) 

• Trizma HCI 0,04M pH 6,8 (Sigma Chemical Co.) 

• SOS 2% (pN) (Sigma Chemical Co.) 

• Glicerol 20% (v!v) (Merck) 

• 2-mercaptoetanol 4% (v/v) (Sigma Chemical Co.) 

• Azul de Bromofenol 0,002% (ply) (Merck) 

TampOn para Gel de Separación 

• Trizma HCI 1,5M pH 8,8 (Sigma Chemical Co.) 

• SOS 0,4% (ply) (Sigma Chemical Co.) 
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Tampán para Gel de Concentraciôri 

• Trizma HCI 0,5M pH 6,8 (Sigma Chemical Co.) 

• SDS 0,4% (ply) (Sigma Chemical Co.) 

TampOn Fosfato sauna (PBS) pH 7,5 y 5,5 

• Na2HPO4 8,1 mM (Merck, Darmstadt, Alemania) 

• KH2PO4 147 mM (Merck, Darmstadt, Alemania) 

• KCI 2,68 mM (Merck, Darmstadt, Alemania) 

• NaCl 0,137 mM (Merck, Darmstadt, Alemania) 

Tampán TNE pH 7,3 

• Trizma base 10 mM (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA) 

• Acido tetracético etilendiamina (EDTA) 1 mM (Sigma Chemical 

Co., St. Louis, USA) 

• NaCl 100 mM (Merck, Darmstadt, Alemania) 

TampOn X pH 7,4 

• HepeslomM 

• MgCl2  5 mM 

• KCI 100mM 

Purificación del Virus 

• Buffer TNE pH 7,3 

• Agua DEPC 

• Sacarosa (Merck, Darmstadt, Alemania) 

Extracción de RNA viral 

• Trizol (Invitrogen) 

• Agua Libre de Nucleasas 

• Cloroformo 

• Isopropanol 

• Etanol 100%, 75% en agua destilada y filtrada 0,2um. 

• Qiagen RNAeasy viral kit: Etanol 100% 
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Transcripción reversa 

• La generación de cDNA a partir del RNA viral se llevô a cabo 

con el kit de Stratagene, AffinityScript QPCR cDNA 

• cDNA Synthesis Master Mix: un buffer que es especIficamente 

optimizado para un rendimiento QRT PCR, lo que permite un 

protocolo rápido y Ia reducciôn de Ia variabilidad en las 

mediciones de CT entre las reacciones. Además del buffer 

optimizado, Ia mezcla maestra contiene MgCl2  y dNTPs. 

AffinityScript RT/ RNase Block Enzyme Mixture: Es un mix de 

una versián mejorada por ingenieria genetica de Ia transcriptasa 

reversa del Virus Murino de Leucemia (RT-MMLV), que es 

altamente termoestable. 

Random primers. 

RNase-free H20. 

Reacción de polimerizaciOn en cadena tiempo real (PCR real time) 

• Se utilizô el kit para tiempo real Statagene, Brilliant® II SYBR® 

Green QPCR. Kit 

• La mezcla Brilliant II Master es ideal para Ia cuantificaciOn de 

cDNA en un RT PCR de 2 pasos para ser usado en combinaciôn 

con AffinityScript TM  QPCR Kit de Sintesis de cDNA. 

• Brilliant II SYBR Green QPCR master mix: incluye SureStart® 

Taq DNA polymerase y MgCl2  en concentraciones optimas. 

• Partidores de avance retroceso especificos VP1, VP2, ELF1cx 

• Agua libre de nucleasas. 

• Primers especIficos, VP1, VP2 y ELF I a 

• TampOn de qPCR Platinium® SyBR® (Invitrogen). 

• Agua destilada estéril. 

RT- PCR tiempo real en un paso 

• Para optimizar el tiempo de anâlisis y disminuir el ruido producido par exceso 

de procedimientos a seguir, Ia RT-PCR puede ser realizada en solo un paso, 

agregando a Ia reacciOn Ia enzima retro-transcriptasa. Se utilizaron 2 kits de 

diferentes proveedores: 

• Stratagene con el kit: Brilliant® II SYBR® Green QRT-PCR Master Mix Kit, 1-

Step. 
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. Invitrogen con el kit: EXPRESS One-Step SuperScript® qRT-PCR Kits. 

. Ambos kits constan de un master mix que posee Ia taq polimerasa, los buffers 

y las sales en concentraciones Optimas, asi como también cuentan con Ia retro 

transcriptasa. 

Reactivos Varios 

• Acido trifluoroacético (TFA) 

• Agar (Merck) 

• Crista! Violeta 0,5% (ply) (Merck) 

• Solución de formaldehido 37% (Merck) 

• 3,3'-diaminobenzidina tetra hyd roclorid o DAB (Pierce, Rockford, 

IL, USA) 

• H20 tratada con Dietli pirocarbonato (agua DEPC). 
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6.2. METODOS 

6.2.1. Sintesis de Péptidos en Fase SOlida 

La sintesis se llevó a cabo utilizando Ia sintesis simultánea de péptidos para Ia cual se 

utiliza un programa que permite identificar cada secuencia con un nUmero, y distribuye 

a sintesis paso a paso segün Ia secuencia: 

Figura 9. Esquema del programa y proceso de sintesis simultánea. 

El proceso de sintesis de péptidos segUn Ia estrategia F-moc se detalla a continuaciOn: 

Cada adiciOn de aminoácido presenta el mismo ciclo: 

• DesprotecciOn del grupo F-moc (piperidina 20% en DMF). 

• Lavados con DMF (5x1 minuto). 

• Reacciôn de acople (Aminoácido: Activador*:  I-IOBT: 0 lEA) (3:3:3:8). 
* Se utiliza una bateria de activadores segUn Ia secuencia a sintetizar 

ej: DIPCD;TBTU HBTU. 

• AgitaciOn durante mInimo las 3 horas. 

• RealizaciOn de un test de ninhidrina o test de Kaiser (Kaiser at at., 

1970) para comprobar Ia presencia de grupos amino libres (en el caso 

de bolsas Azul de bromofenol). 

• Clivaje de péptidos : Una vez terminada Ia sintesis se seca Ia resina y 

se realiza Ia desprotección con Mezcla B (TFA:TIS:H20:etanoditiol) 

(92.5:2.5:2.5:2.5) si tiene o no los aminoãcidos triptofano (W), metionina 

(M) o cisteina ( C) Ia mezcla A (TFA:11S:H20) (95:2.5:2.5) si no tiene 

los anteriores aminoácidos 
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La reacciOn de desprotección se deja por 2 horas y luego el péptido se precipita con 

eter frIo, y se lava 5 veces; una vez que se seca el péptido, se disuelve en agua MiliQ. 

Se congela y se liofiliza. 

6.2.2. CaracterizaciOn mediante HPLC en fase reversa y espectrometrIa de 

masas MALDI-TOF. 

Como paso preliminar a Ia caracterización y purificaciôn, los péptidos fueron 

desalinizados en columnas de 20 cm. x 0,5 cm. empacadas con Sephadex G-10 

(Sigma-Aldrich), las cuales se hidrataron 30 minutos con agua destilada y 

posteriormente el péptido fue eluIdo con agua MiliQ. Finalmente, las soluciones fueron 

congeladas a -70°C y liofilizadas. 

Previo a Ia purificaciOn, se realizó Ia caracterización de los péptidos crudos en un 

cromatografo Jasco con detector UV-2075 Plus, con una columna analitica Atlantis® 

C18 utilizando un gradiente de 0 - 70% de acetonitrilo en 30 minutos y detecciOn a 

220 nm. 

Finalmente, se determinO las masas de los diferentes péptidos sintetizados en un 

espectrOmetro de masas Proteomics Analyzer 4700 (Applied Biosystems) serie 

MALDI-TOF en Ia Universidad de Chile, Facultad de Ciencias Quimicas y 

Farmacéuticas, Santiago. Las matrices utilizadas fueron: a-ciano-4-hidroxicin6mico 

(ACH) y ácido 2,5- dihidroxibenzOico (DHB). La matriz se preparó a una concentraciOn 

saturada de 10 mg/mL en acetonitrilo/ácido fórmico 1:1 (v/v). 

6.2.3. Determinación de estructura secundaria mediante dicroIsmo 

circular. 

Los espectros de dicroIsmo circular de los péptidos sintetizados fueron realizados en 

un espectropolarImetro J-810 (Jasco Corporation) en el Parc Cientific, Universidad de 

Barcelona, España, usando cubetas de cuarzo cilindricas de 1 mm (Hellma). Cada uno 

de los péptidos fue disuelto en agua MiliQ a una concentraciOn de 1 mM y Ia estructura 

secundaria fue estabilizada con TEE a una concentraciOn final de 12,5% (vlv) a pH 7. 

Los espectros fueron registrados en el intervalo de longitudes de onda entre 195 a 260 

nm a 25 °C. La correcciOn de Ia linea base y el análisis de los resultados se realizô con 

el programa Spectra Manager, Version 1 .53.04 (Jasco Corporation). 
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6.2.4. Cultivos Celulares 

La linea celular utilizada proviene de células epiteliales obtenidas de embrianes de 

Oncorhynchus tschawytsscha (Salmon Chinook), denominada CHSE-214 (Fryer, 1965: 

Wolfy Mann, 1980). 

Los cultivos se realizaron en botellas plásticas de cultivo celular de 25 y 75 cm2  de 

superficie (OrangeTM), microplacas de 6 y 24 pacillos, a una temperatura de 17°C con 

medio minimo esencial Eagle (MEM) suplementado con 5% de suero fetal bovino 

(SBF) como medio de crecimiento y suplementado con 2% de SBF como medio de 

mantención y para evitar Ia contaminaciOn bacteriana se empleO Gentamicina 50 mg/L. 

6.2.5. LInea celular persistentemente infectada 

Se utilizO una Ilnea celular CHSE-214, superviviente a un proceso de infecciOn con 

IPNV NVIO15 y las células sobrevivientes (un 10%) fueron traspasadas por más de 60 

veces en el Laboratorio de Medicina Acuãtica de Ia Escuela de Veterinaria de 

Noruega, y gentilmente cedida par el Profesor Dr. øystein Evensen. 

Las células CHSE-214 persistentemente infectadas fueron crecidas en medio L15, 

suplementado con 5% de suero fetal bovino, 200mM de L-glutamina y 50ug/ml 

gentamicina. (lnderjit etal., 2010) 

6.2.6. Obtención y purificación del virus 

La suspensiOn viral se obtuva tras Ia infección con IPNV monacapas canfluentes de 

células CHSE-214, contenidas en batellas de 75 cm2  de superficie, a una multiplicidad 

de infecciOn (MOI) de 0,01 unidades focales fluorescentes (FF/cel) cultivadas en medio 

minima esencial (MEM), complementada con 2% de suero fetal bovino (FBS) y sin 

antibiOtico. Los cultivos se incubaron a una temperatura de 20°C par 5 a 7 dias, tiempo 

suficiente para observar un efecto citapático maxima. 

El virus fue alicuotado en tuba de 1,5m1 y mantenidos a 4°C hasta su posterior usa. 

En el caso de las células persistentes, debida al baja titulo viral abtenida fue necesario 

concentrar. Para precipitar el virus se utilizO un métado modificado par Ramera (2009) 

segOn se detalla a continuaciOn: Ia suspensiOn viral fue sametida a centrifugaciOn a 

16.000 g durante 30 minutos para separar las restas celulares y el sabrenadante; 
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posteriormente tue sometido a una ultracentrifugaciOn a 100.000 g durante 2 horas a 

4°C (UltracentrIfuga Sorval Thermo), el pellet tue resuspendido en 100uL de agua 

tratada con Dietil pirocarbonato (agua DEPC), y mantenido a 4°C hasta su uso. 

6.2.7. Titulaciôn Viral, inmunofluorescencia 

Para cuantificar el virus IPN se utilizó el ensayo de placas infectivas o plaqueo (Luria, 

1978), modificado con Ia técnica de inmunofluorescencia de Espinoza ef al. (2000). En 

este ensayo, se incuban monocapas confluentes de células CHSE-214, en placas de 

cultivo celular de 24 pocillos, junto con 50uL de diluciones seriadas de virus IPN (1 x 

10.1 
- 1 x 10). Las diluciones se preparan en MEM. Luego de 1 hora de absorciôn a 

20°C, se retira el inôculo y las placas se cubren con MEM 2% SFB. 

Las placas posteriormente son incubadas a 18°C por un periodo de entre 16-18 horas 

post infecciôn y luego de retirar el sobrenadante, fijadas con una soluciOn 

metanol:acetona (3:1) frIo (:50°C) e incubadas a -20°C por un periodo de 30 minutos: 

posteriormente se retira el fijador y se lava una vez con PBS 1X. 

Seguidamente se agrega el primer anticuerpo anti VP2-VP3 de IPNV (IPNV Fluorotest, 

BiosChile) a una diluciôn de 1:80 en un volumen de 80uL y se incuba en oscuridad a 

15°C por 45 minutos. Posteriormente se lava 4 veces con PBS y se agrega el 

segundo anticuerpo unido a FITC, a una dilución de 1:80 y a un volumen de 80uL, 

para ser iricubado por 45 minutos a 15°C en oscuridad. Finalmente las monocapas son 

cuidadosamente lavadas con PBS 1X cuatro veces y son dejadas con 200uL para su 

conteo en microscopio de fluorescencia invertido. 

Se calcula posteriormente el tItulo viral expresado en unidades fluorescentes por 

campo, obteniendo un valor en mL. 

La ecuaciôn utilizada es Ia siguiente: 

no de particulas virales / ml = no de conteos promedio I dilución * volumen de inoculo viral. 
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6.2.8. Electroforesis Monodimensional en geles de Poliacrilamida en 

presencia de Sodio Dodecilsulfato SOdico (SDS)-Page 

Las proteinas virales se separaron electroforéticamente en geles de poliacrilamida 

segUn el método descrito por Laemmli (1970), en sintesis: 

• PreparaciOn de las placas de vidrio que sirven de soporte del gel. 

• PreparaciOn del gel de separaciOn. 

• lntroducciOn del gel de separación a las placas. 

• Una vez getificado el gel de separación, se Ilena con el gel de 

concentraciOn e introducción del separador de muestras mientras el gel 

concentrador aUn se encuentra en fase liquida. 

• lntroducciOn de las muestras de proteinas previamente preparadas en 

tampon de ruptura y hervidas durante 5 minutos en las ranuras dejadas 

por el separador de muestras. 

• Lienado de Ia cámara con tampon y conexiOn del sistema a Ia fuente de 

poder. AplicaciOn de una corriente eléctrica de 25 mA durante 2 a 3 

horas. 

FijaciOn y tinciOn del gel 

VisualizaciOn de las Bandas Proteicas 

Tinción con Azul Brillante de Coomassie R-250. 

Luego de fijar el gel con metanol-ácido acético (40%: 7%) durante 1-2 horas, se coloca 

en Ia soluciOn del colorante azul de Coomassie a temperatura ambiente durante 1-2 

horas con agitaciOn continua; transcurrido este tiempo se procede a destenir con 

metanol-ácido acético (30%: 7% v/v). 

SoluciOn Colorante: 0,2% p/v Coomassie Blue 

50% v/v metanol 

7% v/v ãcido acético. 

6.2.9. Diseño de Cebadores 

Para diseñar los partidores para detectar IPNV se utilizará Ia secuencia especifica del 

aislado a utilizar (VR-299 y NVIOI5). Además es necesario utilizar un "house keeping 

gene" que en este caso será el Factor de elongaciOn Proteica lo (ELF-I a) 

proveniente de SalmOn Chinook. 
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Los cebadores serári diseñados con el programa Primer 3. Los cebadores serãn 

sintetizados por Invitrogen (CA, EEUU). A continuaciôn se muestra Ia tabla con los 

partidores utilizados en el siguiente trabajo: 

Tabla 6.1. : Partidores utilizados en RT-PCR tiempo real 

Gen Amplicón Primer Secuencia 5-3 E 
(pb.) ___  

VP1 IPNV (a)  507 LVP1 501 CTGGTC CAG.APACCCTAAGAC 1,98 
RVP1 1014 GIG TGT ATC TCT CCC CU UGG 

VP2 IPNV(a)  213 VP2SNPF CAA CAG GGT TCG ACA AAC CAT AC 1,95 
VP2SNP-R UG ACG ATG TCG GCG UT C 

ELF la (B) 57 ELF1a-F CCCCTCCAGGACGUTACAAA 2,15 
ELF1a R CAC ACG GCC CAC AGG TAC A 

(a) Inderpt, Laboratorio de Meclicina Acutica, Escuela Noruega de veterinaria. 

(B) Snow et at., 2006 

6.2.10. Obtenciôn del ARN y sIritesis del ADNc. 

El ARN total se obtuvo de células CHSE-214 cultivadas tanto en botellas de 25 y 75 

cm2  de superficie, como también a cultivos en placas de 24 pocillos, realizando una 

extracciOn con Trizot® de acuerdo a las instrucciones del fabricante (lnvitrogenlM), 

para posteriormente ser solubilizado en agua libre de nucleasas y mantenido a -80°C 

hasta su posterior uso. Como para diferentes ensayos serán evaluados RNAs de las 

células como también las de los sobrenadantes se utilizará Trizol® y Trizol®-LS 

respectivamente. 

Además de usar Ia técnica antes descrita, se utilizO tamblén Ia extracciOn de RNA viral 

para cuantificar bajas concentraciones de virus con el kit de extracciOn de RNA viral 

Qiagen (RNAeasy viral mini kit, Quiagen). 

Del RNA total se tomará 1 pg que se mezclará con 50 ng/pl del oligo-(dT) 12-18 en 50 

p1 de volumen de reacciôn conteniendo 1 mM de dNTPs, 1 unidad/pl de RnaseOUT 

(lnvitrogen TM) y utilizando 200 unidades/pl de Ia transcriptasa inversa del virus de Ia 

leucemia murina-maloney (MMLV) en su tampon correspondiente. 

La amplificaciOn del cDNA en una etapa preliminar se llevarã a cabo usando Ia técnica 

de Ia reacciOn en cadena de Ia polimerasa (PCR). La reacciOn se llevarã a cabo en 50 

pL conteniendo 0.66 pg del cDNA, 0.2 U de Taq polimerasa (Amersham), 100 pM de 

dNTP's, 50 pmoles de cada primer, lx del tampon de reacción (Amersham) y agua 
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destilada estéril hasta completar 50 pL. La reacciOn de amplificaciôn se realizará en un 

termociclador Techne CYCLOGENE y los productos de amplificaciôn se analizarán en 

geles de agarosa teñidos con bromuro de etidio. 

6.2.11. PCR en tiempo real 

La cuantificación relativa de los diferentes geles se realizarã por PCR en tiempo real, 

en un equipo JM Research modelo PTC-200, acoplado a un detector de fluorescencia 

CHROMO 4. Las amplificaciones por PCR se realizarán utilizando el tampon de qPCR 

Platinium® SyBR® (Invitrogen). La especificidad del producto obtenido será analizada 

en geles de agarosa y también por medio del anâlisis de curvas de fusiOn. 

La expresión relativa de cada gen será calculada en base al "crossing point (Cp)" de 

cada producto de PCR extraido a partir del ARN de células infectadas versus el control 

apropiado (producto PCR del ARN extraido de células no tratadas), y expresados en 

comparaciOn a un gen de referencia (EF o GPDH). El valor de expresiOn relativa será 

calculada por el método propuesto por Livak et al. (2001). 

Se utilizará Ia siguiente ecuaciOn: 

Ratio = (E target) A Ct[ target (control - IPNV infectado)] I  (E ELF1a 
Ct[ ELF1a(control - IPNV infoctado)] 

Donde E es Ia eficiencia de cada partidor. 

Para Ia cuantificación absoluta se realiza lo siguiente: 

Debemos tener nuestro estándar de nUmero de copias, para lo cual, primero se clona 

en vector TOPO el inserto que se amplifica en el RT-PCR. Posteriormente se 

transfecta qulmicamente en bacterias E. co/i (TOP 10) quimiocompetentes, las que 

son seleccionadas por colony picking, y por un lado, enviadas a secuenciar para 

verificar Ia secuencia nucleotidica del inserto, y por otro lado se hace crecer el cultivo 

de E. co/i transformada en medio liquido hasta obtener suficiente biomasa para extraer 

el plâsmido. 

Luego de realizada Ia extracciOn del plásmido con el inserto, éste es cuantificado en 

Nanodrop, calculando su masa molecular mediante Ia siguiente ecuación: 
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Peso en Daltons (g/mol) = (tamaño plásmido p.b. + inserto) (330 Da x 2 nucleôtidos/ p.b.) 

= (pCR02.1-TOPO, 3931 p.b. + 213 p.b. inserto) (330 Da x 2/pb) 

= (4144 p.b.) (330 Da x 2/p.b.) 

= 2735040 g/mol. 

Nümero de copias = g/ moléculas = (g/mol) / nümero de Avogadro 

= 2735040 / 6,02214199x1023  

= 4,542 x 1018  g/molecula 

Luego conociendo Ia concentraciOn del plásmido, el nUmero preciso de moléculas 

puede ser determinado coma sigue: 

Moléculas / pL = concentraciOn del plásmido (g/pL) / g/molecula 

= (3 x10 7  g/iL) / (4,542 x 10:18  g/molecula) 

= 6,6 x 1010  moléculas / pL 

Con el valor del nimero de plásmidos en Ia solución, se realiza Ia dilución más 

concentrada en 2uL (1010),  y posteriormente se hacen diluciones seriadas hasta 

obtener 10 0  o una copia en 2uL de solución de plásmido. 

En cada ensayo de RT-PCR tiempo real se adicionO Ia curva estándar mencionada 

anteriormente. Para obtener el valor de nUmero de copias de cada muestra fue 

necesario interpolar los valores en Ia curva estándar. 

Además se enviO a secuenciar el inserto tanto del aislado NV1015 coma el aislado 

nacional. 

6.2.12. Electroforesis en gel de Agarosa 

Preparación del gel de agarosa 

Se prepara una soluciOn de agarosa al 1 %-3%, en buffer TAE; para disolver totalmente 

Ia agarosa se calienta hasta que hierva. Agitando en forma constante con agitador 

magnético a baja revolución par minuto. Se vierte a agarosa aUn liquida en Ia cámara 

de electroforesis, junta con las peinetas, y se deja enfriar de 10-20 min. Una vez 

gelificado se retiran las peinetas. 
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Electroforesis 

A cada tubo de ADN digerido se agregan 5 pL de Ia tinciOn de carga (D) y una gota 

muy pequeña de bromuro de etidio. Se centrifugan brevemente (5 segundos) las 

muestras de ADN digeridas. Se agrega una gota muy pequeña de bromuro de etidio al 

marcador de peso molecular. 

El gel es colocado dentro de a cãmara de electroforesis, con las celdas vacias del gel 

hacia el polo negativo (negro) del sistema. 

Se adicionan 275 ml de buffer TAE y se cargan las muestras de ADN, 20 pL, y el 

marcador de peso molecular. Se aplica un voltaje constante de 100 volts por 30 

minutos. 

6.2.13. Aislamiento de Polisomas Virales 

Tiempo de evaluaciôn: 6, 12 y 18 horas post infecciôn. 

Se sembraron botellas de 75cm2  con células CHSE-214 hasta confluencia en medlo 

MEM + 5% de SFB (± 11 Millones de células) e infectadas con IPNV NV1015(TT) a 

Multiplicidad de infecciôn = 1 

Se realizô infección diferencial para obtener todas las muestras al mismo tiempo. 

De las botellas infectadas con IPNV se extrajo las células y luego lisadas con buffer X 

(menor volumen posible), el sobrenadante obtenido es centrifugado (1000 g durante 7 

minutos) para eliminar los nicleos celulares, luego es cargado sobre una gradiente 

continua de sacarosa en buffer X desde 0,5 a 1,5 M, en un volumen total de 30m1. 

Se centrifugO a 150.000 g por 120 minutos en una ultracentrifuga Thermo (Sorvall) y 

rotor superspin 630. 

Posterior a Ia ultracentrifugaciOn se determinó Ia densidad ôptica a 260 y 280 nm, de 

cada fracción colectada. 

Se recuperaron entre 13 y 20 fracciones de aproximadamente entre 0,6-1ml c/u. de 

las cuales se alicuotO 60uL para absorbancia a 260 y 280nm, 60uL en 4X sample 

buffer, para análisis de protelnas y 480 uL restantes en imi de trizol para extracción de 

RNA total. 
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6.2.14. Western-Blott 

Trans ferencia 

Los geles de acrilamida bis, entre 8-12% ya corridos, fueron depositados sobre Ia 

membrana de nitrocelulosa, en una cámara de transferencia semi-seca y se aplicO 

voltaje de 15V p0145 minutos sobre el buffer tris-glicina SDS metanol. 

Bloqueo de Ia Membrana 

Se bloquea Ia reacción con leche al 3% v/v o BSA 1,5-3% p/v por 60 minutos a 37°C. 

MarcaciOn 

Se utilizô anticuerppo monoclonal anti-VP2, don 1B3/E1O comercial, Bios Chile®. 

Anticuerpo contra antigeno especifico en Ia diluciôn recomendada. 30-60 minutos a 

37°C o toda Ia noche (over night) a 4°C. 

Lavado con buffer PBS o TBS, 3 lavados por 5 minutos cada uno. 

DetecciOn 

El segundo anticuerpo HRP (horseradish peroxidase). Se incuba a 37°C por 30-60 

minutos. 

Tres lavados con PBS por 5 minutos cada uno. 

Reve/ado 

Se realizó con una solución de diaminobenzidina o lOOmg/lOmi en PBS 1X 

adicionando perOxido de hidrôgeno 200pL. 

Luego se lee sobre las reacciones positivas donde se observa Ia membrana de 

nitrocelulosa como bandas de color café. 

6.2.15. Microscopia electrOnica detransmisión 

Se cultivaron células CHSE-214 en placas de cultivo celular (6 pocillos) hasta 

confluencia, crecidas en medic MEM suplementado con 5% de SFB. A dichas células 

posteriormente se le realizó una infección con lPNV a multiplicidad de infeccián igual a 

1, dejando absorciOn durante una hora y posterior lavado con PBS 1X, luego se 

agrega medio de cultivo fresco suplementado con 2% de SFB con y sin péptido. Se 

incuban las células a 18°C por 48 horas hasta obtener efecto citopãtico incipiente 

(presencia de multiples vacuolas en el citoplasma celular), se remueve Ia monocapa 

celular y se deposita tanto el sobrenadante como las células en un tubo de 1 ,5m1. 
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Se centrifuga a 3000g par 10 minutos para eliminar las células, posteriormente se filtra 

el sobrenadante a 0,1pm y se mantiene a 4°C hasta usa. 

Las muestras deben estar frescas, es decir, deben tener a Ia más 48 horas antes de Ia 

microscopla. 

Para Ia microscopla, las grillas soporte de las muestras son carbonizadas, en una 

cámara at vaclo durante 5 minutos mediante un arco eléctrico entre grafito 

electrificado. Posteriormente se ionizan las grillas para hacerlas hidrofIlicas, finalmente 

las grillas están listas para ser cargadas con Ia muestra. 

Se carga cada grilla con 10 JL de muestra, se deja absorber par 1 minuto y se quita el 

exceso de muestra con un papel ultra, luego se hizo Ia tinciOn negativa, 10 pL de 

acetato de uranilo at 1% en sotuciOn acuosa durante un minuto y se quito el exceso 

con papel filtro. Dejar secar al aire durante 5 minutos y se monta Ia grilla en el soporte 

para introducirla en Ia cámara del microscopia electránico de transmisiOn. 

La microscopla electrOnica se llevO a cabo en el Servicio de Microscopla ElectrOnica 

de Ia Facultad de Ciencias Biologicas de Ia Pontificia Universidad CatOlica de Chile, 

utilizando el Microscoplo Electrônico de Trarismisión Philips Tecnai 12 Bio Twin. 

6.2.16. Análisis de datos 

Para cuantificar las variaciones temporales y de expresiOn viral, abundancia de Ia 

infecciOn de células CHSE-214 con IPNV, considerando Ia concentraciôn celular, 

concentración viral y el tiempo (cinéticas). Se realizaron ANOVA de una y dos vias 

segUn el Modelo General Linear (GLM) y para establecer diferencias especIficas entre 

niveles de los factores, se utilizô una Prueba a-posteriori de Tukey (Zar, 1996). Se 

utilizO para este fin el software estadIstico STATISTICA 7.0 de ©StatSoft Inc. 

Es importante considerar que el análisis de varianza ANDEVA (ANOVA) está 

relacionado directamente con Ia variabilidad ocurrida en el experimento, y esta 

varianza es función de las desviaciones cuadráticas (X1 - _)2 que quiere decir: La suma 

de los cuadrados totales (SST) = Suma de los cuadrados entre grupos (SSA) + Suma 

de los cuadrados dentro de los grupos (SSA). El estadistico F en anova representa Ia 

proporciori entre Ia variación entre grupos dividida par Ia variaciOn dentro de los 

grupos, un F grande es evidencia de diferencias entre los grupos. 

La significancia: P, es Ia Probabilidad de que par puro azar obtengamos una muestra 

"más extraña" que Ia obtenida. 
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7. RESULTADOS 

7.1. Modelamiento bioinformático de péptidos que interfieran con Ia 

expresión de IPNV 

Análisis de secuencias nucleotIdicas y amino acidicas de IPNV 

Se analizaron todas las secuencias depositadas en bases de datos, las que se 

describen a continuaciOn, de Nucleôtidos y de Aminoácidos de IPNV correspondientes 

a los 6 genogrupos identificados (alineamientos en anexo 1). 

Modelamiento y selecciOn de péptidos con potencial inhibitorio contra IPNV. 

Se seleccionó Ia zona de procesamiento pVP2- VP2, y de ella, los dominios más 

conservados de VP2 (dominio protectivo), y los dominios de interacciôn entre 

moléculas de VP2 para ser evaluados como potenciales generadores de péptidos 

interferentes. Los 2 péptidos seleccionados y sus modelos en anexo 2. 

De ellos se eligio el que aparecia con mayor potencial (GIM 182). La figura 10 muestra 

el grado de conservaciOn de cada aminoácido en Ia secuencia del peptido escogido, 

de ahora en adelante, para GIM 182 y Ia altemativa de Segundo lugar, GIM 66 (Tabla 

7.1.) 

4 
00  GIM 182 

L P IM 

4 
10 GIM 66 

1- W 0 - N WRU'V  00 ç4 I  RKvAAPVL.".,T 

Figura 10. Logos de los péptidos de acuerdo con Ia alineaciOn entre los 6 genogrupos de 

IPNV. Amba G1M182, abajo G1M66, entre residuos 11-20. La propensiOn de un residuo 

determinado está relacionado con el tamaño de los caracteres correspondentes. (Crooks et a!, 
2004) 
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Los criterios de interferencia para seleccionar y diseñar los péptidos, se centraron en 

los potenciales de inhibiciôn tanto en el procesamiento del precursor de Ia proteina 

VP2, (pVP2) como en el sitio de corte del procesamiento de las proteinas VP2NP3, 

dado que ellas tienen directa participación en el ensamblaje de Ia particula viral. El 

análisis y Ia posterior selección se hizo sobre secuencias peptidicas conservadas no 

solo entre diferentes aislados de IPNV reportados, sino también entre otros tipos de 

Birnaviridae, con especial énfasis en IBDV. Para ello se utilizaron programas 

disponibles on line, primero para descargar las diferentes secuencias de nucleótidos y 

sus correspondientes secuencias aminoacidicas y luego para realizar alineamientos 

multiples en orden de conocer las regiones más conservadas, y finalmente generar el 

algoritmo que nos permitiera predecir Ia estructura secundaria posible de cada péptido 

seleccionado. Nos centramos en las más confiables, a nuestro juicio, que fueron: 

Las del NCBI (Centro Nacional de lnformaciOn Biotecnologica), que contiene 267 

secuencias nucleotidicas para IPNV y 50 para IPNV sp, asi 322 como secuencias 

amino acIdicas para IPNV y 59 para IPNV sp, y 3 para IPNV Jasper. Asi, aI tener un 

perfil global de las secuencias disponibles, ello permitiO seleccionar las potencialmente 

más representativas para poder realizar el alineamiento mCiltiple.. 

Las del CLUSTAL W: Del Instituto Bioinformática Europeo, que provee una 

herramienta confiable para realizar alineamientos multiples, tanto para secuencias 

nucleotidicas como para secuencias de aminoácidos. Asi se definieron los dominios 

más conservados entre los diferentes tipos de Birnaviridae y los diferentes genogrupos 

de IPNV. 

Las de SOPMA: Del Polo de Bioinformática de Lyon, en Ia red de Anãlisis de 

secuencias proteicas, algoritmo que nos permitiO predecir Ia estructura secundaria de 

los péptidos seleccionados (Geourjon y Deleage, 1994; 1995). 

Con esta información integrada se diseñaron y sintetizaron 32 péptidos (Tabla 7.1.) 

que con posterioridad fueron ensayados in vitro para evaluar su acciôn sobre Ia 

expresiOnlinfectividad del virus IPN. 

7.2. Generación de bateria de péptidos sintéticos interferentes. 

Sintesis quimica, purificaciOn y caracterizaciôn de los péptidos. 

Se sintetizaron qulmicamente los péptidos propuestos mediante sintesis en fase 

sOlida, utilizando Ia metodologIa de sIntesis simultánea, Ia que se encuentra 

estandarizada en nuestro laboratorio (Houghten, 1985; Houghten et al., 2000) Los 

péptidos fueron recuperados de un soporte sólido, Ia resina RINK aniida, que produce 
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péptidos en su extremo C terminal amidados, es decir CO-NH2  (Brown y Nuss, 1997). 

Estos fueron purificados por RP-HPLC, desalinizados y su masa molecular 

determinada por espectrofotometrIa de masas MALDI-TOF y su estructura definida por 

Dicroismo Circular. 

A continuaciOn se muestra Ia tabla de péptidos sintetizados para su posterior 

evaluaciOn del potencial interferente. 

labia 7.2.: Péptidos sintetizados qulmicamente en GIM. 

Lista de péptidos Sintetizados QuImicamente 

PESO 
MOLECULAR 

PEPTIDO SECUENCIA FAMILIA 

2 SLPTSYDL 895,1 IPNV 

3 ASIPDDTLEKH 1225,5 IPNV 

4 VTEYGRFDP 1083,4 IPNV 

37 HKELTDDPISA 1225,5 R-IPNV 

38 PDFRGYETV 1083,2 R-IPNV 

66 WGWRDIVRGIRKVAAPVLST 2280,9 IPNV-pVP2 

67 FPMAAPLIGMADQFIGDLTK 2136,8 IPNV-pVP2 

68 WGWRDIVRGI 1257,6 IPNV-pVP2 

69 RKVAAPVLST 1041,3 IPNV-pVP2 

70 FPMAAPLIGM 1047,5 IPNV-pVP2 

71 ADQFIGDLTK 1107,3 IPNV-pVP2 

72 AGGRYHSMA 949,3 IPNV-pVP2 

73 AGGRYKDVLE 1107,4 IPNV-pVP2 

74 YEGNADIVN 994,1 IPNV-VP2 (74) 

75 STTVTGDIN 907,0 IPNV-VP2 (74) 

76 FSLPGGLTT 892,2 IPNV-VP2 (74) 

77 DNRYDFQLD 1185,2 IPNV-VP2 (74) 

78 FVGLDNDVP 975,1 IPNV-VP2 (74) 

79 VVSTSSVL 772,9 IPNV-VP2 (74) 

80 ATADNFNGV 908,0 IPNV-VP2 (74) 

81 SAKFTQSIPTE 1208,3 IPNV-VP2 (74) 

82 ITKPITRVK 1055,4 IPNV-VP2 (32) 

83 LAYQLNQQT 1077,9 IPNV-VP2 (32) 

176 YRWNLNQTALEFD 1669,8 IPNV-68-80 VP2 

177 CYRWNLNQTALEFD 1773,0 IPNV-176-C 

178 STLPAGLYALN 1119,5 IPNV-108-118 VP2 

179 CSTLPAGLYALN 1222,7 IPNV-178-C 

180 LIPNPELLKNM 1281,7 IPNV-374-384 VP2 

181 CLIPNPELLKNM 1384,9 IPNV-180-C 

182 TSDLPTSKAWG 1162,4 IPNV-431-441 VP2 

183 CTSDLPTSKAWG 1265,6 IPNV-182-C 

152 TLEEFSAKL 1037,1 K-i, Control 
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Todos estos péptidos fueron testeados en el modelo de infecciôn persistente a una 

concentraciôn de bOng y 500ng de péptido, medidos par RT-qPCR 48 horas past 

tratamienta. Se evaluO el impacto que tienen estos péptidas coma inhibidores y se 

seleccionaron los que presentan mayor actividad. Siendo éstos el péptido G1M66 y el 

GIM1 82. 

En a siguiente figura se muestran los peruiles de pureza de los péptidos sintetizados. 

Péptido GIM 182 GIM 66 

RP- . 

HPLC 

8 

C 

' 
- 

Z I 3 3 38 

Masas SIULTI?D  

CD  
182 10 -, 

---- -------------- X.  

CDlmdegj 40  

60000 

-70000 -80 
' I 

195200 220 240 250 
190 210 230 250 

Waveteilgtli [ull] 
VveIeHUIu1 (11111) 

Figura 11. RP-HPLC, Espectro de masa y DicroIsmo circular de Péptido GIM 182 y GIM 66. 
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El péptido GIM 182 no muestra estructura bien definida en Ia condiciOn ensayada. A 

25°C a una concentraciOn de péptido 0,125 mg/mI en 30% de 2,2,2-trifluoroetanol 

(TFE), el péptido GIM 66 posee estructura helicoidal, caracteristica de una cz-hélice. 

La estructura de poliprolina tipo I y II son estructuras peptidicas helicoidales, Ia tipo II 

(Adzhubei y Sternberg, 1993), se asemeja al perfil obtenido con el péptido GIM 182. 

Se obtuvo una estructura helicoidal para el péptido GIM 66, de acuerdo al patron de 

absorciôn obtenido entre los 200 y los 220nm. (Chen et al. 2007). 

SegUn Adzhubei, describe Ia estructura de poliprolina II como una hélice, con una 

torsion diferente a las a hélices: éstas, sin embargo, mantendrIan Ia capacidad de 

penetrar membranas celulares. 

7.3. lncorporación de péptidos sintéticos en células CHSE-214. 

Para evaluar una eventual incorporaciôn pasiva de los péptidos a las células blanco, 

ellos se marcaron con Rodamina, formando un complejo conjugado péptido-rodamina 

los que luego fueron agregados al medio de cultivo durante 4 horas, lavados y 

porcesados par observación a campo claro y fluorescencia. Los péptidos conjugados 

con rodamina fueron agregados a células CHSE-214 en placas de 24 pocillos en 3 

concentraciones diferentes (10, 100 y 500ng /pocillo). Como control se utilizO 

Rodamina sola. La Figura 12 muestra que los péptidos entran pasivamente a las 

células 
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Figura 12. Eritrada de péptidos marcados con rodamina a células CHSE-214. A y B: 175 y 

425nM de péptidos 182, C; 4 pM de péptido 66, D; control solo rodamiria, 4 pM. 

En Ia figura 12 se observan a Ia izquierda células en campo claro a 200X de aumento, 

y a Ia derecha Ia fluorescencia asociada al péptido aplicado. 

De los péptidos ensayados, todos obtuvieron patrones semejantes, es decir todos los 

péptidos propuestos como interferentes en Ia infecciôn con IPNV, tienen Ia capacidad 

de entrar a las células CHSE-214. 
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7.4. ConcentraciOn de péptidos tolerables para Ia viabilidad de Ia linea 

celular CHSE 214. 

Determinaciôn del impacto de diferentes concentraciones de péptidos sobre Ia 

viabilidad celular. 

Las células blanco fueron expuestas a concentraciones crecientes de péptidos para 

evaluar su potencialtóxico. Se utilizaron concentraciones de 0,1;1;10;100 y 1000 M y 

el impacto medido utilizando Ia tinciOn Tripan Blue, que discrimina entre células vivas y 

muertas, procedimiento estandarizado en nuestro laboratorio para células CHSE 214 

(Rojas et al., 2009). Complementariamente utilizamos Ia técnica de MIT (CeilTiter 96® 

Non-Radioactive Ce// Proliferation Assay) que mide actividad celular funcional, via 

actividad mitocondrial, con una directa correlación con los resultados obtenidos por 

Azul Tripan (datos no mostrados). Los péptidos seleccionados no presentan toxicidad 

a concentraciones de hasta 100 veces mayor a las utilizadas en los ensayos. La Tabla 

7.2. muestra los niveles de concentraciOn de péptidos a los cuales hay un 50% de 

mortalidad en las células. 

Tabla 7.2.: Conceritraciones de péptidos a los cuales Ia viabilidad disminuye en 

un 50%. 

Péptidos ConcentraciOn citotOxica 
(50% de muerte celular) 

GIM 66 12mM 
GIM 182 1,08mM 

7.5. Estandarización de condiciones de infección de IPNV 

Aislamiento preparativo de IPNV. 

El aislamiento preparativo del virus se realizO de acuerdo al siguiente esquema. 

Enniounido do o(ectddad 

E 

00000000
8888 // Pri,osia inleociSfl oductna 

Segunda inleccion poductka 

- 

Suspension oral sonnelida 
a centnlugacrdn 3000u 

y rrltradas a 0.1 uns 
Ccolo de Stub anal 

(Itrada aOl on 
(pant000000 

ICU13S LnfectnOs InS) 

000000 
000000 
000000 

IQ, IQ , -  

Figura 13. Esquema de producción de virus y titulo de IPNV. 
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TitulaciOn de IPNV. 

Se estimó el nUmero de particulas infectivas de IPNV mediante el método de focos 

fluorescentes, obteniéndose titulos variables, desde 105  hasta 109  partIculas de 

lPNV/ml. Los titulos más altos obtenidos se produjeron debido a que el medio de 

cultivo utilizado se disminuyó a Ia mitad, concentrando las particulas virales infectivas. 

7.6. Cinéticas de infección de novo con IPNV 

Cuantificación de transcriptos blanco (VP 1, VP2) de IPNV mediante RT-PCR tiempo 

real. 

Para poder definir los tiempos de evaluación de los péptidos en su capacidad 

inhibitoria, en Ia infecciOn de novo y poder compararla con Ia de las células 

persistentemente infectadas, se ensayaron tres diferentes multiplicidades de infecciOn 

en Ia lmnea celular CHSE-214: 0,01; 1 y 100, sobre células confluentes con los inOculos 

indicados en placas de cultivo celular de 24 pocillos, con tres replicas por tiempos 

variables y un control de no infecciOn por cada tiempo. Se extrajo RNA total y se 

realizaron los análisis por RT-PCR en tiempo real con partidores especIficos para VP2. 

La Figura 14 muestra que, en concordancia con lo expuesto en literatura, Ia smntesis 

maxima de RNA es a las 12 horas post infecciOn, lo que nos permitiO definir los 

tiempos de 12, 18, 24 y 48 horas para realizar las evaluaciones en los dos (cuando se 

presentaron) modelos de infecciOn y Ia multiplicidad elegida fue de 1.0. 

Cinética de lPNVa diferentes MOI en celulas CHSE-214 

1.Ox1O°8  
a. 

CL 1.Ox1O°7  

1.Ox10°6  
E 

1.Ox1O°5  

CL 
1.Oxlo°4  

c 1.Ox10°3  

MOI=0,01 

MOl=1 

MOl=100 

2 4 8 12 24 36 48 60 72 96 
Horas post infección 

Figura 14: Cinética de infecciOn en celulas CHSE-214 con IPNV a diferentes multiplicidades de 

infecciOn (0,01; 1 y 100), evaluaciOn del nUmero de copias de mRNA de VP2-IPNV, por RT-

PCR tiempo real. 
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Análisis de Varianza F(5,36) = 40,57 p = 0,0001 95% de confianza 

(ANDEVA) de 2 vIas (GLM) 

A multiplicidades altas, 100 particulas por cOlula ("LISIS DESDE FUERA"), el nümero 

de mensajes es 10 veces menor que a multiplicidades de 1 y 0,01, Esto ha sido 

vagamente expuesto y se postula que Ia generación de particulas interferentes 

defectivas Dl (Kennedy y Macdonald, 1982) podrIa ser Ia explicacion, sin embargo en 

literatura sOlo se ha evidenciado que estos tItulos son menores en Ia capacidad de 

infectar, pero no se hace referencia que Ia generaciOn de particulas sea menor. 

(Dobos, 1995). 

7.7. Evaluación del potencial interferente de los péptidos sintéticos sobre 

Ia expresiOn de Ia protelna VP2 de IPNV en Ia linea celular infectada de 

novo. 

• CuantificaciOn de transcriptos blanco (VP1 y VP2) de IPNV par RT-PCR tiempo 

real. 

Para evaluar el potencial interlerente de los péptidos, fue necesario, en primer lugar 

obtener valores de referencia en una cinética de infecciOn con el virus, respecto a: 

expresión de VP1 y VP2 dentro de las células y en el sobrenadante, asI coma también 

Ia generación de las particulas virales ensambladas infectivas. 

Se crecieron células CHSE-214 en confluencia en placas de 24 pocillos y se infectaron 

con una alIcuota de IPNV a una multiplicidad de infección de I y se evaluO Ia 

expresiOn de IPNV midiendo el nCimero de transcriptos de VP2 normalizados frente a 

un gen de referencia, el "House Keeping gene" ELF lo (factor de elongaciOn de la 

biosintesis proteica). La Figure 15 muestra que ambas metodologias de cuantificaciOn 

presentan la misma tendencia, sin embargo, el análisis de varianza nos indica que las 

rectas difieren entre si significativamente. 
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Figura 15: Cinética de infecciOn de IPNV en células CHSE-214 a diferentes tiempos post 

infecciôn. Evaluaciôn mediante RT-PCR tiempo real. Utilizando una mu!tiplicidad de infecciOn = 

1. Se muestran Ia cuantificaciôn absoluta del nCimero de copias de IPNV y una cuantificación 

relativa normalizada con Ia expresiOn celular factor de elongaciOn ELF 1 a, 

[AáIisis de Varianza F(27,80) = 36,544 p = 0,0001 95% de confianza 

(ANDEVA) de 2 vIas (GLM) 

Seguidamente, se evaluô el nümero de copias de IPNV en el sobrenadante de los 

cultivos asI como en las células intactas, para determinar en cada caso, los genOmicas 

que preferentemente se encuentran como virus encapsidados en el exterior, contra los 

transcriptos de VP1 y VP2 que preferentemente estén en el interior de las células 

infectadas. La Figura 16 muestra que Ia sintesis viral intracelular es muy acelerada 

principalmente en tiempos tempranos de infección (1-24 horas post infeccion); sin 

embargo Ia liberaciOn de particulas al medlo exterior tiene una pendiente menor. En 

ambos casos, posterior al tiempo 48 horas, las células se encuentran casi 

completamente lisadas. 

Expresión de VP2 IPNV 

IPNV en sobrenadante 
IFNV en celulas CHSE 

- 1 6 12 18 24 36 48 60 72 96 

Horas post infecciOn 

Figura 16: ExpresiOn de VP2-lPNV a diferentes tiempos post infección. Copias nuevas de 

IPNV fueron detectadas en el sobrenadante donde Ia extracciOn de RNA fue hecha usando 
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Quiagen RNAeasy kit, y también se evaluô las copias nuevas en el pellet celular, usando Trizol 

en la extracciOn de RNA. Ambas evaluaciones fueron hechas usando RT-qPCR, y Ia expresiOn 

de IPNV fue detectando transcritos de VP2. 

Análisis de varianza F(27,80) = 36,544 p = 0,0001 95% de confianza 

ANDEVA de 2 vias (MGL) 

El análisis de varianza muestra signiticancia en Ia diterencla entre las curvas ae 

sobrenadante y pellet celular. 

Expres iOn de VP1 IPNV 

1.0x10°9  
0 

1.0x10°  
> 

1.0x10°  

E 1.0x1006  

jj 
1.ox1005 

1.0x10°4  

I.OX1011  

VP1 en celulas CHSE 
VP1 en sobrenadante 

1 6 12 18 24 36 48 60 72 96 

Horas post infecciôn 

 

Figura 17: Expresión de VP1-IPNV a diferentes tiempos post infecciôn. Copias nuevas de 

IPNV fueron detectadas en el sobrenadante donde Ia extracción de RNA fue hecha usando 

Quiagen RNAeasy kit. También se evaluaron las copias nuevas en el pellet celular, usando 

Trizol en Ia extracción de RNA. Ambas evaluaciones fueron hechas usando RT-qPCR, y Ia 

expresiOn de IPNV fue detectando transcritos de VP1. 

anãlisis de varianza F(9,40) = 7,895 p = 0,0001 95% de confianza 

ANDEVA de 2 vias (MGL) 

Consistencia en Ia diferencia entre las curvas de sobrenadante y pellet celular. 
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Figura 18: Cinética de infecciOn cle IPNV en células CHSE-214. Se evaluO Ia expresion de VP1 

y VP2 en sobrenadante y pellet celular. El nümero de copias de los diferentes trascntos se 

evaluô par RT-PCR tiempo real. 

análisis de varianza F(45,120) = 35,304 p = 0,0001 95% de confianza 

ANDEVA de 2 Was (MGL) 

En el modelo de infecciôn productiva, el análisis de Ia expresiOn via RT-qPCR tiempo 

real no dio diferencias significativas entre Ia evaluaciOn absoluta y Ia referente a Ia 

expresión del gen ELF la, de manera que Ia evaluaciOn en células es posible realizarla 

en forma absoluta, haciendo menos laborioso el análisis prâctico de las muestras y 

consumiendo menos reactivos de diagnOstico. 

En Ia grafica anterior, Ia pendiente de Ia expresiOn en las células es exponencial a 

pocas horas post infecciOn, mostrando una tasa de sintesis mayor a las 12 horas post 

infecciOn (Dobos, 1995). 

SegUn Oystein Evensen (pers corn) Ia sIntesis de IPNV tope es a las 36 horas post 

infecciOn, y se obtuvo una expresion alta de VP1, la polirnerasa viral hasta ese tiempo, 

posteriormente Ia muerte celular influye en Ia evaluaciOn de Ia monocapa celular. 

La expresiOn de VP1 en relaciôn a VP2 es por lo general 100 veces menor. (Shivappa 

et al., 2004) 
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Horas post infecciOn 

CuantificaciOn de particulas virales ensambladas por inmunofluorescencia 

semicuantitativa. 

Posteriormente se realizô Ia cinética de aparición de particulas infectivas de IPNV. 

ProducciOn viral MOI =1 

E 
1.O,'1Oa 2.OxlO 7  

1.Ox1O° 

1.0,,1006 .. 1.5x1O7  
Cu 

1.0x10 1' 
Q  

1.OX1O°4  I11Ti11 1.O 1O 

i.oiO° 

I ! 0 
24 48 72 

C 

Horas post infección 

Figura 19: Producción de particulas virales en células CHSE-214 por inmunofluorescencia 

semicuantitativa, Células CHSE-214 en placa de cultivo de 24 pocillos fueron infectadas con 

IPNV a multiplicidad de infecciOn 1, por una hora, luego se descartO el inoculo viral y se 

reemplazo con medio de mantenciOr,. A cada punto el sobrenadante fue titulado por 

inmunofluorescencia semicuantitativa, el titulo fue obtenido haciendo diluciones seriadas de 

cada punto (100  10-7). Se evaluO el nUmero de focos fluorescentes por microscopia de 

fluorescencia y se estimó el nümero de particulas virales infectivas /ml. Ambas graficas 

representan 10 mismo, lzquierda, el eje Y en escala logaritmica y Ia grafica derecha en escala 

lineal. 

análisis de varianza F(5,13) = 54,235 p = 0,0001 95% de confianza 

ANDEVA de 2 vias (MGL) 

En relación a la liberaciOn de las particulas virales a causa de la inteccion agucla de las 

células CHSE-214, a las 18 horas post infecciôn se comienza a obtener particulas en 

el sobrenadante, y a las 72 horas post infecciôn es fácilmente obtener titulos de iü 

(Romero-Brey et a!, 2009). 



Luego se procediO a evaluar Ia efectividad inhibitoria del péptido GIM 182 en este 

modelo de infecciôn productiva. 

RT-qPCR 
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Sobrenadante Cdlulas 

 

Sobrenadante CdIuIa 

MA O7uM 

J 1,7uM 

Figura 20: A, Evaluaciôn del péptido GIM 182 en células CHSE-214 infectadas con IPNV 48 

horas post infecciOn, RT-PCR tiempo real de mRNA de VP2 obtenido del sobrenadante y de las 

monocapas celulares. B, Inhibiciôn de expresión de VP2 IPNV en sobrenadante y células 

CHSE-214 infectadas de novo con péptido GIM 182. 

A* ANDEVA de 1 via (MGL) F (1,22) = 338,71 p = 0,00001 95% de confianza 

B ANDEVA de 2 vIas 

(MGL)  

F (1,12) = 4,01 p = 0,068 95% de confianza. 

[ANDEVA_de 1 via (MGL) F (1,14) = 4,1082 p = 0,06216 95% de confianza 

* Comparación entre el sobrenadante v/s el pellet celular. 
** Comparación entre el % de inhibiciôn v/s Ia concentración (0,7 y 1 ,7uM) 

En Ia figura 20, A no es posible distinguir el grado de inhibiciOn, transformado los datos 

respecto al blanco tenemos lo siguiente en 20 B. 

A Ia concentración mayor de 1,7pM se observa una inhibiciOn de Ia expresión de IPNV 

de un 30% tanto en Ia monocapa celular como en el sobrenadante. El resultado es 

mAs evidente evaluando el sobrenandante celular, donde se obtienen valores 

directamenete proporcionales a Ia dOsis de péptidos administrada. 
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Para corroborar los valores obtenidos en Ia expresión de VP2 de IPNV, se realizO un 

ensayo de infectividad del aislado viral con el péptido GIM 182. Además se ensayó 

una y dos dOsis consecutivas administradas, Ia primera una hora post infecciOn y Ia 

segunda 6 horas post infección. 18 horas post infección las placas de cultivo celular 

fueron evaluadas por fluorescencia. Además se verificO con este ensayo la estabilidad 

del péptido disuelto, que fue mantenido a -20°C por más de un año. 

A B 

U-
U- 

Primera dosis 
Segusda dosis 

5° 
C 
0 

S5 Pnrrra dosi s 
oM Se9unda dosis 

(I 
 

Figura 21: A, lnhibiciOn de expresiOn por el péptido GlM182 en células infectadas con IPNV 

utilizando inmunofluorescencia semicuantitativa. Se adicionô 1 y 2 dôsis de péptido. Los 

valores de FF corresponden a focos fluorescentes o unidades formadores de placa, que 

corresponden a células individuales fluorescentes. B, lnhibición de células infectadas con lPNV 

utilizando inmunofluorescencia semicuantitativa. Se adicionô 1 y 2 dôsis de péptido. Los 

valores de FE fueron transformados a valores de porcentaje de inhibiciOn. 

ANDEVA de 1 via (MGL) F (3,28) = 60,005 p = 0,00001 95% de confianza 

ANDEVA de 2 vias 

(MGL) 

F (1,18) = 9,0743 p = 0,00748 95% de confianza 

ANDEVA de 1 via (MGL) F (2,21) = 48793 p = 0,00001 95% de confianza 

* Al comparar Ia unidades de foco fluorescente v/s el peptido. 
** Al comparar el % de inhibiciOn v/s el péptido. 

En Ia figura 21, se observan los valores de inhibiciOn, para los cuales con Ia segunda 

dosis se potencia Ia acción inhibitoria. Con Ia primera dOsis tenemos una inhibiciOn 

promedio de 39% y en Ia segunda dósis un promedio de 51,5%. 

La expresión del virus en presencia del péptido fue disminuida al utilizar una segunda 

dôsis sucesiva, disminuyendo también el nmero de particulas infectivas en el 

sobrenadante. 

Se logra una inhibiciôn de més del 50% con una segunda aplicaciOn, además se 

observa que GIM 182 es estable disuelto; hasta un año ya que no varia 

significativamente su actividad. 

63 



• CaracterizaciOn de polisomas virales y Ia sintesis de novo de proteina 

blanco VP1 y VP2, via mRNAs: 

Gradiente de Sacarosa fraccionada 

RT-PCR-tiempo real 

La caracterización de los polisomas se realizô de dos maneras; Primero, evaluando en 

las gradientes de sacarosa a 3 tiempos post infecciôn (6, 12, 18), Ia absorbancia de 

cada fracción, el RNA de cada fracción y el nümero de transcritos de VP2 lPNV de 

cada fracciOn. Segundo, se evaluO Ia misma cinética a los mismos tiempos post 

infección, pero adicionando 2pM del péptido G1M182, midiendo Ia expresión de los 

transcritos de VP1 y VP2 de IPNV. 

EvaluaciOn n°1: 

Mediciôn de Absorbancias de fracciones polisomales en infecciOn de 

novo. 

12 hpi 18 hpi 

-.-- A260 

P280 

260/280 

-.- P260 

-.-- P280 

260/280 

 

2 4 6 6 10 12 14 16 10 20 

FracciOn 

   

   

Fracción 

 

Figura 22: Absorbancias, 260, 280 y tasa (260/280) en fracciones polisomales de células 

CHSE-214 infectadas con IPNV, 12 horas post infección y 18 horas post infección 

respectivamente. 

Se obtuvieron perfiles de absorbancias a 260 y 280nm de las fracciones polisomales 

obtenidas en las gradientes de sacarosa. En las fracciones finales es donde 

obtenemos los valores més altos de absorbancia, tanto a 260 como 280 nm. 

Observándose un peak entre Ia fracción 14 y 16 en ambas gradientes. Se discute que 

el peak en ambas gradientes corresponda al monosoma 80S como fue descrito por 

Warner etal. (1962). La ültima fracciôn deberia corresponder a restos celulares que no 

lograron bajar por Ia gradiente de sacarosa y que presentan altos valores de 

absorbancia. Luego se extrajo el RNA de las fracciones polisomales. 
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Concentracion de RNA 

.1 

U 
C 
8 
4 z 

T6 h.p.i. 
112 h.p.i. 
118 hp.i. 

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 

Fracciôn 

Figura 23: Concentraciór, de RNA total de fracciones polisómicas, en gradiente continua de 

sacarosa, de células infectadas con IPNV a 6, 12 y 18 horas post infecciOn. 

A una alicuota de cada fracción se le extrajo el RNA total por el método de trizol, y se 

graficô como muestra Ia figura 23, en donde podemos observar que entre Ia fracciôn 

14-16 se obtuvo concentraciones de hasta 3 veces más que en el resto de las otras 

fracciones en los tres tiempos ensayados. Esto puede deberse a Ia alta absorbancia 

obtenida en estas fracciones, que denotan una alta densidad de moléculas en la 

fracciOn. Es importante hacer notar que el peak es mayor mientras más tiempo ha 

transcurrido desde Ia infecciOn, es decir, el area bajo Ia curva es progresivamente 

mayor en los tres tiempos consecutivos ensayados. 

Cuantificación de nUmero de copias de IPNV por RT-QPCR real time. (Usando istep 

Stratagene RT-qPCR real time Sybr Green). 
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Figura 24: Expresión de VP2 IPNV en fracciones polisomales, en gradiente continua de 

sacarosa, en celulas CHSE-214 infectadas con IPNV a 6, 12 y 18 horas post infecciOn. 

Análisis de varianza ANDEVA F (2,60) = 1905,0 p = 0,00001 95% de confianza 

de 2 Was (MGL) 
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Se observa una distnbuciôn de Ia expresiôn de IPNV en los dos primeros tercios de Ia 

fig ura 24, en donde et aumento en Ia expresiôn de IPNV está dado por el tiempo post 

infecciOn. Se observan diferencias absolutas de hasta 2 log (10) entre el tiempo 6 

horas post infecciôn y 18 horas post infecciôn. Es decir a cada tiempo ensayado (6,12 

y 18hpi) se observa un progresivo aumento en la sintesis de mensajes de IPNV. 

Luego se realizO Ia caracterizaciOn de los polisomas, aplicando el péptido G1M182, y 

los valores obtenidos se muestran en las figuras 25, 26 y 27. 

Cuantificación de RNA. (Extracción de RNA total con Trizol) 
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Fracción 

B l2hpi 

300- 
-.-nopéØdo 
• $dM182 

345678 
Fracclón 

l8hpi 

-.- nopépdo 
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Flgura 25: Concentración de RNA total de fracciones polisomicas, en gradiente de sacarosa, 

de células CHSE-214 infectadas con IPNV a 6, 12 y 18 horas post infecciOn, con y sin péptido 

GIM 182. 
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El test estadistico, del modelo general lineal arrojo que las concentraciones de RNA a 

los tres tiempos ensayados no varian significativamente del control sin péptido. 

Aunque sin significancia estadIstica, en La figura 25 B se observa que al adicionar GIM 

182, el RNA total obtenido es menor. 

A continuación, en Ia figura 26 se graficO cada tiempo post infecciôn evaluando VP1 y 

VP2. 

CuantificaciOn de nümero de copias de IPNV por RT-QPCR real time (Usando istep 

Stratagene RT-qPCR real time Sybr Green). 
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Figura 26: ExpresiOn de VP1 y VP2 en gradientes continuas de sacarosa, a 6, 12 y 18 horas 

post infecciOn con IPNV. RT-PCR tiempo real con péptido GIM 182. 
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A ANDEVA de 2 vias F (1,26) = 42,451 p = 0,00001 95% de 

(MGL) confianza 

B ANDEVA de 2 vias F (1,26)= 73,815 p = 0,00001 95% de 

(MGL) confianza 

C ANDEVA de 2 vias F (1,20) = 370,07 p = 0,00001 95% de 

(MGL) confianza 

D ANDEVA de 2 vias F (1,26) = 150,72 p = 0,00001 95% de 

(MGL) confianza 

E ANDEVA de 2 vias F(1,20) = 2,9243 p = 0,10272 95% de 

(MGL) confianza 

F ANDEVA de 2 vias F (1,26) = 5,0957 p = 0,03261 95% de 

(MGL) confianza 

La evaluaciôn de los polisomas nos permite evidenciar el estado de sintesis celular del 

mensaje viral y Ia sIntesis de proteinas asociadas at mensaje. Lo primero a través de 

cuantificaciôn POI RT-qPCR tiempo real y lo segundo, por western b/ott, a las 

fracciones obtenidas en las gradientes de velocidad de sacarosa. 

En el periodo de evaluación que fue tempranamente luego de Ia infección viral, a las 

12 horas es posible apreciar claramente la disminución del nUmero de copias de 

mRNAs de lPNV en el tratamiento con el péptido. A este tiempo es posible discriminar 

claramente Ia acción del péptido, disminuyendo a to menos 10 veces Ia expresion de 

IPNV en las primeras fracciones polisomales. 

Al tiempo 18 horas post infecciOn Ia diferencia entre péptido y control sin péptido 

pierde significancia, como se observa en Ia tabla anterior (E, F). 

El tiempo al que se obtuvo mayor significancia en las diferencias fue el tiempo 12 

horas post infección, como se observa en tabla estadIstica (C, D). 

En todos los tiempos, Ia expresión de VP1, Ia polimerasa viral fue siempre más baja 

que la expresiOn de Ia proteina de Ia câpsida VP2. 
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A continuaciOn en Ia figura 27, se agrupan los valores de expresión de VP1 y VP2 en 

cada tiempo ensayado, en Ia infección de novo: 
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Figura 27: ExpresiOn de VP1 y VP2 IPNV de células CHSE-214 infectadas de novo con y sin 

péptido, en gradientes de sacarosa. RT-PCR tiempo real. 

Comparando la expresión de VP1 y VP2 a los tres tiempos post infección, se puede 

decir que a tiempos tempranos (t6 hpi) Ia expresión de VP2 disminuye drãsticamente, 

al tiempo intermedio (t12 hpi) aCm se mantienen las diferencias significativas entre con 

y sin GlM 182, sin embargo a 18 horas post infecciôn, los perfiles de expresión son 

similares. 
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7.8. Evaluación del potencial interferente de los péptidos sintéticos sobre 

Ia expresiOn de Ia protelna VP2 de IPNV en Ia Ilnea celular 

persistentemente infectada. 

Cuantificación de transcriptos blanco (VP1 y VP2) de IPNV por RT-PCR 

tiempo real. 

Se propagó Ia lInea celular CHSE-214 persistentemente infectada con IPNV NVIO15, 

lInea celular que no presenta efecto citopático y que fue provelda desde el laboratorio 

del Dr. Oystein Evensen de Ia Escuela de Medicina Veterinaria de Oslo, Noruega. 

Estas células persistentemente infectadas tienen Ia capacidad de liberar particulas 

virales infectivas pero en una proporciOn 3 a 4 veces menor que una infeccián 

productiva, obteniéndose titulos virales de entre 103  y 104  partIculas virales 

infectivas/ml, lo que desde un punto de vista técnico presenta ventaja versus Ia 

infección productiva ya que no es necesario agregar un inOculo de virus, además de 

no presentar efecto citopático y es posible aislar desde el sobrenadante, el RNA 

genOmico, para cuantificaciOn del nUmero de copias de IPNV. 

Cinética IPNV (P1) 

10000 

< 1000 
z 

E 
(I, 

• 100 
0 
0 

o 10 I I 
C 

Tiempo (horas y dias) 

CuantificaciOn Absoluta 
u Cuantificaciôn Relativa 

Figura 28: Cinética de infecciôn de IPNV en células CHSE-214 persistentemente infectadas a 

dfterentes tiempos. Evaluación mediante RT-PCR tiempo real. Se muestran Ia cuantificaciOn 

absoluta del nümero de copias de IPNV y una cuantificaciOn relativa normalizada con Ia 

expresión celular factor de elongaciôn ELF Ia. 

Análisis de Varianza F (6,42) = 4,2601 p = 0,00194 95%deconfianza  

(ANDEVA) de 2 vIas (GLM) 

En Ia figura 28, podemos ver que Ia expresión de IPNV en Ia Ilnea celular 

persistentemente infectada tiene valores relativamente bajos en comparación con Ia 
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infección productiva. Además, es posible señalar que Si bieri Ia tendencia es Ia misma, 

los valores entre cada cuantificaciOn (absoluta y relativa) varian significativamente. 

En el modelo de infecciôn permanente con el virus IPN a infección no utica, Ia 

expresiOn de transcritos de VP2 es significativamente diferente cuando se realiza Ia 

cuantificación absoluta en comparaciOn a la cuantificaciôn relativa al factor de 

elongaciOn proteica EFla. Si bieri Ia tendencia se mantiene en el tiempo de 

evaluación, la cuantificación absoluta es dos veces más que Ia cuantificaciôn relativa. 

Se postula que para el trabajo con el modelo de células persistentemente infectadas, 

Ia evaluaciOn con un sesgo menor es Ia que se realiza en relación a un gen de 

referencia. 

Debido a Ia baja concentraciOn de partIculas infectivas liberadas en el media, se puede 

establecer coma ha quedado empiricamente, que los titulos obtenidos en este modelo 

de persistencia son bajos, del orden de las 200-40000 particulas /ml, obteniéndose los 

mayores tItulos en células senescentes. 

A cantinuaciôn se evaluO el potencial interferente de los péptidos seleccionados. 
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Figura 29: A, Células CHSE-214 persistentemente infectadas con IPNV, inhibición de los 

péptidos 66 y 182 evaluando expresiOn de VP2-IPNV por TR-PCR tiempo real. Se les aplicô 

péptido par 4 horas y luego se lavó con PBS1X y luego se agregO media de mantenciOn. 96 

horas post tratamiento se evaluó el nümero de copias de VP2 en el mRNA obtenido de IPNV 

en el sobrenadante, se extrajo RNA viral con Quiagen viral RNAeasy kit. Y se realizô el RT-

PCR con el Kit: 1 step Stratagene RT-qPCR. B, lnhibición de expresión de VP2 IPNV en 

sobrenadante y células CHSE-2 14 persistentemente infectadas. 



A ANDEVA de 2 vias F (3,35) = p = 0,00001 95% de 

(MGL) 19,249 confianza 

A* ANDEVA de 1 vIa (MGL F (3,43) = p = 0,00658 95% de 

4,6633 confianza 

B ANDEVA de 2 vias F (3,24) = p = 0,00089 95% de 

(MGL) 7,7169 confianza 

B** ANDEVA de 1 via F (3,28) = p = 0,0003 95% de 

(MGL) 8,7312 confianza 

Al comparar Ia expresiOn de VI-'2 v/s el pepticlo 
** Al comparar el % de inhibición v/s el péptido 

En Ia figura 29 B se puede observar que el péptido GIM 182 inhibe Ia expresiOn de 

VP2 en el modelo de infecciOn persistente con mayor actividad que el péptido GIM 66, 

en B se muestran los valores de expresiOn de IPNV en funciôn del porcentaje de 

inhibiciôn. 

En este modelo de infección persistente se obtuvo inhibiciones mayores a las 

obtenidas en el modelo de infecciôn productiva, alcanzando hasta el 97% de inhibiciOn 

en la expresión e infectividad de IPNV. Con el péptido GIM 182 se logrO una inhibición 

mayor en Ia expresiOn de transcritos de VP2, que fue 30 veces menor que el control 

sin virus, demostrando su efectividad. Para corroborar el resultado obtenido también 

se realizO un ensayo de infectividad obteniéndose valores similares de inhibición. 

Luego de obtener los péptidos con mejor actividad inhibitoria se procediô a optimizar la 

concentraciOn de péptido a usar. 
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Figura 30: A, Expresión de IPNV en una gradiente de concentraciôn con el péptido GIM 182, 

las nuevas copias de IPNV fueron detectadas (con partidores para VP2) en el sobrenadante y 

evaluado por RT-PCR tiempo real. B, Evaluaciôn de diferentes concentraciones del péptido 

GIM 182 en su actividad inhibitoria, evaluado por TClD50%. 
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A ANDEVA de 2 vias F (1,54) = p = 0,34627 95% de 

(MGL) 0,90279 confianza 

A* ANDEVA de 1 via F (8,63) = p = 0,00001 95% de 

(MGL) 28,234 confianza 

B** ANDEVA de 1 vIa F (8,9) = p = 0,02504 95% de 

(MGL) 4,1000 confianza 

C ANDEVA de 1 vIa F (1,62) = p = 0,00001 95% de 

(MGL) 254,10 confianza 

Al comparar Ia expresion ae VF- v/s ia concentracion aei peptiao. 
** Al comparar TC1D50%  v/s Ia concentraciOn del péptido. 

Al comparar RT-PCR v/s T01D50%  

En ambos grâficos de la figura 30, se optimizó Ia concentraciOn a Ia cual el péptido 

inhibe mayormente, se definiô Ia concentraciOn de 500ng-1 pg por pocillo en placas de 

24 pocillos y se observa que la concentración adecuada corresponde a 1,7 pM. 

Se determinó también Ia concentraciôn minima a Ia cual se obtiene grado de 

inhibición, encontrándose que Ia concentraciôn minima es, 0,2pM; sin embargo 

cuando se realizO el mismo ensayo mediante TCID50%  se determinO que el rango de 

acción optima es de entre 0,2-2 pM. 

Cuando se comparó los valores obtenidos por RT-PCR con los de TCID50%, se obtiene 

correlaciOn entre ambos, demostrando que ambas evaluaciones permiten determinar 

Ia concentraciOn Optima para el uso de G1M182 como inhibidor de Ia expresiOn de 

IPNV in vitro. 
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CaracterizaciOn de polisomas virales y Ia sIntesis de protelna blanco VP1 y VP2, via 

mRNAs: 

Gradiente de Sacarosa fraccionada 
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Figura 31: Absorbancias 260nm y concentraciôn de RNA total (ng/uL) en fracciones 

polisomales, en gradiente de sacarosa, de células infectadas con IPNV a 6, 12 y 18 horas post 

tratamiento, sin péptido y con péptido GIM 182 en el modelo de infecciôn persistente. 

O ANDEVA de 2 vias F(1, 30)=265,23 p = 0,00001 95% de 

(MGL) confianza 

E ANDEVA de 2 vias F(1, 30)=783,60, p = 0,0001 95% de 

(MGL) confianza 

F ANDEVA de 2 vias F(1, 30)=00608, p = 0,93835 95% de 

(MGL) confianza 
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Asi como se obtuvo en las gradientes del modelo de infecciOn productiva, se obtiene 

un peak de absorbancia y de concentraciôn de RNA total, en este caso, Ia infección 

persistente, el peak de absorbancia se encueritra entre las fracciories 10 -12. 

A 

6 hpt 

> 
z 
a. 

a. 
> 
4 
z 
E 
S 

S 
C 
a. 
0 
U 
S 

C 

No peptido 

péptjdoGIM182 

1 2 3456 78 9 10 1112 13 14 15 
Fracclón 

12 hpt 

B 

> 
z a. 

a. 
> 
4 
z 
Ir 

 
S 

S 
C 

U 
S 

C 

No péptido 

peptidoGIM182 

1 2 34 567 8 9101112131415 

Fracción 

Ev 
18 hpt 

> 
z 
a. 
C. a. 
> 
'C 
z 
6 

S 

I 
C 

No péptido 
péptido GtM182 

Fracciôn 

Figura 32: ExpresiOn de mensajes de VP2 de IPNV de fracciones polisOmicas, en gradiente de 

sacarosa, de células CHSE-214 persistentemente infectadas con IPNV a 6, 12 y 18 horas post 

tratamiento, con y sin peptido GIM 182 

Con respecto a las gradientes de sacarosa donde se evaluO Ia expresión de VP2, a las 

12 horas post tratamiento con el péptido Ia expresión con el péptido GIM 182 es 

significativamente menor que sin el péptido (800 copias de VP2 para GIM 182 v/s 3000 

copias para el control sin péptido), demostrando su actividad. Sin embargo para poder 
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aseverar que la inhibiciOn es a nivel del ensamblaje de Ia partIcula viral, es necesario 

evaluar por microscopla electrOnica, Ia concentraciôn y estructura de Ia particula 

(Imajoh et at., 2007). 

De todos los ensayos para obtener el perfil de expresión de Ia proteina VP2 mediante 

western blott en las fracciones polisomicas obtenidas tanto en el modelo de infecciôn 

permanente como el modelo de infecciôn productiva, se pudo evidenciar complejos 

proteicos de masa variable, pero no fueron concluyentes (datos no mostrados). 

7.9. MicroscopIa electrOnica de transmisión 

Se fotografiO muestras obtenidas de una infecciôn celular con IPNV tratada con 

el péptido G1M182 y sin el péptido observándose diferencias en ambos casos. La 

siguiente figura muestra en A a las particulas virales en una concentraciOn mayor que 

en B, donde es aplicado 10pM de péptido G1M182. En B también es posible apreciar 

artefactos simétricos de menor tamaño, atribuidos a ensambles de otras proteinas del 

virus que no están conformando viriones. Si bien Ia abundancia relativa de viriones en 

cada muestra es diferente, no se realizO una cuantificación exhaustiva del contenido 

de cada muestra, que permita aseverar una diferencia significativa entre los dos 

diferentes tratamientos. 

A , B 

Figura 33: Micrografia electróriica de transmisión de sobrenadantes de células CHSE-214 

infectadas con IPNV, tratadas y no tratadas con el péptido GIM 182, 36 horas post infección. 

Mediante tiriciOn negativa con acetato de uranilo 1%. Aumento 120.000 veces. 

Al igual que lo observado en los trabajos de Romero et al. (2004), Imaho et at. (2007), 

Pan et at. (2007), Oña et al. (2003), Maraver et al. (2003) y MartInez-Torrecuadra et al. 
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(2000), entre otros que han demostrado que hacer mutantes de las diferentes 

protelnas de la poliprotelna, alteran el ensamblaje normal de las partIculas virales 

produciendo estructuras similares a las obtenidas en este trabajo. Se cree que estas 

estructuras más pequeñas con estructura pseudoicosahedrica pudieran ser 

agregaciones de pVP2 o VP2 a medio ensamblar. Las partIculas virales tienen un 

tamaño estimado de entre 55 y 62nm. Los artefactos simétricos observados en B 

tienen diámetro aproximado de 18nm. 

7.10. SelecciOn del o los mejores péptidos interferentes. 

. SelecciOn de los péptidos con mayor actividad inhibitoria 

Luego del diseno y sintesis qulmica de los péptidos, se probô una baterla compuesta 

por más de treinta y dos péptidos derivados de IPNV, los que fueron evaluados por 

RT-qPCR tiempo real, de los cuales solo cuatro lograron inhibir en algUn grado Ia 

expresiOn de IPNV. De los cuatro péptidos seleccionados 2 y se hicieron los diferentes 

ensayos y pruebas (péptidos GIM 66 y GIM 182). 

Se seleccionO el péptido GIM 182 como el que logrO una inhibiciOn mayor en Ia 

expresiOn del virus IPN in vitro inhibiendo en mayor medida Ia sintesis de mensajes en 

el modelo de infección persistente; por el contrario, el péptido GIM 66 que Si bien 

disminuyO de manera categorica los titulos obtenidos en modelo de infección de novo, 

el largo de su secuencia hace inviable su candidatura como herramienta 

biotecnolOgica principalmente por el costo asociado a su sintesis. 
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8. DISCUSIÔN 

El ensamblaje de viriones de Ia familia Birnaviridae, especialmente para sus 

representantes IBDV en ayes e IPNV en peces, requiere de Ia formacián de una triada 

de monOmeros de Ia proteina VP2, Ia componente estructural mãs relevante del viriOn 

tanto desde el punto de vista cualitativo como cuantitativo, para gatillar un proceso 

sinérgico aparentemente irreversible que permitirá asociarse al RNA genOmico y Ia 

formaciOn de una partIcula infectiva madura dentro de Ia célula infectada. Esta, 

concomitantemente podrá ser yemada, o simplemente liberada al medio externo como 

producto de Ia lisis celular, maxima expresiOn del efecto citopático viral. Este proceso, 

evidenciado por el análisis cristalográfico del virus IBDV, presenta homologias 

indiscutibles con IPNV, que a diferencia de su par en ayes, se manifiesta, 

patologicamente, como un estado de persistencia en peces salmonideos, situaciOn 

que en cultivo confinado con fines comerciales representa una verdadera "bomba de 

tiempo", pues al estar activo pero controlado en el estado de persistencia, puede, en 

cualquier momento manifestarse en plenitud, muy especialmente ante situaciones de 

estrés, reconocidos en los estados tardios en jaulas de peces en pre-cosecha, con Ia 

serie de impactos que ello involucra. 

En este marco referencial, esta tesis tuvo su genesis frente a Ia innovadora estrategia 

discutida en Ia literatura del uso de péptidos como una alternativa viable para controlar 

Ia persistencia en virus de RNA, especialmente eficientes al dIa de hoy para Ia familia 

de los Ortomixovirus, donde destaca el virus de Ia influenza humana (Ghanem et 

al, .2007). 

Asociamos entonces, el conocimiento del proceso de ensamblaje del virus y el 

acabado detalle de Ia estructura del virus IBDV con especial énfasis de su proteina 

VP2, con el de su hermano en familia IPNV (Coulibaly et al., 2010), para diseñar una 

bateria de péptidos que pudiesen interferir con el proceso de ensamblaje de éste 

ültimo, desde estados muy tempranos en Ia célula infectada. Estos péptidos, todos 

ellos componentes de dominios de Ia proteina VP2 y/o de sus precursores, debian 

cumplir con una serie de criterios estrictos, donde destacaban los siguientes: no tener 

homologia con secuencias pares celulares, no ser táxicos para las células hospederas, 

ser de un tamaño discreto para favorecer su sintesis, tener una estructura y 

composición que permita un ingreso pasivo a las células, ser estables dentro de ellas y 
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demostrar una alta actividad especifica para que su aplicación pase casi desapercibida 

en el entomb celular en que se aplicaria. 

A pesar de que ninguno de los péptidos analizados logra inhibir en su totalidad Ia 

siritesis de RNA viral, el modelo representa un avance sustancial en el usa de terapias 

biocompatibles, de amplio espectro en administración y de efecto especifico contra 

este patOgeno, sobretodo en su estado de persistencia. Hemos demostrado en este 

trabajo que de 32 péptidos sintetizados y evaluados inicialmente, dos de ellos 

cumplian a cabalidad con los requisitos impuestos, siendo ellos los péptidos GIM 182, 

el mejor, de 11 residuos, y el GIM 66, de 20 amino ácidos de largo. El primero, 

altamente eficiente tanto in vitro (esta tesis) como in vivo (laboratorio hospedante) que 

se encuentra en proceso de protección intelectual. El segundo, también de alta 

eficiencia in vitro presenta además, por su carácter anfipático y estructura flexible, una 

interesante actividad antimicrobiana que ha permitido tener dos publicaciones ISI 

aceptadas, la primera en prensa y la segunda en revisiOn (Anexo). 

En resumen, ambos péptidos son capaces de interferir en forma significativa a Ia 

expresiOn del virus in vitro en los dos modelos de evaluaciOn presentados: el primero, 

de infecciOn de novo, donde e un esquema semi-sincronizado de parte de un estado 

no infectado a Ia expresiOn maxima del virus al generar Ia destrucciOn de Ia célula y Ia 

liberación de un nmero significativo de particulas infectivas, permitiendo un amplio 

rango de oportunidades de evaluar el efecto de los péptidos. El segundo, de un 

sistema persistentemente infectado, donde Ia actividad viral es constante, 

aparentemente no sincronizada, donde todos los niveles de expresiOn viral están 

representados, pero en una condiciOn cuantitativa muy basal y controlada, condiciOn 

que permite detectar a un nivel estricto el eventual efecto interferente de los péptidos. 

Consideramos que esta tesis es un aporte a Ia bisqueda de antivirales, especialmente 

para casos de persistencia viral donde Ia Unica posibilidad de interferir es "desde 

dentro" de las células aparentemente sanas. De ser asI, Ia otra caracteristica distintiva 

que a nuestro juicio presentan los péptidos que tienen como blanco especifico el 

ensamblaje, es que dependen de las innumerables variantes, principalmente 

patogenicas, asociadas a los virus de RNA, del que IPNV no constituye excepciOn: el 

proceso inhibitorio seria sobre una actividad independiente de Ia patogénesis y comUn 

para cualquier virus de Ia familia, es decir, su ensamblaje especifico. Proponemos 

entonces que estos pequeños péptidos compiten con los epitopes funcionales de las 

proteinas de los cuales fueron obtenidos contienen en sus grupos activos que 
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formando oligOmeros que impiden Ia concreciOn de un proceso gatillado 

sinérgicamente y con una relación estequiométrica precisa que de no estar, anula el 

proceso. Recientemente, este enfoque fue reportado para Ia polimerasa del virus de Ia 

influenza humana (Ghanem et al., 2007). 

Estudios con GIM 182. Primero, realizamos una cinética de infecciOn para definir los 

mejores tiempos para aplicar y evaluar los péptidos. En todos los casos se usó coma 

referenda un gen celular reportero, en nuestro caso el validado en nuestro Iaboratorio 

para éste propOsito, el correspondiente al factor de elongaciOn 2 de Ia biosIntesis 

proteica. Estimamos que Ia concentraciOn adecuada de péptido fue del rango 1.0 - 2.0 

pM 1000 veces inferior a la que presenta un 50% de toxicidad celular. El tiempo de 

exposidiOn al péptido fue, en los experimentos que fue removido, de 4 horas, tiempo 

en el cual el péptido estã integro dentro de la célula. 

A continuaciOn se presenta una tabla resumen de los ensayos más relevantes con los 

péptidos GIM 66 y GIM 182, que permiten visualizar el panorama general de actividad 

de los péptidos propuestas. 

Porcentaje de Inhibiciôn frente al control de los péptidos analizados. 

Tabla 8.1. Tabla resumen general de resultados 

Modelo de novo (%) Modelo PI(%) 

RT-qPCR 

GIM 66 29,8 76,0 

GIM 182 36,2 97,0 

Titulos (particulas infectivas/m I) 

GIM 66 99,9 3,3 

GIM 182 34,3 38,8 

En el modelo de infecciOn persistente, ambos péptidos inhiben significativamente y se 

hace notoria debido a la relaciôn estequiometrica que presenta entre el nümero de 

moléculas peptIdicas entregadas y a Ia carga viral aparente dentro de este modelo de 

infecciOn. En el modelo de infeccián productiva se observa inhibiciOn, sin embargo, Ia 

alta tasa sintética de moléculas virales, hace menos evidente la actividad de los 

péptidos. El hecho que GIM 66 no inhiba Ia expresión de partIculas virales infectiva en 

el modelo persistente, es un resultado no esperado, sin embargo, su acciôn se ye 

claramente reflejada cuando es aplicado en el modelo de infecciôn productiva donde Ia 

inhibiciôn lograda hace interesante desde un punto de vista profiláctico. Con los 
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antecedentes presentados en Ia tabla anterior podemos aseverar que ambos péptidos 

tienen actividad frente a diferentes blancos virales, en concordancia al diseño inicial. 

La evaluación de los perfiles polisomales nos indica el comportamiento de Ia 

transcripción involucrada en la sintesis proteica viral. Al adicionar el peptido GIM 182, 

el perfil normal de polisomas se ye desplazado hacia Ia zona mãs liviana de Ia 

gradiente, lo que se traduce en mensajes de menor tarnaño y una sIntesis proteica 

menor. 

Otro antecedente que nos permite aseverar Ia actividad del péptido GIM 182 es Ia 

imagen obtenida de tinciôn negativa por microscopla electrónica de transmisiôn donde 

podemos observar que en Ia infección tratada con el péptido, se producen estructuras 

pseudo icosahedricas de menor tamaño y una concentración de particulas virales 

menor que a Ia infección sin el péptido, es decir se produce una interferencia en el 

ensamblaje viral. Al realizar Ia tinciOn de estructuras celulares, se pudo observar que el 

ensamblaje viral realizado en vacuolas en el citoplasma célular está fuertemente 

desregulado, alterando las formas y tamaños clasicos de una infección con IPNV. 

8.1. Péptidos: Diseño, efecto, incorporaciOn. 

Como ha quedado explicito en el trabajo, los péptidos sintetizados a partir de 

secuencias de IPNV tienen Ia capacidad de traspasar Ia membrana celular de Ia lInea 

celular CHSE-214. Una evidencia de Ia rnovilidad de los componentes peptIdicos a 

través de las células fue descrito por Carpintero et al. (2007), quienes pudieron 

observar el paso de diferentes péptidos a través de las membranas celulares. 

Se discute el efecto de los péptidos respecto a su conformaciOn estructural y carga 

neta, ya que la mayorIa de los péptidos que presentan amfipaticidad, estructura 

helicoidal y carácter catiónico, interactüan con las membranas celulares, sin embargo, 

los péptidos con una carga neutra pasan a través de las membranas celulares (Alonso 

C, 2007 corn. pers.). 

En cuanto al péptido GIM 66, que es un análogo del péptido p46 (20 aminoácidos del 

extremo amino-terminal de p46) descrito por Galloux et al. (2007), quien demostrO que 

aquel péptido es el actor central en el mecanismo de entrada de los Birnavirus, 

además dernostrO que el diãmetro promedio del poro formado por Ia desestabilizaciOn 
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de Ia membrana lipidica es de 5-8 nm de diámetro, y que corresponde a un péptido 

protector osmOtico, es decir, protege a los eritrocitos de la hemOlisis. 

Es importante notar además que el extremo amino-terminal del péptido p46, es decir 

p22 de Galloux, comprende el dominio perforante del péptido p46 y produce poros con 

diámetro entre 4-6 nm. Estos resultados relevantes en el mecanismo de entrada 

fueron obtenidos mediante anãlisis de CalorimetrIa Diferencial de barrido (DSC), 

Resonancia de Onda guiada de Plasmones (PWR) y espectroscopia de Resonancia 

Magnética Nuclear (NMR) con los cuales se pudo obtener la posiciOn particular del 

péptido sobre la membrana lipIdica. También demostraron (Galloux et al., 2007) que 

p22, el análogo de G1M66, posee una estructura a-hélice, al igual que el extremo 

amino-terminal del p46 y que los primeros 15 aminoácidos se penetran en Ia micela. 

Galloux et al. (2010), siguiendo el estudio anterior determinô que Ia zone contenida 

entre los residuos 14-22 del p46 (en nuestro análogo GIM 66: aminoácidos 14, 15, 17 

y 18) corresponde a un dominio fuertemente hidrofObico: aquellos residuos se yen 

fuertemente afectados cuando son tratados con ácido 5'-o 16'-doxil esteãrico, como 

por ejemplo Ala-14, Val-15, Val-17, Val-18 y Phe-22. Aquellos residuos hidrofObicos 

están ubicados en Ia misma disposición de p46 (14-22) y constituyen Ia plataforma 

hidrofObica del péptido. 

Los resultados obtenidos por Galloux implican que, Ia interrupciôn de Ia hélice 

provocada por el residuo Pro-16 es probablemente crucial para Ia actividad de 

permeabilización de p46. La ocurrencia de hélice interrumpida también fue reportada y 

está presente en el péptido-y del Flock House Virus (nodavirus) (Maia et a!, 2006) y en 

otros péptidos antimicrobianos como Ia Gaegurina (Park et al., 2002), Maculatina (Chia 

et al., 2000), Buforina II (Park et al., 2000), y Melittina (Terwilliger of al., 1982). 

Con respecto al diseño de péptidos es necesario conocer de antemano los costos de 

cede aminoácido y el largo de Ia secuencia a sintetizar, debido a que el tamaño es un 

aspecto relevante y a Ia vez un punto crItico en la sintesis de péptidos para uso en 

terapias. For ejemplo, lisina y arginina, que poseen grupos reactivos protegidos, tienen 

un precio muy por encima de los otros aminoácidos disponibles, además, el largo del 

péptido constituye un rasgo importante: mientras menos residuos aminoacidicos 

contenga el péptido menos costoso es sintetizarlo. Es destacable Ia relevancia e 

implicancia de esta consideraciOn, debido a que cuando se obtiene un péptido con Ia 

actividad deseada, es menester comenzar el proceso de optimización de Ia secuencia, 

de manera de determinar los aminoácidos importantes en ella (Ia secuencia) y Ia 

posibilidad de reemplazarlos por otros menos costosos (Scan-Alanina). 
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8.2. Mecanismos de acciOn de los péptidos antivirales 

Existen diferentes procesos por los cuales péptidos pueden inactivar virus. Un ejemplo 

de péptidos naturales con actividad antiviral son las defensinas, una familia de 

péptidos que se encuentran en leucocitos de vertebrados y también de invertebrados. 

Estos péptidos fueron probados contra virus envueltos como: Virus del herpes simple 

(HSV) tipo 1 y 2, Citomegalovirus (CMV), Virus de Ia estomatitis vesicular (Ray) e 

lnfluenzavirus A y virus no envueltos como: Echovirus tipo 11 y Reovirus tipo 3 (Reo-

3). Sorprendentemente al incubar el péptido con cada aislado viral, solo se inactivaron 

los primeros y los virus no envueltos no pudieron ser inactivados, demostrando que Ia 

defensina HNP-1 solamente actüa en Ia envoltura lipoproteica del virus (Daher et al., 

1986). 

Otro péptido antiviral, S1S5, perteneciente a Ia familia de las dermaseptinas fue 

evaluado como agente antimicrobiano contra el Virus del herpes simple (HSV1) 

encontrándose inhibiciOn sOlo al incubar Ia dermaseptina antes de Ia infecciOn con el 

virus. Este hecho revela que existe una inhibiciOn de Ia capacidad de infectar por parte 

del péptido (Belaid et al., 2002) sin embargo, no previene Ia infecciôn Si es expuesto al 

péptido durante Ia infección. 

Un medio de actividad antiviral novedoso es el que actüa en el escape del virus 

posterior a su entrada al endosoma, Home et al. (2005) describe que un péptido ciclico 

tiene la capacidad de entrar con el adenovirus a la célula hospedera inhibiendo Ia 

capacidad de acidificar el endosonia y posterior entrada al citoplasma celular. 

SegUn los estudios realizados por Galloux (2007 y 2010) el péptido p22 derivado de 

p46 (extremo carboxi-terminal de la protelna pVP2) parece situarse en Ia superficie de 

Ia membrana al igual que algunos péptidos pro-apoptOticos como Bax (Garcia-Saéz et 

al., 2007), el Péptido Cazador-asesino (Plesniak et al., 2004), asI como también 

péptidos antimicrobianos, como Gramicidina (Prenner et al., 2001), Magainina 

(Matsuzaki et al., 1991; Bechinger et al., 1993), PGLa (Latal et al., 1997), Piscidina 

(Campagna et al., 2007) y LL-37 (Henzler-Wildman et al., 2004). 

Además Galloux (2010) propone que p46 y su análogo p22 (G1M66), se agregan y su 

multimerizaciOn producirla un efecto en Ia desestabilizaciOn de Ia membrana, bajo 

ciertas condiciones (Hristova et al., 2001; Takei et al., 1998). 
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Coulibaly et al. (2005) muestra en el modelo terrestre de Birnavirus (IBDV) que Ia 

liberaciôn de las 780 copias de p46 presentes en Ia particula viral, dentro del 

endosoma, son probablemente suficientes para inducir Ia agregaciOn y Ia formaciôn de 

poros, favoreciendo Ia entrada del virus. 

Se puede prever que el extremo amino-terminal de pep46 (pep22), dependiendo de su 

concentración, se comporta como péptido antimicrobiano, lo que fue descrito por Jofré 

et al. (2011) para el extremo amino-terminal de p46 (G1M66), con Ia formaciôn de 

poros toroidales. Coma ya se ha informado en el caso de reovirus (Ivanovic et al., 

2008), los poros formados son de tamaño insuficiente (alrededor de 10nm) para el 

paso de una particula de virus. En efecto, los poros formados por pep46 son 10 veces 

más pequeño que Ia particula de IBDV (700A de diãmetro) (Coulibaly et al., 2005) 

La mayoria de los péptidos naturales antimicrobianos descritos que han sido probados 

en su capacidad antiviral, actüan antes de que éstos penetren Ia membrana celular del 

hospedero. Es muy novedoso que un péptido obtenido de Ia secuencia del mismo 

virus tenga una actividad antiviral que actie desde dentro de Ia célula. 

Un nümero creciente de nuevos péptidos antimicrobianos (AMPs) de diferentes 

organismos son regularmente reseñados con sus caracterIsticas e implicaciones 

biolôgicas (Rege et al., 2007; Izadpanah y Gallo, 2005). Sin embargo, entre los cientos 

de AMP identificados, sOlo unos pocos presentan funciones antimicrobianas y son 

considerados como candidatos potenciales contra los patogenos. 

Otros péptidos antimicrobianos aislados, son las hepcidinas de Tilapia (THs), TH1-5, 

TH2-2 y TH2-3 que han sido evaluadas en su carácter antimicrobiano (Pan et al., 

2007; Rajanbabu et al., 2010; Huang et al., 2007) al igual que el péptido G1M66 de 

IPNV (Jofre et al., 2011). Importante es el reporte de Rajanbabu et al. (2011) quien 

probó el efecto de un péptido antimicrobiano en Ia infecciOn con IPNV en el mismo 

modelo celular que el usado en Ia presente investigaciOn. 

8.3. Péptidos y funciones antivirales 

En estudios de evaluaciOn de Ia respuesta antiviral por parte del hospedero, 

generalmente se utiliza el ácido poliinosInico-policitidilico (poly(I:C)) como control 

positivo de respuesta. Poly (1:0) es un analogo sintético del RNA de doble hebra 

(dsRNA), que produce un patrOn de respuesta antiviral, asociado al receptor tipo Toll 

84 



(TLR-3), demostrándose en estudios con Poly (I:C), Ia actividad antiviral del péptido 

TH1-5 (Huang et al., 2007). 

La transfección de células CHSE-214 con Poly (1:0) induce un estado antiviral contra 

IPNV, a través de Ia inducciôn de proteinas antivirales, segUn lo informado por Jensen 

et al. (2002). Además se ha reportado que Interferon alfa/beta (lFNci/3) produce un 

estado antiviral contra IPNV, tanto in vitro como in viva (Larsen et al., 2004). 

Por otro lado, hubiese sido importante también evaluar Ia respuesta inmune de las 

células hospedera en Ia administración de nuestra terapia a base de péptidos. Fara el 

caso del péptido TH1-5 (Rajanbabu et aL, 2011), se estudiO Ia expresión de diferentes 

genes asociados a Ia infecciOn patogenica, para poder determinar el mecanismo 

molecular de acción, los genes que se evaluaron fueron annexina (Chiu et al., 2010), 

interleukina (IL) (Chiu et al., 2010), Factor de Necrosis Tumoral (TNF)-ci (Johansen et 

al., 2004), Meta (Kiing y Olsson, 2000), Metb (Kling y Olsson, 2000), MHCI (Jørgensen 

et al., 2006), MHCll (Kim et al., 2000)yVlSP (Cho et al., 2002). 

Varios péptidos antimicrobianos han sido reportados con funciOn antiviral (Kovalchuk 

et al., 2007; Wachinger et al., 1998; VanCompernolle et al., 2005). Rajanbabu et al. 

(2011) evidenció que aplicando el péptido TH1-5 hasta concentraciones de 125 mg/mI, 

no causa inhibiciOn de Ia proiiferaciOn celular en Ia linea CHSE-214, durante un 

máximo de 48 horas. Además, el co-tratamiento de TH1-5 con IPNV en una MOI de 

0,1, controla Ia infecciOn con IPNV y el nivel de control de Ia infecciOn se ye 

aumentado junto con un aumento de la concentración del péptido. 

Se destaca que Ia concentraciOn que se empieó en ésta investigación está muy por 

debajo de Ia concentraciOn utilizada en el trabajo de Rajanbabu, ya que ellos utilizaron 

una concentraciOn de entre 25-100mg/mI y en el presente trabajo se usaron entre 0,01 

y 0,1mg/mI. Es importante hacer notar también que el péptido G1M66 en el ensayo de 

placa (inmunofluorescencia) pre incubado justo antes de Ia infecciOn con IPNV, 

muestra una actividad antiviral, disminuyendo Ia carga viral en al menos 4 logaritmos 

de concentraciOn, a una concentraciOn de 0,1mg/mi, que es significativamente mejor a 

lo expuesto por Rajanbabu, que obtuvo una actividad antiviral por parte del péptido 

TH1-5 cuando era expuesto a Ia infecciOn con IPNV en Ia Ilnea celular CHSE-214, a 

concentraciones varias veces mayores, utilizando una metodologla similar de 

identificaciOn de las partIculas virales que son liberadas post infecciOn. 
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8.4. Virus IPN v/s otros virus 

Se postula que el virus IPN presenta el péptido 22 (Galloux et al., 2007) o el analogo 

del péptido GIM 66 sintetizado en esta investigaciOn, cuando se presenta en Ia 

superficie celular, donde se fusiona Ia partIcula viral a Ia célula, es adsorbida por Ia 

membrana celular (Espinoza et al., 2000).Es posible inferir lo propuesto ariteriormente 

principalmente debido a los reportes de Jhan y SUdhof (1999), donde lnfluenzavirus A 

y el Virus de Ia Inmunodeficiencia Humana (VIH) presentan péptidos anfipãticos, al 

igual que el nuestro, que son insertados en las membranas celulares, reorientándolas 

e induciendo una desestabilización de Ia capa lipidica celular. 

Es un hecho que los virus constituyen maquinarias transcripcionalmente competentes 

que pueden traspasar membranas para actuar en el citoplasma celular del hospedero. 

Sin embargo Ia capacidad de infección y el tipo de hospedero está definida en el 

genoma particular de cada virus. Siendo relevante que: Ia estructura de Ia cápsida, Ia 

carãcteristica de erivueltos o no por una cubierta lipoproteica, y Ia singularidad del 

genoma de cada virus, es una estrategia particular para cada familia de virus. Por esta 

razOn es que para poder entender el mecanismo de propagación de IPNV en células 

susceptibles a su infecciOn, es necesarlo entender primero de qué manera actUan 

todos los Birnavirus, sus caracteristicas principales y luego cOmo actüan otros 

miembros de los virus no envueltos, como lo son los adenovirus, feline calicivirus y 

echovirus, entre otros. 

SegUn lo expuesto por Galloux et al. (2010) Ia entrada de los birnavirus se produce 

luego de la interacciôn entre Ia particula viral y Ia célula hospedera, produciéndose una 

invaginaciOn de Ia membrana plasmática que contiene Ia particula (endosoma) donde 

posteriormente se produce una liberaciOn, desde Ia particula, de mUltiples copias del 

péptido p46 (780 copias aproximadamente POI particula) el que se agregaria y 

produciria a disrupciOn de Ia membrana del endosoma y una posterior liberaciOn de Ia 

particula viral al citoplasma celular del hospedero. 
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8.5. Ensamblaje 

El proceso de ensamblaje del virus IPN ha tratado de ser dilucidado por varios autores; 

sin embargo los trabajos más concluyentes son los de Chevalier et al. (2002) y 

Villanueva et al. (2004) que destacan el procesamiento de Ia poliprotelna POI parte de 

Ia proteasa viral VP4, que hace madurar Ia poliprotelna clivando las protelnas de Ia 

cápsida para que posteriormente se ensamblen y ademãs indican que el proceso final 

de maduraciOn de la particula radica en una disminución de tamaño, principalmente 

debido al clivaje final de pVP2 en VP2, lo que hace que se ensamble Ia particula en un 

viriOn. Imaho et al. (2007), Pan et al. (2007), Ona et al. (2003) Maraver et al. (2003) y 

Martinez-Torrecuadra et al. (2000) entre otros, han demostrado que hacer mutantes de 

las diferentes protelnas de la poliprotelna, alteran el ensamblaje normal de las 

particulas virales generando estructuras similares en forma pero de diferente tamaño y 

crean tübulos que finalmente no son transformados en particulas virales funcionales. 

Destacan además Ia interdependencia de todas las proteinas del virus en el correcto 

ensamble de los viriones, haciendo hincapié en Ia relaciôn que tiene VP2 con VP3, Ia 

interacciôn que tiene VP3 con VP1 y el material genomico, y Ia especificidad del 

sustrato por parte de Ia proteasa viral VP4. Todos estos factores hacen que sea 

posible un correcto empaque de Ia particula viral. 

8.6. Interferencia de péptido en el ensamblaje de IPNV 

Segün los datos obtenidos en los experimentos realizados en Ia obtención de los 

polisomas virales en células CHSE-214 infectadas con IPNV, se infiere que Ia 

actividad antiviral del péptido 182 estaria inhibiendo Ia expresiôn de VP2 y por 

consiguiente imposibilitando el ensamblaje normal de Ia particula viral competente. Sin 

embargo no es capaz de inhibir totalmente Ia expresiOn y generación de nuevas 

particulas virales. 

Otro antecedente que permite aseverar Ia actividad del péptido 182 es Ia imagen 

obtenida por microscopIa electrônica de transmisión donde es posible observar que en 

Ia infección tratada con el péptido, se producen estructuras pseudo-icosaédricas de 

menor tamaño y una concentraciOn de particulas virales menor que en Ia infección sin 

Ia administraciOn de péptido. 
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Se propone el siguiente esquema, como modo de acción de nuestro péptido. 

gfflAs%J' 

Interferencia 

VP3-gIU4A pW2 

Interferencia mediada por el péptido G1M182 

Figura 34: Esquema de Inhibiciôn del ensamblaje de IPNV mediado por el peptido G1M182. 

En consecuencia, el péptido 182 estaria desestabilizando Ia interacciOn VP2-VP2 y 

VP2-VP3, ya que ambas interacciones son claves en el ensamblaje viral de IPNV. Sin 

embargo, no es posible demostrar el grado de disminuciôn de sintesis de las protelnas 

virales en los aislados polisomales cuando se aplica el péptido 182, debido 

principalmente a que Ia inmunotipificaciOn de los aislados polisomales no pudo ser 

llevada a cabo con éxito. Hay pocos antecedentes que faculten demostrar Ia inhibiciOn 

de Ia actividad viral utilizando polisomas. Bittencourt et aL (1997) demostrO que el virus 

Mayaro (alphavirus) en infecciôn de células de mosquito Aedes albopictus es inhibido 

debido a un choque térmico, disminuyendo Ia expresiôn y sintesis de Ia proteina viral 

de Ia cápsida (p34) en aislados polisomales. 

En conclusiOn, faltan antecedentes para poder demostrar Ia real acciOn de los péptidos 

66 y 182, es decir antecedentes de respuesta inmune, mecanismos de acciOn 

molecular, vias metabOlicas que se yen afectadas en Ia infección. etc. Se espera que 

futuros trabajos puedan identificar más acertadamente, bajo cual mecanismo de 

acción se desencadena Ia respuesta antiviral. 
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9. CONCLUSIONES 

• Se diseñó, sintetizô y caracterizô una bateria péptidos interferentes de IPNV, 

finalmente se seleccionaron los péptidos GIM 66 y GIM 182 por su alta 

actividad antiviral contra IPNV. 

• Los péptidos seleccionados GIM 66 y GIM 182 entran pasivamente a las 

células blanco y no son citotôxicos en células de peces hasta concentraciones 

de 1 5mM, 1000 veces Ia dosis al cual se obtiene inhibiciôn. 

El péptido seleccionado GIM 66, inhibió el 99% de Ia infecciôn viral productiva y 

en la Ilnea celular persistentemente infectada Ia inhibiciôn alcanzO el 76%. 

• El péptido seleccionado GIM 182, inhibIo el 36% de Ia infecciôn viral productiva 

y en Ia lInea celular persistentemente infectada Ia inhibición alcanzô el 97%. 

• La concentración optima para lograr inhibicián es entre 0,2 pM - 2pM en el 

modelo in vitro, siendo necesarlo realizar las pruebas de campo, evaluar y 

optimizar Ia concentración in vivo. 

• Los perfiles de expresiOn de VP2 y VP1 de IPNV en las gradientes de 

sacarosa, en células tratadas y no tratadas con el péptido GIM 182, mostraron 

que a tiempos tempranos de infecciôn y con aplicaciôn del péptido se logra Ia 

inhibiciOn en Ia expresión del virus. 

• En conclusiOn, los resultados de los experimentos realizados en esta 

investigaciOn demuestran Ia validez de Ia hipOtesis propuesta. 

89 



10. RECOMENDACIONES 

El uso de Ia tecnologIa de sIntesis quimica en fase sOlida para Ia generación de 

cualquier péptido, permite mucha versatilidad tanto en Ia secuencia como 

estructura deseada. Sin embargo, los mecanismos de acciOn de estas 

moléculas no son fãciles de descifrar. No existe una metodologla estricta para 

Ia evaluaciOn, debido a esto es que se propone el desarrollo nuevas 

metodologlas para evaluaciôn de ultraestructura con microscopla electrOnica 

de transmisiôn, que nos porvee de informaciôn visual de Ia acciôn de los 

péptidos. 

El modelo propuesto de eva!uaciOn de los péptidos tanto en Ia linea celular 

permanentemente infectada como en Ia infectada de novo con el virus IPN, 

segün los análisis estadisticos muestran que los ensayos presentan diferencias 

significativas entre los tratamientos en Ia mayoria de los experimentos 

desarrollados, se recomienda el uso de placas de cultivo celular de 24 pocillos 

y al menos 4 replicas por tratamiento para obtener resultados reproducibles. 

Como existe una alta variabilidad en las mutaciones que naturalmente sufre 

IPNV en la linea celular CHSE-214, se propone para nuevas investigaciones la 

linea celular RTG-2 con la que se ha demostrado una bajisima tasa de 

mutaciones. 

• Al encontrar una molecula péptidica con alto potencial de transformarse en un 

producto comercial, se recomienda contemplar el largo de su secuencia, el tipo 

de aminoácidos a utilizar y Ia concentración a Ia cual es efectiva, para poder 

cuantificar y evaluar su uso. 

• Se recomienda que para futuros trabajos con IPNV y péptidos, Ia evaluaciOn de 

Ia respuesta inmune que puede dar luces de los mecanismos por los cuales 

actian estas moléculas. 

• Se sugiere además estudios de colocalización entre Ia molécula de interés y el 

patogeno que demuestren directamente su actividad. 
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11. Nomenclatura 

AA Aminoácidos 

ADN Acido desoxirribonucléico 

AMB Antimicrobiano 

ANOVA ANDEVA: análisis de varianza 

ARN Acido ribonucléico 

ATCC American Type Culture Center 

BSA Albümina de suero Bovino 

C Capsomeros 

CD Dicroismo circular 

cDNA ADN complementario 

CHSE-214 Células embrionarias de Salmon Chinook 

cmp Conteos por minuto 

CP Crossing Point 

DAB 3.3'-diaminobenzidina tetrahidroclorido 

DEPC Dietil pirocarbonato 

Dl Particulas Defectivas lnterferentes 

DNAsa Desoxirribonucleasa 

dNTPs deoxirribonucleOtidos trifosfato 

ds RNA ARN de doble hebra 

E eficiencia de cada partidor 

EDT Etanoditiol 

EDTA Etilendiamina tetracetato 

ELF-i3  Factor de elongaciôn proteica 

ELISA Ensayo por inmunoabsorciOn ligado a enzimas 

F Proporcion entre la variaciôn entre grupos dividida por Ia varianza 

dentro de los grupos 

FITC Fluorescemna isothiocyanato 

F-moc 9-fluorenilmetoxicarbonil 

g fuerza gravitatoria 

G-10 Sephadex G-iO (matriz de dextran y epiclorohidrina) 

GFP ProteIna verde fluorescente 

GLM General Linear Model 

GMP Buenas prácticas de manofactura 

GMP Guanosina Monofosfato 
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hpi Horas post infecciOn 

HPLC Cromatografla lIquida de alta presiOn 

hpt Horas post tratamiento 

IBDV infectious Bursal Disease Virus 

IPNV Virus de Ia Necrosis Pancreática infecciosa 

ISAV Virus de Ia Anemia Infecciosa del Salmon 

M.W. Peso molecular 

MALDI-TOF DesorciOri/ionizaciOn laser asistida por matriz - en tiempo de vuelo. 

MEM Modified Eagle's Medium 

MMLV Transcriptasa inversa del virus de la leucemia Murina-Maloney 

MOI Multiplicidad de Infección (particulas virales/ células) 

mRNA ARN mensajero 

MS EspectrometrIa de masa 

Mx ProteIria inmune Mx 

n Nümero de replicas 

nt nucleOtidos 

OlD DomInio de oligomerizacion 

OlE Oficina Internacional de Epizootlas 

ORF Marco de lectura abierta 

p Probabilidad 

P .salmonis Pisciricketf s/a salmon/s 

PBS Buffer fosfato salino 

PCR ReacciOn en cadena de Ia polimerasa 

PEG-6000 polietilen glicol 6000 

qPCR PCR cuantitativa. 

R2  coeficiente de determinaciOn 

rBv Báculo virus recombinante 

RFLP Restriction fragment lenght polimorfism 

RNA-BD Dominio de uniOn al ARN 

RNasa Ribonucleasa 

RP-HPLC Cromatografla liquida de alta presiOn en fase reversa 

rpm revoluciones por minuto 

RT-PCR TranscripciOn reversa acoplada a PCR 

RT-qPRC rt TranscripciOn reversa acoplada a PCR cuantitativa en tiempo real. 

SBF Suero Bovino Fetal 

SDS Sodium Dodecyl Sulfate 

SDS-page Sodium Dodecyl Polyacrylamide Gel Etectrophoresis 
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SPPS Sintesis de péptidos en fase sôlida 

ssRNA ARN de hebra simple 

t Tiempo 

T Triangulacion 

t-Bu Grupo tert-butilo 

TC1050%  Dosis que infecta el 50% del tejido o cultivo celular, corresponde a Ia 

concentración del agente patOgeno, se mide en ml. 

TFA Acido trifluoroacético 

TIS Triisopropilsilano 

VIH-1 Virus de Ia inmunodeficiencia tipo 1 

VP1-BD Dominio de uniOn a VP1 

Un idades 

00 grados celsius 

pL Microlitro 

pm MicrOmetro 

pM micromolar 

A° Amstrong 

cm CentImetro 

cm2  centimetros cuadrados 

d Dias 

h Horas 

kb Kilobases 

kDa KiloDaltons 

M Molar 

mglL Miligramos por litro 

mM Milimolar 

mm Milimetro 

ng nanOgramo 

nm nanómetro 

nM nanomolar 

pb Pares de bases 

93 



Códigos de una y tres letras para los aminoácidos 

Alanina Ala, A Leucina Leu, L 
Arginina Arg, R Lisina Lys, K 
Acido aspártico Asp, D Metionina Met, M 
Asparagina Asn, N Fenilalanina Phe, F 
Cistelna Cys, C Prolina Pro, P 
Acido Glutámico Glu, E Serina Ser, S 
Glicina Gly, G Tirosina Tyr, Y 
Glutamina GIn, Q Treonina Thr, I 
Histidina His, H Triptófano Trp, W 
Isoleucina lie, I Valina Val, V 
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13.2. Alineamiento de secuencias del segmento A de los 6 genogrupos de 
birnavirus. (Clustal W). 

Genogrupo Cepa NCBI NucleOtido NCBI Proteina Swiss-Prot 
1 Jasper(Ja) AF342735 AAK32161 P05844 
2 Asia (Ab) AF342729 AAK32155 Q990P9 
3 Norway(Sp) AF342728 AAK32154 Q703G9 
4 Tellina (Te) AF342731 AAK32157 Q990P7 
5 Canadian (C2) AF342733 AAK32159 Q990P5 
6 (He) AF342730 AAK32156 Q990P8 

1 VR299 Chilean AF343572 MK32164 Q990M6 

Alineamiento Clustal de genogrupos de IPNV. La region de los péptidos selecionados 
está marcada en gris. 

Q990M6 VR299 MSTS1:ATATYL!SIMLPENGPASIPDDITERHILTQETSSYNLEVSESGS 50 
P05844 G1 Ja MSTSKP.TATYLRSIMLPENGPASIPDDITERHILI:QETSSyNLEvSESGs 50 
Q990P9 G2 Ab MSTNKATATYLKSIMLPETGPSSIPDDITERHILKQETSSyNLEVSDSGS 50 
Q703G9 G3 Sp NTNI<ATATYLKSfl4LPETGPASIPDD1TERHILKQETSSYNLEvsEsGs 50 
Q990P7 G4 Te MNTNKTATYLKSIMLPETGPASIPDDVTERHILKQETSSYNLEVSESGS 50 
Q990P5 05 C2 MNTNKATATYLKSIMLPETGPASIPDDITERHILKQETSSYNLEVSDSGS 50 
Q990P8 G6 He MTNN<NThTYLKSIMLPESC-PASIPDDVTE?.HILKQET5SyNLEvsEsGs 50 

Q990146 VR299 GLLVCFPGAPC.SRVG.A.HYRWNLNQTALEEDQWLETSQDLi<:KAFNYGRLIS 100 
P05844 Gi Ja GLLVCFPGAPGSVG/Hy;*WNLNQTALEFDQWLETsQDLJKAFNyGRLIs 100 
Q990P9 G2 Pb GVLVCF?GAPGSVGAHYRWNVNQTELEFDQtcLETSQDLKAFNYGRLIS 100 
Q703G9 G3 Sp GVLV0FPGAPGSRIGAHYRWNANQTGLEFDQwLETSQDLApNyGRLIS 100 
Q990P7 G4 Te GVLVCFPGAPSSRVGAHYRWNNQTELEFDQwLETSQDLKKAFNyGRLIs 100 
Q990P5 G5 02 0LLVCFPGAPGSRVGAHYKWNANQTALEFDQWLETSQDLKKAFNYVRLIS 100 
Q990P8 G6 He GiLVCFPGAPGSRIGAHYRWNANQTQLQFDQWLETSQDLRAFNyGRLIs 

.kA:A 

100 

Q990M6 VR299 PKYDIQSSTLPAGLYALNGTINAATFEGSLSEVESLTYNSLMSLTTNPQD 150 
P05844 G1 Ja RKYDIQSSTLPAGLYALNGTLNAATFEGSLSEvESLTyNSLMsLTTNpQD 150 
Q990P9 G2 Ab RKYDVQSSTLPAGLYALNGTINkT FEGSLSEVESLTYNSLMSLTTNPQD 150 
Q703G9 G3 Sp R(1DIQSSTL2AGLYALNGTLL'JA1'1,'EGSLSEVESLTYNSLSLTTt\1PQD 150 
Q990P7 G4 Te Rh'YDIQSSTLPAGLYALNGTLNAATF'EGSLSEVESLSYNSLMSLTTNpQD 150 
Q990P5 G5 02 RKYDIQSSTLPAGLYALNGTLNAATFEGSLSEvESLTYNSLMSLTTNPQD 150 
Q990P8 G6 He ?\KYDIQSSTLPAGLYALNGTINAATFEGSLSEVPNLSYNsLMSLTTNpQD 

.............. .........................A  

150 

Q990M6 VR299 KVNNQLVT1A:GITVLNLPTGFDKPYVRLEDETPQGPQS:NGARMCTAAIT\. 200 
P05844 G1 Ja KvNNQLvTKGTTvLNLpTGFDKpyvRLEDETpQGpQsMNGApcTAAIA 200 
Q990P9 G2 Ab KVNNQLVTKGVTVLNLPTGFDKPYVRLEDETPQGPQSMNGARMRCTAAIA 200 
Q703G9 G3 Sp fKVNNQLVTKGVTVLNLPTGFDKPYVRLEDETPQGLQSMNGAKMRCTAAIA 200 
Q99027 G4 Te VNNQLV1KGVTVLNLPTGFDPY\.TRLEDETPQGLQSMNGAKMRCTAAIA 200 
Q990P5 G5 02 KVNNQLVTKGITVLNLPTGFDKPYVRLEDETPQGLLSMNGAKMRCTAp.IA 200 
Q990P8 G6 He fKVNNQLITKGVTVLILPTGFDKPYVRLEDETPKGLQSMNGSTMRCTGVIS 

. ................A, ..........
. 

200 

Q990M6 VR299 PPKYEIDLPSERLPTVAATGTPTTIYEGNADIVNSTTVTGDITFQLE?.EP 250 
P05844 G1 Ja PRRYEIDLPSERLPTVAATGTPTTIYEGNADIVNSTAVTGDITFQLEAEP 250 
Q990P9 G2 Ab PRRYEXDLPSERLPTVAATGTPTTIYXGXGDIVNSTTVTGDISFSLANNP 250 
Q703G9 03 Sp PRRYEIDLPSQRLPPVPATGTLTTLYEGNADIVNSTTVTGDINFSLAEQP 250 
Q99027 04 Te PRRYEIDLPSQRLPTVPATGTLTTIYEGNADIVNSTTVTGDINFRLpAAp 250 
Q990P5 05 02 PRRYEIDLPSERLPPP.QATGTLTTMYEGNADIVNSTTVTGDISFSLATAP 250 
Q990P8 G6 He PRRYEIDLPNEALPPVPATGTYVTLYEGNADIVNSTTGSGDINFNLQQAp 

* ......-, ... .... - . -; '- 
. 

........*- ..........- 

250 
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Q990M6 VR299 VNETRFDFILQFLGLDNDVPVVTVTSSTLVTADNYRGASAKFTQSIPTEM 300 
P05844 Gi Ja VNETRFDFILQFLGLDNDVPVVTVTSSTLVTDNYRGASAKF'TQSIPTEM 300 
Q990P9 G2 lAb TADIKFDFQLDFLGLDNDVPVVTVTSSVLVNADNYRGlASAKNTMSIpTEN 300 
Q703G9 G3 Sp ADETKFDFQLDFMGLDNDVPVVTVVSSVLATNDNYRGVSAKMTQSIPTEN 300 
Q990P7 G4 Te PADTKYDFQLDFVGLDNDIPVVSITSSVLATAANFSGVSAKFTQSIPTED 300 
Q990P5 G5 C2 ?.lAETTFEFQLDFLGLDNNVPVVTVISTALATKENHLGVSAKMTQAIPTES 300 
Q990P8 G6 He ANETKFDFKLEFLGLDNDEPVVTVVSSVLATEANYRGISAKNTQSIPTEN 300 

Q990M6 VR299 ITKPTTRVKLlAYQLNQQTAIP.NAATLGAKGPASVSFSSGNGNVPGVLRPI 350 
P05844 Gi Ja ITKPITRVKLPAYQLNQQTAIANAATLGAKGPASVSFSSGNGNVPGVLRPI 350 
Q990P9 G2 lAb ITKPITRVKLSYKVNQQTAIANPATLGTLGPASVSFSSGNGNVPGVLRPI 350 
Q703G9 G3 Sp ITKPITRVKLSYKINQQTAIGNVATLGTMGPASVSFSSGNGNvPGVLRPI 350 
Q99027 G4 Te ITKPITRVRLSYKVNQQAlAITTAATLGALGPlASVSFSSGNGNVPGVLRPI 350 
Q990P5 G5 C2 ITKPITRVRLSYKLNQQTEIGNAATLGALGPlATVSFSSGNGNVPGVLRPI 350 
Q990P8 G6 He iTKPVTRVKLSYKINQQTEIGNTATLGVLGPASVAFSSGNGNVPGVLRPI 350 

Q990M6 VR299 TLVlAYEKMTPQSILTVAGVSNYELIPNPDLLKNMVTKYGKYDPEC;LNYAK 400 
P05844 Gi Ja TLVAYEKNTPQSILTVAGVSNYELIPNPDLLKNMVTKYGKYDPEGLNYAK 400 
Q990P9 G2 lAb TLVlAYEKMTPQSILTVlAGVSNYELIPNPELLKNMVTRyGKyDpEGLNYAK 400 
Q703G9 G3 Sp TLVAYEF4TPLSILTVAGVSNYELIPNPELLKNMVTRYGKYDPEGLNYAK 400 
Q990P7 G4 Te TLVAYEKMTPQSILTVAGVSNYELIPNPELLKNMVTRYGKYDPEGLNYAK 400 
Q990P5 G5 02 TLVAYEKNTPQSILTVAGVSNYELIPNPDLLKNMVTKYGKYDPEGLNYAK 400 
Q990P8 G6 He TLVAYEKNTPQSVLTVAGVSNYELIPNPDLLRNMVTHYGKYDPEGLNYAK 400 

Q990M6 VR299 MILSHREELDIRTVWRTEEYKERTRAFKEITDFTSDLPTSKAWGWRDLVR 450 
P05844 Gi Ja MILSHREELDIRTVWRTEEYKERTRAFKEITDFTSDLPTSKAWGWRDLVR 450 
Q990P9 G2 lAb MILSHREELDIRTVWKTEEYKERTRVFNEITDFSSDLPTSKAWGWRDIVR 450 
Q703G9 G3 Sp MILSHREELDIRTVWRTEEYKERTRVFNEITDFSSDLPTSKAWGWRDIVR 450 
Q990P7 G4 Te MILSHREDI.DIRTVWKTEEYRERTRVFNEITDFSSDLPTSKAWGWRDIVR 450 
Q990P5 G5 02 MILSHREELDIRTVWRTEDYIERTRVFNEITDrSSDLPTSThWGWDIVR 450 
Q990P8 G6 He NILSHREDLDIRTVWRTEDYKERTRVFNEITDFSSDLPTSKAWGWRDIVK 450 

Q990M6 VR299 GIPJ(VAlAPVLSTLFPMAAPLIGAlADQFIGDLTKTNSPAGGRYLSHAAGGRY 500 
P05844 Gi Ja GIRKVAlAPVLSTLFPMAAPLIGAADQFIGDLTKTNSAGGRYLSHAAGGRY 500 
Q990P9 G2 lAb GIRKVlAAPVLSTLEPNAAPLIGVADQLIGDLTNTNAAGGRYRSMAlAGGRY 500 
Q703G9 G3 Sp GIRKVAAPVL$TLFPMAAPLIGMADQFIGDLTKTNAAGGRYHSMAAGGRY 500 
Q990P7 G4 Te GIRKVAAPVLSTLFPHAAPLIGVADQLIGDLTNTNAAGGRYRSMAAGGRY 500 
Q990P5 G5 C2 GIRKVAAPVLSTLFPNAAPLIGIADQFIGDLTKTNAAGGRYNSMAAGGHH 500 
Q990P8 G6 He QIRRIlAAPVLSTMFPMlAAPLIGMADQFIGDLTKTNASGGRYNSHAAGGRY 

k')A **A*k*  

500 

Q990M6 VR299 HDVMDSHASGSEAGSYSKHLKTRLSNNYEEVELPKPTKGVIFPVVHTVE 550 
P05844 Gi Ja HDVIVIDSWASGSEAGSYSKHLKTRLESNNYEEVELPKPTKGVIFPVVHTVE 550 
Q990P9 G2 lAb KDVMDSWASGGPDGKFSQALKNRLESANYEEVELPPPSKGVIVPVVHTVQ 550 
Q703G9 G3 Sp KDVLESWASGGPDGE-(FSRALKNRLESANYEEVELPPPSKGVIVPVVHTVK 550 
Q990P7 G4 Te KDVLESWASGGPDGKFSQALKNKLESTNYEEVELPAPSKGVIVPVVHTIR 550 
Q990P5 G5 C2 RD\TMESWASGKQDGRFSQSLKNRLESANYEEVELPPPQKGVIVPVVHTVK 550 
Q990P8 G6 He KDVLETWASGSNTGRFSMSLKKRLESTNYEEVELPRPERGVIVPVVHTVK 550 

Q990M6 VR299 SAPGEAFGSLVVVIPGAYPELLDPNQQVLSYFKNDTGCVWGIGEDIPFEG 600 
P05844 Gi Ja SlAPGEAFGSLVVVIPEAYPELLDPNQQVLSYFKNDTGCVHGIGEDIPFEG 600 
Q990P9 G2 lAb SAPGEP.FGSLAIIIPGEYPELLDANQQVLSHFANDTGCVWGIGEDIPFEG 600 
Q703G9 G3 Sp SAPGEAFGSLAIIIPGEYPELLDANQQVLSHFANDTGSVGIGEDIPFEG 600 
Q990P7 G4 Te SAPGEAFGSLAIIIPGEYPELLDANQQVLSYFANDTGCVWGIGEDIPFEG 600 
Q990P5 G5 C2 SAPGEAFGSLAIIIPGEYPELLDANQQVLSHFANDTGSVWGLGEDVPFEG 600 
Q990P8 G6 He SAPGEAFGSLAIIIPGEYPELLDPNQQVMSSFLGDTGCIWGIGEDLPFEG 600 
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Q990M6 VR299 DDMCYTALPLKEIKRNGNIVVEKIFAGPVMGPSSQLLSLLVNDIDEGIP 650 
P05844 Gi Ja DDMCYTALPLKEIKRNGNIVVEKIFAGPNGPSSQLLSLLVNDIDEGIP 650 
Q990P9 G2 Ab DDMCYTALPLKEIKPNGNIIVEKIFAGPIMGPSAQLGLSLLVNSIEEGVP 650 
Q703G9 G3 Sp DNMCYTALPLKEIKRNGNIVVEKIFAGPH4GPSAQLGLSLLVNDIEDGVP 650 
Q990P7 G4 Te DDNCYTALPLKEIKPNGNIIVEKIFAGPIMGPSAQLGLSLLVNDIDEGVP 650 
Q990P5 G5 C2 DNMCYTALPLKEIKKNGNIIVEKIFAGPIMGPSAQLGLSLLVNDIDEGVP 650 
Q990P8 G6 He DDMCYTALPLKEIKANGNIVVEKIYAGPIMGPSAQLGIYLLVNDIQEGVP 650 

Q990M6 VR299 RMVFTGEIADDEETVIPICGVDIKAIAAHEHGLPLIGCQPGVDEMVANTS 700 
P05844 Gi Ja RMVFTGEIThDDEETVIPICGVDIKAIAAHEHGLPLIGCQPGVDEMVANTS 700 
Q990P9 G2 Ab RMVFTGEIAADEETIIPICGVDTJ<AIAAHEQGLPLIGCQPGVDEEVSNTS 700 
Q703G9 G3 Sp RMVFTGEIADDEETIIPICGVDIKAIAAHEQGLPLIGNQPGVDEEVRNTS 700 
Q990P7 G4 Te RMVFTGEIASDEETIIPICGVDIKAIAAHEQGLPLIGNQPGVDEEVANTS 700 
Q990P5 G5 C2 RMVFTGEIAEDEETIIPICGVDIKAIAAHEQGLPLIGNQPGVDEEVKTTS 700 
Q990P8 G6 He RMVFTGELGQDEESIIPICGVDIKAIAAHELGLPLVGNQPGVDEEVPTTS 

.......kk3.- 

700 

Q990M6 VR299 LASHLIQSGALPVQKAQGACRRIKYLGQLMRTTASGMDAELQGLLQATMA. 750 
P05844 Gi Ja LASHLIQGGLPVQi<AQGACRRIKYLGQLMPTTASGMDAELQGLLQATMA 750 
Q990P9 G2 Ab LAAHLIQTGTLPVQKAKGANR'RIKYLGELMSSIASGMDEELQRLLSATMA 750 
Q703G9 G3 Sp LAAHLIQTGTLPVQRAKGSNKRII<YLGELMASNASGF'DEELQRLLNATMA 750 
Q990P7 G4 Te LAAHLVQTGALPVQKAKGVNKRIKYLGELt4TSIASGMDEELQRLLNATMA 750 
Q990P5 G5 C2 LAAHLIQSGTLPVQKAKGASKRINYLGELMQTTASGMDEELQNLLAATMA 750 
Q990P8 G6 He LAAHLIQKGTLPVQKACGVDKRIKHLGLLMDSNASG1DEELQ?LLSATMA 

............ ..... .......... ... .. ..... 

750 

Q990M6 VR299 RAKEVKDAEVFKLLKLMSWTRKNDLTDFU4YEWSKEDPDATKFGRLVSTPP 800 
P05844 Gi Ja RAKEVKDAEVFKLLKLMSWTRKNDLTDHMYEWSKEDPDAIKFGRLVSTPP 800 
Q990P9 G2 Ab RAKEVKDAEIEKLLKLMSWTRKNDLTDHMFEWSKEDPDAIKFGRLISTPP 800 
Q703G9 G3 Sp RAKEVQDAEIYKLLKLMAWTRKNDLTDHMYEWSKEDPDALKF'GKLISTPP 800 
Q990P7 G4 Te RAKEVKDAEIEKLLKLMAWTRKNDLTDHNFDWSKEDPDAIKFGRLISTPP 800 
Q990P5 G5 C2 RAKAVKDAEIYKLLRLMSWTRKNDLTDHMYEWSREDPDAIKFGKLISTPP 800 
Q990P8 G6 He RPKEVKDAEIYKLLRLMSWTRKNGLTDHMYEWSREDPDAVKFGRTISTPP 

......... .A .*.:.-k* ** '***...k.................*.* ....... 

800 

Q990M6 VR299 KHREKPKGPDQHTAQEAKATRISLDGVF(AGADFASPEWITENNYRGPSPG 850 
P05844 Gi Ja KHQEKPKGPDQHTAQEAR'ATRISLDAVIKAGADFASPEWIAENNYRGPSPG 850 
Q990P9 G2 Ab KHPEKPKGPNQHAAQEARAVRISLDAVRAGAEFATPEWVATNDYRGPSPG 850 
Q703G9 G3 Sp KHPEKPKGPDQHHAQEARATRISLDAVRAGADFATPEWVALNNYRGPSPG 850 
Q990P7 G4 Te KHPEKPKGPDQRTAQEARATRISLDAVRAGADFATPEWVALNNYRGPSPG 850 
Q990P5 G5 C2 KHPEKPKGPDQHQAQEAKAIRISLDAVRAGANFATTE1iVAENHYRGPSPG 850 
Q990P8 G6 He KHQEKPKGPDQHTAQEARAARISLDAVKAGADFASPEIAENNYRGPSPG 850 

...................,.*.* ****).*, ....... 

Q990M6 VR299 QFKYYMITGRVPNPGEEYEDYVRKPITRPTDiDKIRRLANSVYGLPFiQEP 900 
P05844 Gi Ja QFKYY4ITGRVPNPGEEYEDYVRKPITRPTDMDKIRRLANSVYGLPHQEP 900 
Q990P9 G2 Ab QFKYYLITGRTPDPNDGYEDYIKQTITKPTDMNKIRRLANSVYGLPHQEP 900 
Q703G9 G3 Sp QFKYYLITGREPEPGDEYEDYIKQPIVKPTDMNKIRRLANSVYGLPHQEP 900 
Q990P7 G4 Te QFKYYLITGRTPDPDDEYEDYIKQTITKPTDMTKIRRLANSVYGLPHQEP 900 
Q990P5 G5 C2 QFNYYMITGEAPEPGEEYEDYIKRPIVKPTDMTKIRRLANSVYGLPHQEP 900 
0990P8 G6 He QFKYYKITGNTPNPGDEYEDYVTRPITRPTDMTRIRRLANSVYGLPHQEP 900 

hA 



Q990M6 VR299 APDDFYQAVVEVFAENGGRGPDQDQMQDLRDLARQMKRRPRPAETRRQTK 950 
P05844 Gi Ja APDDFYQAVVEVFAENGGRGPDQDQMQDLRDLARQMKRRPRP1ETRRQTK 950 
Q990P9 G2 Ab APEEFYDAVAAVFADNDGRGPDQDQNQDLRELARRMKRRPRTAEAPRRTR 950 
Q703G9 G3 Sp APEEFYDAVAAVFAQNGGRGPDQDQMQDLRELARQMKRRPRNADAPRRTR 950 
Q990P7 G4 Te APEEFYDAVAAVFADNDGRGPDQDQMQDLRELARRMKRRPRNADTPRKTR 950 
Q990P5 G5 C2 APEPFYEAVAAVFAENGGRGPDQDQMQDLRELARHKRHPKNAATPRKTR 950 
Q990P8 G6 He APEEFYNAVAAVFSENGGRGPDQDQMLDLRDLARSMKRPPRTAATPRRAR 

*: W k . *4*.frk 4 k:** ¼ : 
950 

Q990M6 VR299 TPPRAATSSGSRFTPSGD---- 968 
P05844 Gi Ja TPPRAATSSGSRFTPSGDDGEV 972 
Q990P9 G2 Ab APAEPAPQRSSRFTPRGE---- 968 
Q703G9 G3 Sp APAEPAPPGRSRFTPSGDNAEV 972 
Q990P7 G4 Te APTEPAPQRSSRFTPRGE---- 968 
Q990P5 G5 C2 PPAEKAPSSGSRYIPPGL---- 968 
Q990P8 G6 He AP7AETAPRTSRFTPLGN---- 

* .- *.' • * * 

968 
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13.3. Modelacion de péptidos seleccionados 

GIM 66 

'\r I 

'1 

Figura 35. Representaciones de columna vertebral y de Ia superfice de Ia estructura 

secundaria de péptidos GIM 66. El modelo se construyO sobre la base de Ia identificación de 

AP 21MU. El código de color utilizado: básico azul, blanco, verde y rojo ácido hidrofôbicas, 

polares, sin carga alguna Creado con VMD. 

GIM 182 

Figura 36. RepresentaciOn del péptido GIM 182, en verde, generado con SPdb. 



13.4. Resultado de secuenciación de aislado de IPNV, regiOn VP2 de 

segmento A de IPNV, utilizando el partidor M13. 

Secuencia amplificada de IPNV con partidores SNPF y SNPR de 213pb para el 

segmento A, ubicado en Ia zona de Ia proteina VP2, clonados en TOPOTA, y 

secuenciados, resultados de secuencias identificadas en Genbank. 

pTOPO_IPNV_213pb. 

gb AY 354521 1 I Infectious pancreatic necrosis virus isolate Sp122 12-kDa nonstructural protein, 108-kDa 
polyprotein, and 25-kDa nonstructural protein genes, complete cds 
Length=3097 

Score = 363 bits (196), Expect = 2e-97 
Identities = 200/202 (99%), Gaps = 0/202 (0%) 
Strand=plus/plus 

Query 7 CAACAGGGTTCGACAAACCATACGTCCGCCTAGAGGATGAGACACCCCAGGGTCTCCAGT 66 
11111111111 111111111111111111 111111 111111 111111111111111 

Sbjct 618 CAACAGGGTTCGPCAAACCATACGTCCGCCTAGAGGACGAGCACCCCAGGGTCTCCAGT 677 

Query 67 CAATGAACGGGGCCAAGATGAGGTGCACAGCTGCAACCGCACCGCGGAGGTACGAGATCG 126 
liii 11111111 Jill 111111111111111111111 1111111111111111111111 

Sbjct 678 CAATGAACGGGGCCAAGATGAGGTGCACAGCTGCAACTGCACCGCGGAGGTACGAGATCG 737 

Query 127 ACCTCCCATCCCAACGCCTACCCCCCGTTACTGCGACAGGAACCCTCACCACTCTCTACG 186 
Ill 111111111111111111111111111111111111111111111111111 111111 

Sbjct 738 AccTcccATcccAAcGccTAccccccGT'rAcTGcGAcAGGAAcccTcAccAcTcTcTAcG 797 

Query 187 AGGGAAACGCCGACTCGTCAA 208 
1111111111 

Sbjct 798 AGGGAAACGCCGACATCGTCAA 819 

214 pb (VR-299 earn! 16) 
GCCCTTCAACAGGGTTCGACAAACCA TACGTCCGCCTAGAGGACGAGACACCCCAGGGTCTCCAGTCAA TGAAGGGGG 
CCAAGATGAGGTGCACAGCTGCAACCGCACCGCGGAGGTACGAGA TCGACCTCCCA TCCCAACGCCTACCCCCCGTTA 
CTGCGACAGGAACCCTCACCACTCTCTACGAGGGAA4CGCCGACA TCGTC?A4GGGC 

5'3' Frame 3 

PSTGFDKPYVRLE DET PQGLQSMNGAKMRCTAATAPRRYEI DLPSQRLPPVTATGTLTTLYEGNADIVKG 

gil 96306371 ref NP 047196.11 KVNNQLVTKGITVLNLPTGFDKPYVRLEDETPQGPQSMNGARMRCTAAIA 200 
53' PSTGFDKPYVRLEDETPQGLQSMNGAENRCTAATA 35 

gil 96306371 ref NP 047196.11 PRRYEIDLPSERLPTVAATGTPTTIYEGNPDIVNSTAVTGDITFQLEAEP 250 
53 PRRYEIDLPSQRLPPVTATGTLTTLYEGNADIVKG---------------70 

213 pb (VR-299 earn! 14) 
GCCCTTTGACGATGTCGGCGTTTCCCTCGTAGAGAGTGGTGAGGGTTCCTGTCGCAGTAACGGGGGGTAGGCGTTGGG 
ATGGGAGGTCGATCTCGTACCTCCGCGGTGCAATTGCAGCTGTGCACCTCATCTTGGCCCCGTTCATTGACTGGAGAC 
CCTGGGGTGTCTCGTCCTCTAGGCGGACGTATGGTTTGTCGAACCCTGTTGAAGGGC 

3'5' Frame 3 
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PSTGFDKPYVRLEDETPQGLQSMNGAKMRCTAAIAPRRYFI DLPSQRLPPVTATGTLTTLY6GNADIVKG 

gil 96306371 ref NP 047196.11 KVNNQLVTKGITVLNLPTGFDKPYVRLEDETPQGPQSNNGAPNRCTAAIA 200 
31 51 PSTGFDKPYVRLEDETPQGLQSMNGAKMRCTAAIA 35 

gil 96306371 ref NP 047196.11 PRRYEIDLPSERLPTVAATGTPTTIYEGNADIVNSTAVTGDIPFQL6AEP 250 
3 1 5 1 PRRYEIDLPSQRLPPVTPTGTLTTLYEGNADIVKG ---------------  70 

214pb (NVIOI5 carril 21) 
GCCCTTCAACAGGGTTCGACAAACCATACGTCCGCCTAGAGGACGAGACACCCCAGGGTCTCCAGTCAATGAACGGGG 
CCAAGATGAGGTGCACAGCTGCAATTGCACCGCGGAGGTACGAGATCGACCTCCCATCCCAACGCCTACCCCCCGTCA 
CTGCGACAGGAACCCTCACCACTCTCTACGAGGGAAACGCCGACA TCGTCAAAAGGGC 

5'3' Frame 3 

PSTGFDKPYVRLEDETPQGLQSMNGAKMRCTAAIAPRRYEI DLPSQRLPPVTATGTLTTLYEGNADIVKR 

gil 9630637 ref INP_047196. ii KVNNQLVTKGITVLNLPTGFDKPYVRLEDETPQGPQSMNGARMRCTAAIA 200 
53' PSTGFDKPYVRLEDETPQGLQSMNGAKMRCTAAIA 35 

***************** ****** 

gil 96306371 ref NP 047196.11 PRRYEIDLPSERLPTVAATGTPTTIYEGNADIVNSTAVTGDITFQLEAEP 250 
5 3' PRRYEIDLPSQRLPPVTATGTLTTLYEGNADIVKR---------------70 

Aislado IPNV en CHSE-214 Resultado del Blast (NCB1, genbank) 
VR-299 carril 16 isolate Sp122 
VR-299 carril 14 isolate NVl-020 
NV1015 carril 21 isolate NVI-013 
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Esquema Plasmido TOPO TA !PNV. 

Los sitios de restricciOn están marcados 

M13 Reverse Primer 
IaCZIXATG

I
Hind III Kp

I
n Sad I LbrnHI Spol 

CAC CAA ACA CCI AIC AC ATC ATT ACG CCA AGC TTG GIA CCG AGC ICC CAT CCA :TA 
CIC CIT TCT CCA TAC TCT mc ThA ICC CAT ICC AAC CAT ICC ACA CIA CAT CAT 

BstXt EiRI EcoRI 

: c= r- ;; 
__________ 

C: TIC TGC 

M13Fo,ward (-20) Pruner 
(Cr1 ITA UA CCT CCI ICC 

Producto PCR IPNV 213 p.b 

5'- 3' 

GCCCTTCAACAGGGTTCGACAAACCATACGTCCGCCTAGAGGACGAGACACCCCAGGGTCTCCAGTCAATGPACGGGG 

CCAAGATGAGGTGCACAGCTGCAATTGCACCGCGGAGGTACGAGATCGACCTCCCATCCCAACGCCTACCCCCCGTCA 

CTGCGACAGGAACCCTCACCACTCTCTACGAGGGAAACGCCGACA TCGTCAAAAGGGC 
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13.5. Reacción de clonaciOn Topo (para E. coli qulmicamente 
competentes) 

PCR producto 3 pL (05-4 pL) 
Solución Sauna 1 pL 
H20 agregar a un volumen total de 5 pL 
Topo vector 0,7 pL 
Volumen Final 6 pL 

• Incubar por 12 minutos a temperatura ambiente y luego poner en hielo. 
• Agregar topo + PCR a 50 pL de bacteria e incubar 30 minutos en hielo (mezclar 

suavemente) 
• Shock térmico a 42° C por 45 segundos 
• Poner 2 minutos en hielo 
• Crecer la bacteria 1 hora a 37°C con agitación horizontal, agregando 250 pL de 

medio LB. 
• Plaquear en agar LB + Km (50 pg/mI) 

• Incubartoda Ia noche a 37°C. 

Colony PCR 
Picar al menos 20 diferentes colonias y hacer reacciones independientes de 
PCR para cada una, verificaciôn del inserto por electroforesis en gel de 
agarosa al 2% teñido con gel red o bromuro de etidio. 

Primers: SNPF-R: VP2 

Purificaciôn de plásmido por Qiaprep Spin Miniprep Kit y microcentrifuga 

• Cosechar bacterias centrifugando a 4000rpm por 10 minutos a 4°C. 
• Remover todo sobrenadante 
• Resuspender pellet de bacterias en 250 pL de Buffer P1 (+RNAasa A) y 

transferir Ecup. (usar vortex a pipetear up and down) 
• Adicionar 250 pL de Buffer P2 y mezclar cuidadosamente invirtiendo los tubas 

4-6 veces (no vortex) 
• Adicionar 350 pL de Buffer N3 y mezclar inmediatamente y con cuidado 

invirtiendo los tubos 4-6 veces 
• Centrifugar por 10 minutos a 13000rpm (= 17900 g) 
• Dejar fluir el sobrenadante del paso anterior por una columna QlAprep spin 

columna por decantaciOn o pipeteo 
• Centrifugar por 30-60 segundos descartar fluido 

Obs: Lavar Ia columna QlAprep spin adicionando 0,5m1 Buffer PB y centrifugando 
por 30-60 seg. Descartando el fluido. 

Lavar Ia columna QlAprep spin adicionando 0,75m1 de Buffer PE y centrif 
30-60 seg 
Descartar el lIquido y centrifugar por 1 minuto para remover el buffer 
residual 
Traspasar Ia columnaQlAprep a un Ependorif limpio de 1 5m1. Para eluir el 
DNA, adicionar 50 lJL de Buffer EB (10mM Tris-HCl, pH 8,5) a agua en el 
centro de Ia columna QlAprep, dejar actuar 1 minuto y centrifugar por 1 
minuto. 
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13.6. Curvas de calibración de RT-qPCR 

A continuaciOn se presentan las curvas de calibración, para Ia cuantificaciOn absoluta 

de VP2 de IPNV. 

A 

40 

30] 

2OJ 

y = -0,0003x+ 11,611 
loj 

R2  = 0,9959 

1 2 3 4 5 6 7 

Log 10  del n° de copias de plasmido Topo-VP2 

1-9 

10- y =- >-3,6286x + 40,791 

R2  = 09984 

2 3 4 5 6 7 8 9 

Log 10  del n de copias de plasmido Topo-VP2 

Figura 37. Curvas de calibraciôn para interpolacion de datos en cuantificación absoluta para 

RT-qPCR. 

En Ia gráfica A, Ia más remarcable son los puntos 1 al 4 de Ia recta, que corresponden 

a las concentraciones de pl6smido-VP2, de 100  hasta io, que son además, los limites 

esperados para obtener información acerca de Ia InfecciOn persistente y tiene un R2  

muy cercano a 1, Ia que hace muy confiable Ia evaluación. Par el contrario, en Ia 

grãfica B, Ia destacable son los puntos del 6 al 9, que corresponden a valores de 106  a 

109, que son los valores esperables en el modelo de infección de nova, y también 

presentan una distribución linear con un R2  muy cercano a 1. 
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RTLCLE INFO AI3SRACTI' 

ic/c/iisury: The larger segissent of the infectious pancreatic necrosis virus (IPNV) codifics most of the structural and 
'eived 17 December2010 non-structural proteins of the virus in two overlapping open reading frames (ORFs). The longer of the 
.eived in revised form 20 January2011 two ORF is expressed as a polyprotein which generates a number of variable length peptides of uisknosvn 
.opied_oJanuary_011 

fluiction during processing. Siisce ;in appealing hypothesis would be that these peptides are generated 
- 

- by the virus to act as antimicrobial agents that favor viral infectivity in their fish host, we decided to 

test this possibility by selecting a master peptide and using it to generate substitution variants that may 
nor s. 

ibacterial peptide 
enhance tlseir antimicrobial potenlial. A 20-residue master peptide (p20) was selected from the well- 

al derived antibacterial peptide described maturation process of the structural viral protein VP2; several variants were then desigised and 

v processing chemically synthesized, ranging in size from 16 to 20 residues. The synthesized peptides were tested for 

iide synthesis in vitro activity against several prototype bacterial pathogens using standardized laboratory procedures. 
tide modeling Chemically synthesized p20 and all its variants displayed broad activity against the tested bacteria and 

nose of them were toxic to eukaryotic cells at least I Ox the coiscenlration used against the bacteria. 

Interestingly, when p20 was tested against the very aggressive bacterial pathogen Piscirichc'//sia .sal,,:onis, 

a common co-infectant of IPNV in salmonid fish, the specific activity of the novel peptide was significantly 

higher than that displayed for bactericidal fish farm antibiotics such as oxolinic acid, flutacqitine and 

florfenicol, which are conimonly used to control Piscirickettsiosis in the field. It is potentially significant 

that the approach presented in this report provides a novel alternative for generating new and ideally 

more efficient and friendly safeguards for bacterial propisylaxis. 

(0 2011 Elsevicrinc. All rights reserved. 

Introduction 

Mortality due to disease. decreased growth rates and decreased 

d el'fIciency due to infections are major factors of economic loss 

squaculture. Aquaculture production levels have grown at an 

-pressive annual rate of approximately 11% since 1980 and one 

the significant challenges to the expansion of aquaculture pro-

ction is that of disease outbreaks. The potential economic losses 

in disease outbreaks have become so significant that they may 

ëct the survival of the industry. This was the case when Chilean 
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iculture was almost devastated by an aggressive outbrcak of 

978)/s - see from mailer 0 2011 Etsevier Inc. All righis reserved. 

).1016.jpeptides2Ott.ot 026 

the ISA virus in 2007 which left a shaky industry determined to 

look for novel alternatives for disease control while trying to slowly 

recover [8]. 

As part of this search, antimicrobial peptides have arisen as 

an interesting alternative; as such work has been carried out to 

improve them using drug development processes [34]. Antinsi-

crohial peptides (AMPs) are short amino acid sequences (<100 

residues) that are important in the innate immunity of 

inverte- brales and vertebrates; they have also been described in 

bacteria, fungi and plants [26,40.55]. AMPs are a defense 

mechanism that can remain over long evolutionary time spans 

and can act rapidly to neutralize a broad range of microorganisms, 

such as bacteria, fungi, and viruses [38,52]. 

The most common mechanism of action against bacteria is the 

so-called 'carpet" mechanism, in which the peptide accumulates 
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Table I 
p20 homologue peptides from APD database [50]. 

Peptide Source 

p20 tl'NV snthetiepeptide 
AP000I 5 Aurein 2 2. Southeut Australian bell frog 
AP00352 Citropin 1.2 Australian blue mountains tree frog 

Al'00696 Dalilein 1,1 Litona dahlia Australian aquatic frog 

AP00353 Citropin 1.3 Australian blue mountains tree frog 

AP0035 I Citropin 1.1 Australian blue mountains tree frog 

311 the bacterial membrane LIP to a threshold concentration [49], 
causing permeabilization/disintcgration [33]. 1-towever the spe-
2111c interaction may vary, with peptides having different ways to 
roduce the membrane permeabilization, including channel aggre-

tatcs, toroidal pores or channels [48]. 
The activity of a peptide is therefore determined by several fac-

ors, the negatively charged bacterial membrane, the net positive 
harge of the peptide, its hydrophobicity, its oligomeric state in 
olution and in the membrane, and the stability of its secondary 
;tructure. AMPs have been classified into five structural groups: 
I) linear peptides with -helical conformation [7.54]; (2) 
ep- tides rich in cysteine residues [411; (3) peptides that form - 

;heet structures [6]: (4) peptides rich in particular amino acid 
esidues, such as proline, with a variable structure [5.7.39.41]: (5) 
teptides composed of rare and modified amino acids [41]. 

The Antimicrobial Peptide Database [50] has over 1600 fully 
:haracterizcd AMPs from very diverse organislns. Many of 
hem have common features that are fundamental to their activity: 
mall size, amphypathicity and a positive net charge. Although 
.imilar- ities have been documented between antimicrobial 
teptides and viral fusion peptides [27], which possess inherent 
lexibilitv and structural adaptability and are known to be 
esponsible for differ- ent modes of interaction with double-layer 
nembranes, AMPs from viruses have not as yet been reported. 

IPNV is an aquabirnavirus belonging to the Birnaviridac fam-
ly whose members have a genome composed of two segments 
)f double-stranded RNA (dsRNA), called segments A and 13, which 
ire encapsulated into a shell-shaped icosahedral particles (T 13) 
'rom 60 to 70 nm in dianieter [16]. One distinctive feature of the 
Iirus behavior in Chile is that most breeding salmonid fish are per-
istently infected with the virus and it thus poses the threat 
f immunosuppression [28]. 

Segment A codifies all structural and non-structural proteins in 
wo overlapping ORFs. In infected cells, the longer ORF generates 

polyprotein of 106-kDa (H-pVP2-VP4-Vl'3-0l-l).which is post-
ranslationally sell-cleaved by the scrine—lysine viral protease V114, 
eleasing pVP2 and VP3 proteins. The second ORF codifies a 17 kDa 
Irotein called VP5 [17.18,45]. 

Segment 13, the shorter coding segment, codifies for the unique 
'iral RNA-dependent-RNA-polymerase (RDRP) [53]. 

Intriguingly, in IPNV [19], US well as in other birnaviruses such 
is lBDV and blotched snakehead virus (BSNV) [12.13], pVP2 has 
,een found that releases three well-defined small peptides during 
Irocessing (four in the case of BSNV) derived from its C-terminal. 
he role played by these peptides is at present unknown, in IBDV 

has been reported that at least one of this peptides (P46) 
nd some subsequences are able to permeate membranes [20,21]; 
nd collateral evidence suggests that some of these peptides may 
ct as antimicrobial agents in vivo as a way to favor viral infectivity 
Fl a productive infoction. 

Another major bacterial pathogen that affects salmon sea farms 
'orldwide and with specific impact in Chile is Piscirickeitsia salmo-
is. In Chile, the pathogen behaves with extreme aggressiveness, 
Ind farms in the southern part of the country have been devastated 
)vera very short time period [4]. The use of'antibiotics both prophy-
actically and during early fish infection with the bacteria appears 

'4 llomologv I lydrophobic residues Net charge 

50 3 

40.9 56 

40.0 56 

38.1 53 0 

38.1 56 

381 56 

to attenuate the growth of the pathogen but, unfortunately, such 
treatments have been largely unsuccessful in stopping disease Out-
breaks [9]. Similarly,commercial vaccines against P. salmonis have 
not proven to be highly efficient [35]. 

Up to the present the antibiotics most used to combat this and 
other bacterial diseases on salmon farms are flumequine, oxolinic 
acid and fiorfenicol, where last year these three represented 66% 
of bulk antibiotics used in Chilean aquaculture [44]. Nevertheless, 
none of these three is able to control P. salmonis outbreaks. 

In this work we describe for the first time a master peptide 
(p20), of unknown function, derived from the aquatic virus IPNV 
and 20 chemically synthesized variants of it, displaying broad and 
increased antibacterial activity. It is notable though, that p20, the 
master peptide, is fully active against P. salmonis, the major bac-
terial agent threatening fish forms in Chile where, as mentioned 
before, most fish are persistently infected by IPNV. Additionally, 
we have characterized the master peptide determining the key 
residues involved in its antibacterial activity, as well as the miii-
imum sequence-length required to maintain activity. 

2. Materials and methods 

2.1. Identification of the master peptide 

Based on the reported sequence of IPNV segment A (sp strain 
Swiss-Prot ID Q703G9), a CltlstalW alignment [31] including 
sequences from the 6 IPNV main known genogroups [3] and con-
sidering the processingpattern of pVP2. we were able to determine 
a highly conserved region that defined the master peptide p20 
(Table I: Fig. 1). 

2.2. Desigti of peptide variants 

With the p20sequenceas a starting point, several peptides were 
submitted to alanine scans (scan-Ala), ranging in size between 16 
and 22 amino acid residues, in order to determine the theoretical 
relevance of each residue in putative antibacterial activity. N and C 
terminal residues were also removed to determine the minimum 
epitope with in vitro activity against P. salmonis. 

2.3. Chemical synthesis and purification of peptides 
Twenty designed variants were selected afler scan analysis 
and their modifications, together with p20, were synthesized 
via solid phase peptide synthesis (SPS) [36] using the tea-bag 
procedure reported by Houghten for multiple peptide synthe-
sis [24] in accordance with standard Fnioc chemistry with a 
0.64 substituted rink amide resin and Fmoc amino acids [29]. 
The peptides were cleaved by treatment with trifluoroacetic acid 
(TFA)!triisopropvlsilan (TIS)/ethanedithiol/1-12  0 (92.5/2.5/2.5:2.5) 
for 2 It and then precipitated with cold diethyl ether. 

The raw peptides were desalted by gel exclusion chromatogra-
phy using G-10 columns (Amersham. USA), analyzed by RP-HPI.0 
to obtain >95%  purity and lyophilized until use. The molar masses 
of the peptides were determined by MALDI-TOF MS [42,461. 
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Source of antibiotics 

The antibiotics used in fish farms, flumequine PESTANAL®  
dime acid and florfenicol, were purchased from Sigma-Aldrich 
rmany) and tested at the same concentrations used in the field 

Circular dichroism (CD) spectroscopy and structural model 

Circular dichroism (CD) spectra [2] of the p20 peptide and its 
octed variants were obtained at 25 C in a 2 mm path 
gth cuvette over 190-260 am using a CD Spectrometer (J-8 10 Jasco 
poration, Japan), with signal averaging over 10 s per 0.5 nm 
rval at a concentration of 0.2 aiM each in 30% 2,2,2-
tioroethanol (TFE) [43]. Two repeat scans were obtained for 
h sample and the baseline spectrum was subtracted from the 
rage. Each experi- ment was repeated three times and 
rages were taken of the resulting data [Il]. 
1he NMR structure of pep46 from IBVD (infectious bursal dis-
virus), as registered in the PDB database (PDB ID: 2IMU, [211), 
used as a reference to match N-terminal homology with the 

V master peptide p20. Then we proceeded to model the tridi-
nsional structure of p20 through the SWISS-MODEL server [30] 
using the Swiss-PDBViewer software [231. 

Microbial strains for in vitro testing 

[he following strains were used for in vitro testing: Gram-
itive bacteria: Micrococcus luteus (ATCC 4698) and 
,hy/ococcus epidermidis (ATCC 49461); Gram-negative 
tcria: Vibrio orda/ii (natural isolate); Vibrio anguillaruin (ATCC 
06). Vibrio alginolyticus (ATCC 19108), and Aeromonas 
'rophila (ATCC 23213). All bacteria were grown in Trypticase 

Broth (TSB, Difco, Bee- ton Dickinson. MD, USA) except fl 
uilIaru,,z and 11 algino/yticus which were grown in Peptone NaCl 

Eli. The strains of Vibrio were grown at 26 'C while all the others were 

at 37 C. P. salmon/s LF-89 was grown on Mel broth at 23 C at 

rpm on an orbital shaker for 3 days [221. 

Antibacterial activity test 

bacterial activity was determined using the microplate 
as previously described [37.47], with slight modifications. len 

aliters of serial dilutions of each peptide (12-200 M) were 
led with 100 ml of an exponential phase bacteria culture (OD 
-0.3 with 95% of viable cells). The test was performed at a start-
OD of 0.00 1 at 620 nm for each bacterial strain in the specific  

broth. After 24 Ii of incubation, absorbance values were measured 
and Minimal Inhibition Concentration (MIC) was evaluated as the 
lowest concentration to cause 100% decrease in the optical density 
of the microorganism suspension. Bat2, a deca-polylysine peptide 
was used as a positive control [I] and KI, a non-toxic peptide from 
Trvpanosomo cru:i, as negative control [15]. For P. sa!nionis, the 
antibacterial test was performed at a starting OD of 0.01 at 620 nm 
and absorbance values were determined after 72 It of incubation. 

2.8. Cytotoxicity assay 

The putative toxic effect of the synthetic peptides over eukary-
otic cells was measured by exposing established Chinook 
salmon embryo cells (Ci-ISE-214) to the peptides in accordance 
with stan- dard laboratory procedures [14,47]. Briefly, cell 
nionolayers at 70% semi confluence were washed with I3BS and 
the peptides added at a range of concentrations (1-100mM) in 
triplicate wells and incubated for the maximum viability time 
(3 h) without culture medium. Samples were then washed three 
times with excess PBS before adding 0.1% trypsin in the 
presence of EDTA for 30-60 s to release cells from the 
monolayer. Individual cell viability was determined using the 
Irypan Blue exclusion technique [32]. 

3. Results 

The master peptide p20 was chosen after an alignment anal-
ysis from the corresponding pVP2 cleavage regions of 6 
IPNV genogroups and other birnaviruses, such as BSNV and IBVD 
(Fig. I). 

p20 

Fig. 2. Circulu, Dicitroisns spectra of the p20 peprlde 
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ig 3. 3D structural modelof p20. Left: backbonerepresentations with the kcyrestdues indicated Right surface representation Thecolorcodo used: basic blue.iicidicred. 

olar without charge green and hydrophobic white. Tltefiguie svas performed with VMD [25]. (For interpretation of the references to colorin this figure legend,the reader is 

eferred to the web versionof the article 

;orresponding to the N-terminal moiety of the fIrst peptide pro- 
essed from pVP2. 

The CD spectra of the master peptide show it clear tendency 
oward all -helical structure (Fig. 2), which together with 
he known RMN structure of the IBDV homologue peptide 
PDB ID 21MU) allowed us to construct the 3D model for p20. 
This turned out to be a neat ainphipatic -helix (Fig. 3) and it 
howed signit icant matchingwith homologous peptides from the 
PD database (Table I; Fig. 4). Using p20 as a reference template, 21 

'ariants were designed and chemically synthesized via SIS (Table 

Afterwards, the tnaster peptide and the 18 scart-Ala variants 
vere submitted to antibacterial tests against selected Gram pos-
tive and Grain negative bacteria. The analyses clearly demonstrate 
he relevance of target residues regarding the maintenance of 
.pecific activity. Of all the bacteria, Vihrio ordalli was the most sus-
eptible to almost all the peptides tested (Table 3). When the 
11SE-214 fish cell line was exposed to 10 titncs the 
oncentration used for antibacterial testing, cells were 
inaffected, thus proving that the activity was not due to any 
ntrinsic toxicity of p20. 

The relevancy of each residue against P. salmonis was also 
lemonstrated. On the other hand, although the bacterium is 
Iso sensitive to i20  and the scan-Ala variants, a higher range 
f concentration is needed to achieve full inhibition (Table 4). 

"Jevertheless, when comparing p20 activity with that displayed 
ry the most commonly used antibiotics against P. salmonis 
n the field, the in vitro analysis cicarl' shows that p20 
rppears 
o be much more eftIcient (Fig. 5). 

Table 2 

Sequettce of the peptides used in the assays.in the scan alanine (1-18)each amino 

acid change is in bold. 

II Peptide Sequence 
- 

p20 WGWRDIVRGIRKVAAPVLST 

2 01 M436 .ACiWRDIVRGIRKVAAPVLST 

3 C,l's'1437 WAWRDlVRGIItKVAAl5VLST 

4 G1M438 WGARDIVRGIRKVAAPVLST 

5 01 M439 \VG \VADI VRGIRK'i'AAP'LST 

6 GlM440 WGWRAIVItGIRKVAAPVLST 

7 01 M44 I WGWRDAVRGIRIKVAAP'LST 

8 Cl M442 WG',VRD1.R(ilRKVAAl'VLST 

9 01N1443 WGWRDIVAGIRKvAAPVLST 

to 010444 \%'GWRl)IVRAlRKVAAP'LST 

II G I \1445 ',VGWRDIVRGAhtE(VAAPVI.ST  

12 (It \1-I46 WO\VRDI VRG IAKV -',APVI St 

13 0151447 WGWRDIVRGIRAV-\APVLS'F 

14 CI M448 WGWRDIVRGIRKAAAI'VLST 

IS GlM449 WGWRDIVRGIRKVAAAVLST 

6 01M450 VG\VRDIVRGIRK\'AAPALST 

17 GIM45t \VCWRDIVRCIRKVAAPVAST 

18 (ii M452 \\(iWRDlVRUIRKVAAPVl.AT 

19 0151453 WUWRDlV RGIRKVAAPVLSA 

20 (1151454 GWI(DIVR(iIRKVAAI'VLST 

21 0151155 WRDIVRGIRKVAAPVLST 

22 (ii 51456 \VOWRDIVROI RK VAAP\' L 

23 K-I TLEF/FSARI. 

24 Bat-2 KKKKKKKKKK 

Antimicrobial assay against P.sa!monis 

4. Alignment of the p20 peptide Nvith antibacterial peptides tbund in the APD 

a base [50]. The color code used: basic blue, acidic red, polar without charge green 

S hydrophobic white. Thefsgttre was created wills Jalview[5 I] (For interpretation of 

references to color in this figure legend, the reader is referred to the web 

,sion of the article.) 

0 

jiM 

Fig 5. Comparison of 1,20  actis ity versus inhibition of antibiotics used itt aquacith- 

tut'e industry, 
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Table 3 

Antibacterial test against prototype bacteria 

Gram Bacteria Peptide 

p20 Scanalanine Controls 

GIM GIM GIM GIM GIM GIM GIM GIM GIM GIM GIM GIM GIM GIM GIM GIM GIM GIM K-I Bai2 

436 437 438 439 440 441 442 443 444 445 446 447 448 449 450 451 452 453 

(-) A.hydrophiia + — — — — — — — — + + — — — + — — — — — 

E. coil ++* + +4- 4- +4- * + +4 +4-4- +4- - +4- + +4- + ++ ++ - 
V.anguilIarum - - - - - + - - - +4- + - - - - - - + + + 

V. alginolitycus +4- - - - - * - + + +++ +++ + - ++ - .-* ++ +4- +4- - 
V. ordalli +++ +* *++ ++ ±4-I- ±++ +++ +4-4- +++ +++ +±* 4 - ±44 + -4+4- ±±+ +++ -4-4- - *+++ 

(+) M. luteus - ±+ - + - - - - - + * - +± - - - + - - - 

S. epidermis -I- - +4- - - ±4- - 

-- 

+ 
-- 

± ++ ++ + +4- +4- - - +4- +4- - 

100% inhibitionat concentration 100 M. ++ 100% inhibitionat concentration50 M. +4+ = 100% inhibition at concentration 25 M, *+*+ = 100% inhibitionat concentration 12 M, - no inhibition+ 

a 
a. 

a 

0. 
a 

1-) 

0 

00 
LI, 
0-4 

Table 4 

Antibacterial test against Piscirickeitsiasalmonis 

Bacteria Peptide 

p20 Scanalanine Modifications Controls 

GIM GIM GIM GIM GIM GIM GIM GIM GIM GIM CiIM GIM GIM GIM GIM GIM GIM GIM GIM GIM GIM k-I Bat2 

436 437 438 439 440 441 442 443 444 445 446 447 448 449 450 451 452 453 454 455 456 

Piscirickcttsia -i--i-+ - - - ++ + + - + i * - - - - + - 4- * - - - - + 

salmonis 

±4- = 1001/6  inhibitionat concentration 200 M. +++ = 100% inhibitionat concentration 100 NI, + 90% inhibitionat concentration 100 NI, - no inhibition. 
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To determine the minimum epitope able to retain 
activity, terminal amino acids were removed from both, the N 
and the C- terminal ends of the molecule (Table 2). We conclude 
that removal of two amino acids from either end completely 
abolishes the antibacterial activity of p20 against P. salmonis 

'l'able 4). 

Discussion 

The pVP2-processing-derived p20 peptide sequence turned out 

.0 be highly conserved in all six IPNV genogroups that were ana-
Lyzed (Fig. I). Nonetheless, the minor changes observed among 
genogroups corresponded to amino acids sharing similar physic-
achemical properties such as 16 XL, Rs x K, and K 1 2 n  R, with 

the exception of G9 X Q (Fig. I). p20 shares a number of fea-
ures associated with known antimicrobial peptides; among them, 
iydrophobicity, cationicity, aniphipaticity and a secondary -helix 
;tructure appears to be the most relevant (Table I; Figs. 4 and 5). 

p20, a non toxic peptide on eukaryotic cells, exhibits high 

antibacterial activity against both prototype Gram± and Gram—

)acteria, as well as against P. salmonis, a marine bacteria 
hat 
2auses high production losses in salmon aquaculture in Chile. Key 
'esidues that suppressed antibacterial activity were detected in 
he scan-Ala analysis (Tables 3 and 4). It appears that 
eplace-ment of a cationie amino acid residue, either lysine or 
irginine, reduces the activity, although changing residues 
ocated in the central moiety of the -helix R11 and K1 7 

peptides GlM446 and G1M447) practically abolishes it. Also, 
he N-terminal residues 
N3 (peptide G1M438), a putative, anchor residue, and l'i 

pep- tide G1M449) might be responsible of conferring mobility 
o the C-terminal end of the molecule, thus altering 
nteractions with bacterial membranes. It should be noted that 
esidues G9  and appear to slightly improve the antibacterial 

ictivity of p20 (pep- 
-ides (3lM444 and G1M445),while the G9  XA change can confer 
)etter stability to the -helix, i,roven by the fact that 
)eptide G1M444 shows a 57% -helix structure versus the 48% 
.hown by p20 (Fig. 4 and CD spectra deconvolution with 
DSS'IR). Further- 

nore. the 110 x A change reinforces the idea that the central zone 
if the molecule appears to be pivotal in determining antimicrobial 
tctiv i ty. 

The results discussed so far show that changing internal aminu 
teids alters, either positively or negatively, the antimicrobial activ-
ty of the molecule. Nonetheless, removal of terminal amino acids 
o reduce the peptide size fully abolished its activity against 
1. salmonis. We consider this to be consistent evidence that 
eptides derived from the polyprotein precursor of IPNV VP2 do 
tave a func- tional activity. In this case, we proved that a master 
eptide and its derivatives display antimicrobial activity, which, 
eeause of a number of distinctive feattires discussed, offers a 

tovel alternative for the control of bacterial diseases for which 
'urther development would be worthwhile. 

In summary, the p20 peptide, besides its broad 
intibacte- rial spectrum against prototype bacteria, is also able 
o inhibit growth of the very aggressive marine bacteria P. 
almonis which shares the same host with IPNV: salmonid 
ish. Additionally, as demonstrated, it is more efficient than 
he currently used antibiotics in aquaculture salmon farming 
oday. Finally, to the best of our knowledge, this is the first 
eport of a peptide aris- ing from the processing of a virus 
vhich exhibits antimicrobial activity. 

The comparison of p20 sequence with other birnavirus as IBDV,  

show a high degree of identity in this region (55%), the N-terminal 
moietyof P46. This suggests that the lPNV peptide can havea similar 
behavior than P46-N terminal in IBDV and are implied in membrane 
interaction; however the role of the peptides in the virus cycle is 

not yet determined. 

Acknowledgments 

This work was funded by the Government Grant CORFO-Innova 

Chile Pl'l-1 I, AFCID Spain Grant A/023783/09. and CICYT (C'l'Q2009- 

0775 8). 
References 
Ill Anirouche T. Sulyzik Noll K, Wang Y. 1-luang Q, Cliikindas St 

Antibacterial activity of subtilosin alone and combined with curcumin, poly-

lysine and zinc lactate against listeria monocytogenes strains. t'rohiot 

Antimicrob Proteins 

2010:2.250-7. 
121 Arenas 0, Guzinati F, Cardenas C, Mercado L. Marshall SN. A novel antifungal 

peptide designed from the primary,  structure of a natural antimicrobial peptide 

purified from Argopecten purpuratus hemocytes. Peptides 2009:30:1405-11 

[3] Rain N, Gregory A, Raytiard KS Genetic analysis of infectious pancreatic necrosis 

virus from Scotland. J Fish Dis 2008:31:37-47. 

141 Bransots EJ, Diaz-Muiioz ON. Description of a ness disease condition occurring 

in farmed coho salmon, Oitcorhynchus kisutch (Walbauin), in South America 

Ftsh Dis 199 1:14.147-56 

(5] Bulet P. Hetru C, Dimarcq JL. l-loffrnanit D. Aittimicrobial peptides in insects' 

structure and function. Dcv Coinp I mmunol 1999:23:329-44. 

61 13ulei F, Stocklin K. insect antimicrobial peptides structures, properi!es 

and gene regulatioti. Protein Pepi Lett2005: 12.3-11. 

[71 B ulet F, Stocki in R, Men in L Anti-inic robtal peptides: from ttmvertebrates 

to vertebrates I mmtinol Rev 2004:198:109-84. 

[8] l3uschmann AN. Cabello F, Young K, Carvajal J, Varela DA, I-lenric1uez L. Salmon 

aquaculture and coastal ecosystem health in Chile' analysis of 

regulations, environmental impacts and bioremediation systems. Ocean 

Coast Manage 2009,52.243-9. 

[91 Cabello FC. Heavy use of prophylactic antibiotics in aquaculiltre: a 

grosvi ng probleiit for human and animal health and for the etivironment 

EttvironMicro-biol 2000:8.1137-44. 

[lO] Crooks GE, i-Ion C, Chandonia JM, Brenner SE WebLogo: a sequence logo 

gen. erator. Gcnoirie ICes 2004:141188-90, 
[Ii] Chemi Y, Guarnieri NIT. \'asil Al. Vasil ML, Mant C.T. l'lodges KS. Role of 

pep- tide hydrophobicity in the mechataisni of actioti of alpha-helical 

antimicrobial peptides. Antimicrob Agents Chemother 2007:51 1398-406. 

[12] Da Costa B, Chevalier C, Henry C, Huet JC, Petit S. Lepault J, et al The capsid of 

infectious bursal disease virus contains several small peptides arisingfrorn the 

maturation process ofpYl'2. J Virol 2002;76:2393-402. 
113] Da Costa IX, Soigmuer S. Chevalier C. Henry C. Thory C, 1-luem JC, et al. Blotched 

snakehead virus is a new aqual Ic birtiavi rus that is slightly more related 

to avibirnavirusthan to aquahirnavirus. 3 Virol 2003:77.719-25. 

[141 Diaz M, Arenas 0, Marshall SN. Designand expression of a retro doublet 

of cecropin with enitaitced activity. Electroni Bioteclmnol 2008,1 I '1-9. 

[15[ Diez II, Guzman F, Alba Mr, Cuellar A, Tlaotmuas MC, Lopez MC, ci al 

linimunolog- ical and structural characterization or an epitope from the 

Try'panosoitia cruzi KMP- II protein Peptides 2007:28:1520-6. 
1161 Dobos F, Roberts TE The mmiolecular biology of infectious pancreatic necrosis 

virus, a reviesv. Can 3 Microbmol 1983:29.377-84, 

[17] Duitcait R, Dobos P. The nueleolide sequence of infectious pancreatic necrosis 
virus (IPNV) dsRNA segmeni A reveals one large ORE encoding a 

precursor polyprotein. Nucleic Acids Res 1986:14:5934. 

118] Duncan K, Nagy E. Krell PJ, Dobos P. Synthesisof the infectiouspancreatic necro-

sis virus polyprotein, detection of it virus-encoded protease, and fine structure 

mapping of genome segment A coding regions J Virol 1987:61.3655-64. 

Galluus N, Clmevaliem C, Henm'y C. 1-luet JC, Costa ED. Delmas B Peptides result. 

ing from the pVP2C.terinitial processing are present in infectious pancreatic 

necrosis virus particles 3 Gen Virol 2004.85223 -6. 
Callous NI, Libersoa 5, Als'es ID, Marquamat K, Salgado OF, Rezaei II, ci al 

NMIX structure of a viral peptide inserted in artificial membranes: a vtesvon the 
early sieps of the birmiavirus entry process 3 Biol Chem;285 19409-21. 

Callous NI, Libersou S. Morellel N, Bouaziz 5, Da Costa B, Ouldzmli N, et 
al.lnfectious hursal disease virus, a non-enveloped virus, possesses a 
capsid. associated peptide that defortims and perforates biological membranes 
Biol Chen12007;282 20774-84. 

COmez F, Henriquec v, Marshall SII. Additiottal evidenceof the facultativeintra-

cellular nature of the fish bacterial pailiogen Piscirtckettsia salimiottis. Arch Med 

vet 2009:41:261-7. 

1231 Cues N, Peitsch MC SWISS-StODEL umndtlie Ssviss-PdhViesver' an environment 

for coniparumlive prolein modeling. Eleclrophoresis 1997:18.2714-23. 

Houghten RA. Getieral method for the rapid solid-phase synthesis of 

large numbeis or peptides. specificity of antigen-antibody interaction at the 

levelaf individualamnino acids. Proc Nail AcadSci U S A 1985:82.5131-5. 

1-lumimpitrey W. Dalke A, Schutlien K. \'MD' visual molecular dynamics. I 
MolOraph 1996:I4:33-8, 27-8. 

[261 Jenssen H, llaimiill F, hancock RE. Peptide antimicrobial agents. Clmn Microbiol 

Rev2006:l9 491-511. 

130 



[271 Joanne P Nicolas P El Atnri C Antimicrobial peptides and viralfusion peptides: 

how different they are? Protein Pept Lett2009:16:743-50. 

JoEld C, Evensen 0, Marshall SM. Evaluation of micro RNAs on persistent and 

productive infection with IPNV an in vitro model system, unpublished 

results.20 10. 

KatesSA, Albericiof. In: KatesSA, Albericio F, editors. Solid-phase synthesis. A 

practical guide. New York: Marcel Dekker: 2000., ISBN 0-8247-0359-0 p.  826 

(OrganicProcess Research & Development). 

303 Kiefer F, Arnold K, Kunzli M, Bordoli L Schwede T The SWISS-MODEL 

repository and associated resources. Nucleic AcidsRes 2009;37:D387-92. 

31] Larkin MA, Blackshields 0, Brown NP, Chenna R, McGettigan PA, McWilliam 

II, etal Clustal Wand ClustalX version 20 Bioinformatics 2007;23.2947-8. 

321 Lee JH, Aba SM, Kim SM, Choi YH, Park K.), Kong IS Characterization of 
Vibrio miinicus phospholipase A (PhIA) and cytotoxicity on fish cell. Biochens 

Biophys Res Cominun 2002,298:269-76 
331 Lohner K, Blondelle SE Molecular mechanisms of membrane 

perturbation by antimicrobial peptides and the use of biophysical studies 
in the designof novel peptide antibiotics Comb Chem High Throughput 

Screen 2005;8:241-56. 

34] Marshall SM, Arenas G Antimicrobial peptides. a natural alternative to chemi- 
cal antibiotics and a potential for applied biotechnology. Electron.) Biotechtiol 

2003:6 27 1-84. 

351 Marshall SM, Conejeros P. Zahr M, Olivares J, Goitsez F, Calaldo P. et al 
Immuno- logical characterization of a bacterial protein isolated from 
salmonid fish naturally infected with Piscirickettsia salnionis Vaccine 

2007:25:2095-102 

361 Merrifield RB. Solidphase peptide synthesis. I. The synthesis of tetrapeptide. 

An, Chem Soc 1963:85:2149-54. 
37] Mitta G. Vandenbulcke F. Hubert F. Koch P. Mussel det'ensinsare synthesised 

and processed in granulocytes then released into the plasma after 
bacterial challenge.J Cell Sci 1999:1 12(Pt 23):4233-42. 

381 Niyonsaba F, Ushio H, Nakano N, Ng W, Sayama K, Hashimoto K, et al 

Antimi- crobial peptides human beta-defensins stimulate epidermal 
keratinocyte migralion, proliferation and production of proinflammatory 

cytokines and chemokines. J Invest Derniatol 2007:127:594-604. 
Otvosir L The short pro[ine-richantibactcrial peptide family.Cell Mol Life Sci 

2002:59 1138-50. 
Peschel A, Sahl HG. The co-evolution of host cationic antimicrobial 

peptides and microbial resistance. Nat Rev Microbiol 2000:4529-36 
413 Reddy Ky, Yedery RD, Aranha C. Antimicrobial peptides: premises 

and promises. Int I Antimicrob Agents 2004:24:536-47. 

[42] Rivera Z, Oranados G, Pinto NI, Varón 13, Carvajal C. Chaves F, et al 
Double dimer peptide constructs are immunogenic and protective against 
Plasmod- ium falciparumin the experimental Aotus monkey model J Pept Res 
2002 .59:62-70. 

'431 Roccatano D. Colonibo G, Fioroni M, Mark AE Mechanism by which 
2,2,2-trifi uoroethanol!waier mixtures stabilize secondary-structare forma- lion 

in peptides: a molecular dynamics study. Proc Nail Acad Sci U S A 

2002:99:12179-84 
[44] San Martin B, Yatabe 1, Gallardo A, Medina P. Manual de Buenas Prdcticas en cl 

uso de antibiOticos y antiparasitarios en [a salnionicultura clulena. Servicio 
Nacional de Pesca,Ministerio de Econoinia, Foinento y Turismo, 2010. 

1
451 Santi N, Song II, Vakharia VN, Evensen 0. Infectious pancreatic necrosis virus 
VPS is dispensable for virulence and persistence. I Virol 2005,79:9206-10. 

Santovena A, Oliva A, Guzinan F, Patarroyo ME, Llabres M, Farina 18 Chro-
natographic characterization of synthetic peptides: SPf66 malaria vaccine I 

Chroinatogr B Analyt Technol Biomed Life Sci 2002.766:3-12 
Schmitt F, Mercado L, Diaz M. Guzman F, Arenas G, Marshall SM. Char-

acterization and functional recovery of a novel antimicrobial peptide 
(C'ECdir-CECret) from inclusion bodies ailer expression in Esciterichia coli Pep-

tides 2008:29 5 12-9. 

481 Shai Y. Mode of actionof membrane active antimicrobial peptides. Biopolyiners 

2002:66236-48. 
491 Shai V. Oren Z From "carpet" mechanism to de-novo designed diastereomeric 

cell-selective antimicrobial peptides. Peptides 2001:22: 1029-4 I. 

503 Wang 0, Li X. Wang Z Al'D2: the updated antimicrobial peptide database and its 
application in peptide design. Nucleic Acids Res 2009.37:13933-7. 

511 Waterhouse AM. ProcteriB. Martin DM, Clamp M, BartonGl Jalview Version 2 
multiple sequencealignmentcditor and analysis workbench. Bioinfonnatics 

2009:251189-91. 
Welling MM, Lupetti A, BaIter 1-IS, Lanzzeri S. Souto B, Key AM, et al 99m'l'c-

labeled antimicrobial peptides for detection of bacterial and Candida albicans 

infections I Nucl Med2001;42:788-94. 
Xa MT. Si WD, Dobos P. Mapping the site of guanylylation on VPI, the pro-

tein primer for infectious pancreatic necrosis virus RNA synthesis. Virology 

2004:322:199-210. 
Zaslofl' NI Antimicrobial peptides of multicellular organisms. 

Nature 2002:415:389-95. 
553 Zhang L, Falla Ti. Antimicrobial peptides: therapeutic potential. Expert Opin 

Pharmacother 20061 7:05 

I,, 
-I 



Articulo 2 

a peptide derived from IPNV (tnfectious Pancreatic Necrosis Virus) pVP2 protein processing is a putative regulator in 
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ract 

ssing of Infectious Pancreatic Necrosis Virus (IPNV) pVP2 yie]ds three main small peptides and one of them is further 

ssed given 13 smallest derivatives. Since most of these peptides remain intracellular, we decided to find out if any of them 

t have regulatory roles in viral expression. In order to test this hypothesis in vitro, we chemically synthesized one selected 

de (now p20) and exposed it to IPNV-persistently infected and de novo infected cells. Evaluation using RT-qPCR for RNA 

uction and immune fluorescence for viral-specific protein detection shows that p20 inhibits (284%) VP2 mRNA in persistently 

ted cells and reduces (227,5%) viral production in de novo infection. Thus, p20 appears to play a regulatory role in viral RNA 

iesis in in vitro infected cells. 
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oduction 

V is a prototype member of the Birnaviridae family comprising two dsRNA sub genornic segments known as "A" and "B", 

ctiveIy (Dobos & Roberts, 1983). Segment A, the larger, codifies all structural and non structural proteins in two overlapping 

s. Early upon infection, segment A is translated into a 106-kDa polyprotein (NH2-pVP2CTD-VP4-VP3-COOH); which is 

cleaved by the serine-lysine viral protease VP4 (Wu et al., 1998), to yield VP3 as a mature protein and the precursor 

2JCTD (pVP2 C-terminal domain). This process and the resultant products are outlined in Figure 1. IPNV as well as other 

'ant Birnaviruses species such as Infectious Bursal Disease Virus (IBDV) and Blotched Snakehead virus (BSNV) share the same 

1ex processing for the 7 1-74 residue peptide-precursor (CTD in figure 1) of the poly protein yielding three peptides in the case 

'NV and four for IBDV and BSNV, respectively (Da Costa c/ al., 2002; Da Costa ci al., 2003). The putative functions for these 

des are unknown. The pVP2CTD terminus is processed by VP4 (2, 10) to sequentially generate three small peptides: p3, p2  

nally a third peptide p44 plus mature VP2 (Figure 1C) (Da Costa ci al., 2002). This latter peptide is further processed now by a 

)xypeptidase to yield 13 stable derivatives ranging in size from 19 to 4 amino acids which coexist in infected cells and are not 

ituents of infective viruses (Galloux cial., 2004). Interestingly, the last peptide produced (referred as p44) is the most stable of 

d because of that has been characterized for both IBDV and IPNV (Galloux et al., 2004). In spite of sharing strong sequence 

)logy, they are not identical. While in IBDV is a 46 amino acid-long molecule (thus p46), in IPNV is two amino acid shorter 

p44). The complexity of the process involved to generate p44 and its stable derivatives as well as their intracellular location, 

sted to us that these peptides might be involved in the biology of infection. Thus, we selected the larger and most stable of 

all, corresponding to the 20-residues amino terminus of p44. We have named this peptide p20 and constitute the target of our 

'sis (Figure ID). 

second ORF of segment A codifies a non structural 17 kDa protein called VP5 (Duncan & Dobos, 1986; Duncan at al., 1987; 

et al., 2005); while Segment B, the shortest coding sequence, codifies for the unique viral RNA-dependent-RNA-polymerase 

P) (Xu at al., 2004). 
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ry of p20 into cells. To test the potential of p20 to enter cells and to remain inside, we exposed them to rhodamine-labeled p20 

followed kinetically its entrance and integrity in time. Figure 2 shows that p20, as well as K-I, the negative control peptide for 

xperiments, enter passively the cells and remain intact inside them for at least 4 hours (Figure 2). 

cytotoxixity. The peptide showed no cytotoxicity over CHSE-214 cells in concentrations up to 10 times higher than the 

entration used in the tests reported here. 

Jation of p44 as a representative precursor of p20 for Birnaviruses. In order to determine the putative importance of p44-

precursor-product in the frame of Birnavirus as a group, we align the corresponding sequences from IPNV, IBVD and BSNV, 

hree species of the viral family most studied at the molecular level. We observed a high degree of identity among the IPNV 

ence when p44 was compared with their counterparts: 50% with IBDV and 40% with BSNV. Interestingly, the degree of 

logy increases if the comparison is made exclusively at the level of the p20 region: 55% with IBDV and 50% with BSDV 

ire 3). In IBDV the p46 peptide has been studied in detail, as well as its derivative p20 (Galloux et al., 2004; Galloux et al.; 

ux ci al., 2007), the homology with IPNV p20 is high, there are conserved residues as G7, D5, 16, R8, A10, P 1 , V 1 2, S19  and T20; 

ome changes that shares physicochemical properties as W1 F, W3F, K4 R, V71, K12 R, V 31, L18V (Figure 3). 

inhibitory effect by fluorescent microscopy. Considering that in de novo infection viral RNA synthesis begins only a few 

later, we evaluated the putative inhibitory action of p20 over CHSE-2 14 cells in the presence and absence of the target peptide 

ounting the cells after first production cycle of IPNV, approximately 18 hours post infection (de novo) 

sction was measured by semi quantitative immune fluorescence using as a probe a commercial kit with antibodies against viral 

ins (VP2 and VP3), the two relevant constituents of the viral capsid. Figure 4 shows the result for the both models on infection, 

rsistent cells there is no significant difference with or without peptide treatment, but de novo infection shows a decrease of 

)ximately 27.5% in the amount of infected cells. Indeed, a statistical analysis from 5 independent repliques (Statistica 7.0. 

oft®) using a General Linear Model (GLM) (Figure 4D), displays a variance with 95% of confidence, an F(2,14) = 134,26 

P=0,000 I. Thus, the test validates the difference between infection in the presence of p20 when compared with infection in the 

ice of peptides and with infection with the unrelated K-I peptide. Additionally, when comparing positive and negative controls 

tion with no peptide and with K-I, respectively) did not exhibited significant differences. 

titers was determined after peptide treatments 
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' titers determined after peptide treatments showed no significant difference in persistent infected cells (Figure 5), but in the 

of de novo infection there is possible to observe a significant decrease of the intracellular IPNV infective precursors in the 

nce of p20 . (Figure 5) 

inhibitory effect by RT-qPCR. In order to test the putative role of p20 over viral-specific RNA synthesis, we evaluated its 

n in the two models of infection. We exposed the cells to p20 for 24 hours and quantified, the number of VP2 mRNA-like 

cules in the outside media via RT-qPCR. Figure 5 shows a decrease in the number of copies of IPNV RNA molecules detected 

e presence of p20 in both models of infection. 

inhibitory effect by measuring the viral RNA synthesis in the outside media via RT-qPCR in de novo infection showed a 

ase 29,8% of inhibition(Figure 6A); while in persistent infected cells up to 84. 1% inhibition was attained when compared with 

dard (Figure 613). 

is an amphipatic peptide with a clear a-helix tendency. In order to correlate a putative structural-function relationship of p20 

as an interfering molecule, a homology structural model based was constructed based upon the information available for p46 

IBDV (PDB ID 2IMU). Figure 7 clearly shows that the CD profile of the IPNV molecule presents an a-helix structure and the 

l shows the amphipatic distribution of the amino acids. 

Summary of the results according each infection model. 

Model Persistent infection de novo infection Related to Figure 
riment % inhibition % inhibition  

1 Fluorescence - 27,7 # infected 4 
cell s/camp  

titers 3,3 99,9 Infective 5 
particles/mI  

2R mRNA 76,0 29,8 Genomic 6 
mination  units/sample  
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two models of IPNV infection 

e present study, we have used two available in vitro models of IPNV infection to evaluate the potential role of one of the elusive 

des derived from processing the most important structural poly protein generated from translation of Segment A, the larger sub 

mic component of the virus. Generally, although less than 10% of the cells in culture survive infection with virulent isolates of 

T; Hedrick and co-authors showed that IPNV can also establish a persistent infection in cell culture, where viral titers in the 

r 103  TCID50/ml can be normally found in the culture media, when compared to 10 TClD50/ml which is normally obtained in 

cute infection (Hedrick et al., 1978). It is important to say that the mechanism behind persistent infection is still unknown and 

•esults could shed light into the problem. 

i, these two systems are a perfect match to demonstrate the putative effect of p20 or any other peptide on viral expression. 

ide p20 

peptide selected to initiate this study is the most stable of all derived, corresponding to the amino end of the carboxy terminal of 

recursor of the most important viral structural protein VP2. We have called this molecule p20 because of its molecular mass. 

s its highly homologue peptide from lBDV, presents an a-helix secondary structure and the structural homology model permits 

•tablish an amphipatic distribution of the amino acids; thus enhances the potential of p20 to participate in the formation of pore 

id membranes as already report for its IBDV counter part (Galloux et al., 2004; Galloux etal.; Galloux etal., 2007). 

-1 particles secreted to the extracellular milieu, 

semi-quantitative immune detection of IPNV as a measurement of infected cells only shows significant difference in de novo 

tion (Figure 4, Table I). This result is in agreement with the fact that in persistent infection in which expression occurs 

nuously below threshold levels, with no cytopathic effect detectable, but with production of extremely controlled infective 

es in the incubation media. However the detection of the mRNA synthesis of VP2 by RT-PCR shows a decrease in both models 

re 6, Table 1), being much more significant in the persistently infected cells, as expected the controlled production of virus in 

xtracellular milieu with an 84.1% inhibition when compared with a standard. 

ction of de novo viral precursors inside the cells. 

titers measured in both infection models showed significant decrease only in de novo infection. p20 was able to decrease the 

tive viral particles by 
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inhibitory effect. 

onclusion, we provide evidence that an IPNV-processing derived peptide named p20 corresponding to the pVP2 carboxi-

inal domain interferes with the expression of the virus in vitro. Based on these results, a putative function for this peptide as a 

lator of viral RNA expression could be envisaged. If confirmed, it might relate p20 (as well as other internally-derived peptides) 

the intriguing process of persistency, a distinguishable feature of IPNV. This is an appealing hypothesis in particular for p20, 

all other small peptides derived from the poly protein processing of genornic segment A are short-lived. 

Idition to the fact that p20 coexists in apparently equiniolar ratios with shortened versions ranging in size from 19 to 4 amino 

residues, which could very well represent coordinated steps in the complex process of regulation of maturation of viral RNA 

ies involved in secondary transcription andlor replication. It is an accepted fact that small peptides do interfere with multi 

in complexes that regulate viral expression particularly in RNA-containing viruses. As example, the peptide-mediated 

ference with Influenza A polymerase, which blocks the enzyme activity and as a consequence, blocks viral spread (Ghanem ci 

007); the also peptide-mediated oligomerization of Ebola virus transcription factor VP30 which otherwise inhibits full viral 

ssion (Modrofet al., 2003). 

ntly, a number of intracellular small molecules have been shedding light into the mechanisms by which a virus could control the 

:h between transcription and replication. To the aforementioned roles of synthetic peptides in Influenza A and Ebola viral 

ssion, we have to incorporate small RNA molecules as well, consistently represented by the regulatory roles of rnicroRNAs 

NAs) in Cytomegalovirus (Meyer el al., 2011) as well as the virus-generated small RNAs (svRNAs) in Influenza A virus (Perez 

,2010). 

mmary, a putative sustainable role is proposed for one of the many intriguing peptides generated in IPNV infected cells which 

remained elusive in their functional potential and further studies are necessary to gain insight in this appealing possibility 

-h is extendable to other viral systems. 

'rials and Methods 

We design, synthesis and purification 

p20 coding sequence, chosen as indicated in Figure 1, was aligned and compared with its homologues from IBDV and BSNV 

-ire 2) to establish their homologies. Peptide p20 was chemically synthesized using standard Fmoc chemistry (Kates, 2000), 

'zed by RP-HPLC with a purity >95% and lyophilized until use. The peptides molecular mass was confirmed by MALDI-TOF 

spectrometry (Rivera ci al., 2002; Santovena et al., 2002). The innocuous and unrelated peptide K-I derived from 

nosonia cruzii (Diez el al., 2007) was used as a negative control, and was also chemically synthesized and characterized as 

ibed above. 
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ular dicliroism (CD) spectroscopy and structural model 

letermine the secondary structure of the peptide circular dichroism (CD) spectra (Woody, 1995) of peptide p20 was obtained at 

C in a 2 mm path length cuvette over 190-260 nm using a CD Spectrometer (J-810 Jasco Corporation, Japan), with signal 

aging over 10 s. per 0.5 nm interval at a concentration of 0.2 mM each in 30% 2,2,2-trifluoroethanol (TFE) (Roccatano et al., 

). A homology model of the peptide was constructed based on p46 IBDV peptide structure (PDB ID: 2IMU) through the Swiss 

el server (Arnold et al., 2006; Kiefer ci al., 2009). 

rescent Labeling of Peptides and Fluorescence Microscopy 

uots of the peptides were labeled with rhodamine-B (0.2 ml of concentration 2.5mg/mI) as recently described (Priyadarsini. 

I) and stored at —20°C in the dark until further use. Briefly, Chinook salmon embryo cells (CHSE-214) exponentially growing 

were exposed to 100 ng/well concentration of rhodamine-labeled p20 peptide for 3 hours on 24 well plates. For direct detection 

•beled peptides, the culture medium was discarded, and the cells were washed once with PBS (pH 7.3), subsequently rinsed three 

with PBS-Tween 20 (0.05%) and analyzed under a Nikon Eclipse 400 fluorescence microscope and recorded with a Nikon 

-pix 4500 digital camera. 

and Cell Culture 

E-214 cells and lPNV-persistently infected cells (Espinoza & Kuznar, 2002; Marjara et al., 2010) were cultured as 

=nentially growing sub confluent monolayers on 24 well plates in MEM and Leibovitz (L-15) medium respectively, 

lemented with 10% (v/v) fetal calf serum (FCS) and 2 mM glutamine and maintained as previously described (Marjara et al., 

'growth and titration 

virus growth and titration were evaluated on two models of infection: fresh CHSE-214 cells infected de nova and the established 

=E-214 cell line NVIO15 persistently infected with IPNV (Marjara ci al., 2010). For c/c novo infections, the virus propagated on 

E-2I4 cell monolayers were infected at semi confluency at a multiplicity of infection of 0,001 in Leibovitz's medium (L-15, 

—o) at 18°C, supplemented with 50p.M gentamicyn, 2mM L-glutamine and 10% fetal bovine serum (FBS, Gibco). After full 

)athic effect was observed, culture fluids were harvested and tittered, quantifying number of infective particles, using a 
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ified Reed and Muench protocol (Espinoza & Kuznar, 2002; Reed, 1938). The NV1015 cell line was handled as previously 

ribed (17). The maintenance medium (MM) was identical except that the serum concentration was reduced to 2%. 

fnh lb/tory potential by fluorescent microscopy. 

putative antiviral activity of p20 was measured in the two models of infection (de novo and persistent) followed by indirect 

uno detection, under two conditions of evaluation, Infectivity and viral titles. For de novo infection CHSE-214 cells were grown 

4 well cell culture plaques to confluency and infected with IPNV at a multiplicity of infection of one (MO! = 0,1) for 1 hour, 

washed and the peptide added at 10 1.iM, concentration at which in our hands full inhibition was attained for similar peptides 

t not shown) diluted on maintenance media. For the persistent infected cells the peptide at same concentration was added after a 

that simulating the infection. 18 hours post infection (p.i.), the cells was lixed. To measure the viral titles, the procedure was 

as above, but samples of supernatant was taken at 24 hours post infection and 24 hours post treatment, for de novo and 

stent infection respectively, the supernatant was diluted serially 1:10 and used to infect new clean CHSE-214 cells, after 18 

s post infection, culture plates was fixed. 

plaques were fixed with methanol:acetone (3:1) for 30 mm at -20°C washed and incubated with a commercial polyclonal anti 

.VP3 (BiosChile, Chile) as the first antibody 1/80 for 1 hour at room temperature, washed and followed by an anti-rabbit FITC-

.igated antibody (Fluorotest, BiosChile). The modified semi quantitative method of Reed and Muench (Espinoza & Kuznar, 

Reed, 1938), was used to determine the focal fluorescent units under a fluorescent microscopy. The distribution of the 

escence was analyzed on a Nikon Eclipse 400 fluorescence microscope equipped with a 100-watt mercury lamp. Color 

)graphy was performed with a Nikon Coolpix 4500 digital camera (Figure 4, 5). 

nizihitory potential by RT-qPCR. 

Ic novo infection CHSE-214 cells grown until confluency on 24 well culture plaques, during one hour was infected with IPNV 

01 = 0,1 , then the viral suspension was removed and the peptide was added at a total concentration of 101iM (Galloux ci al., 

) for four hours, washed and fresh medium added. CHSE-214 cells persistently infected with IPNV-NVl0l5 were grown same 

ibove and mock infected as described for immuno detection. After 24 hours of peptide treatment total RNA was extracted by 

rizol procedure and VP2 mRNAs expression measured by the RT-qPCR real time procedure (Stratagene I step RT-qPCR Kit) 

SNPF primers 5'-CAA CAG GGT TCG ACA AAC CAT AC-3' and SNPR primer 5'-TTG ACG ATG TCG GCG iTT C-3. 

reaction was carried out in 30 Ill mixture consisting of Brilliant® II SYBR® Green QRT-PCR Master Mix Kit, 1-Step 

-tagene, Inc.), primers and template RNA. Samples were amplified and detected using a Chromo 4 system (BioRad). The final 

io cycling profile was 50°C for 55 minutes, 94°C for 10 minutes and 94°C for 30 s, 55°C for 30 s and 72°C for 40 cycles. 800 

total RNA per experimental sample were used in each triplicate reaction. In order to quantify VP2 mRNA copies of IPNV, a 
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lard curve for DNA quantification was established. To have IPNV real-time PCR standards, the VP2 region was amplified using 

ished procedures standardized in our laboratory (Veronica Rojas ci at., 2008). The VP2 amplicon was cloned into PCR 2.1 

)r (lnvitrogen Inc.) and its specificity confirmed by sequencing. Plasmid DNA was isolated using the Quiaprep miniprep kit 

gen) according to the manufacturer instructions. The purified plasmid was quantified using a Nanodrop device (Nanodrop ND-

) and serially diluted in sigma DNase-RNase free water to a final concentration ranging from 10 to I x 1010  copies of genome-

ialents/2p.L. Two microliters of each dilution were used for real-time PCR in triplicates to create a standard curve to be used to 

tify putative IPNV DNA amounts in experimental samples (Figure 6). 

toxicity assay 

)utative toxic effect of the synthetic peptide p20 over eukaryotic cells was measured by exposing established CHSE-214 to the 

de according to standard procedures developed in our laboratory (Diaz, 2008; Schmitt ci al., 2008). Briefly, cell monolayers at 

semi confluence were washed with PBS and then the p20, added at a range of concentrations (1-100 mM) in triplicate wells 

ncubated for the maximum viability time (3 h) without culture medium. Samples were then washed three times with excess of 

before adding 0.1% trypsin in the presence of EDTA for 30-60 s to release cells from the monolayer. Individual cell viability 

determined using the Trypan Blue exclusion technique (Lee etal., 2002). 
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re 1: Processing pathway of LPNV Segment A polyprotein. A. Self cleavage of polyprotein segment A. B. The 

plex precursor pVP2CTD and the VP4 cleavage signals. C. Processing of pVP2 to yield p3, p2 and p44 as precursor 

ptide p20. D, p44 processing yielding stable p20 (in bold) and its 13 derivatives generated by the carboxypeptidase. 
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2: Fluorescence micrographs showing passive entrance and maintenance of p20 and K-i peptides into 

-214 cells. Top: Bright field, A. 3 hours post exposure of cells to Rhodamine-p20; B. 3 hours post exposure of 

) rhodamine-K-1; C. 3 hours post exposure of cells to rhodamine as a free fluorophore. 
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3. Alignment of p44 homologies between LPNV, IBDV and BSNV prototype viruses. The boxed region corresponds to 

'he color code: white, apolar residues; blue, positively-charged residues; red, negatively-charged residues; green, 

esidues without charge. 

- 
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4: Inhibition of infectivity by p20. Semi-quantitative immune detection of IPNV in de novo infected CHSE-2 14 

bows the inhibitory action of p20. A. Positive control. Cells infected in the absence of peptide. B. Cells infected in 

esence of 10 uM of p20. C. Negative control. Cells infected in the presence of peptide K-I. D. Focal 

scence Units on chart and Table (left to right, respectively) shows mean and SD values. 
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5: IPNV Titers after peptide treatments. Viral suspensions were tittered after 24 hours post infection. Top panel: 

rom persistent infection Bottom panel: titers from de novo infection. Clear fields and Immunofluorescent images: 

èction control, C+; B. p20;  IPNV peptide, C. pK-l; unrelated peptide. All images form each sample (dilution 

Positive control, p20 and pK- I respectively. The MOI used in first infection was equal to 0,1. 
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Antiviral Activity of peptide p20 A. De novo infected cells. B. Persistent infected cells. On N: CHSE-214 

tith IPNV, the number of copies of mRNA from VP2 of [PNV was measured with RT-qPCR from supernatant of 

3ottom. Calibration curve of number of copies of Topo-VP2 IPNV for qPCR. 

P20 
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Circular Dichroism spectra and 3D structural model of p20. The color code shows as white: 

residues, blue: positive charged residues, red: negative charged residues, and green: polar residues 

it charge. The figure was performed with VMD (Humphrey et al., 1996). 
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