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RESUMEN

Nuestro pais se ha posicionado como un importante competidor en el mercado de los
productos acuicolas, siendo su principal ejemplo el caso del salmén, donde hemos llegado a
ser el segundo mayor exportador de salménidos del mundo. Por este motivo, es menester
proteger las inversiones y garantizar una excelente calidad del producto, meta que se ha
alcanzado con altos y bajos a lo largo de nuestra historia acuicola, debido principalmente a los
brotes de diferentes enfermedades, que cuando provocan algun evento infectivo, generan
pérdidas enormes al sector. El caso del virus de la necrosis pancreética 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 délares totales anuales, por
causa de este agente, lo que refleja la magnitud del problema a nivel nacional y mundial. Hasta
hoy existen varias herramientas terapéuticas contra esta infeccion, las que tienen mayores
beneficios son las vacunas con accién antigénica contra la proteina estructural VP2 de IPNV,
sin embargo este tipo de proteccidén solo puede utilizarse en peces de tamafio mediano o
grande, quedando susceptibles los estadios mas 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 la capacidad de eliminar el virus,
quedando individuos infectados, que se transforman en potenciales portadores. Todas estas
razones hacen que sea necesario crear nuevas alternativas terapeuticas que frene las
posibilidades de expansion de la infeccion.

Los péptidos son moléculas enddgenas que cumplen una variada gama de funciones en la
comunicacion y actividad celular. Son secuencias aminoacidicas preferencialmente
oligoméricas de entre 3-40 aminoécidos. Se ha encontrado numerosos peptidos naturales con
sinnimero funciones los que han sido caracterizados y modelados, revelando patrones
comunes entre ellos. Sumado a esto, el desarrollo de la 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 la
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 la proteina estructural VP2, llamada
pVP2, ademas se ha revelado que la proteina VP3 esta relacionada al ensamblaje junto a VP2
en la maduracién de la particula viral.

El propésito de la presente tesis es inhibir experimentalmente la expresion e infectividad de
IPNV teniendo como blanco la proteina estructural VP2, mediante el uso de péptidos sintéticos
disefiados, modelados bioinformaticamente y sintetizados quimicamente para ser evaluados
(RT-gPCR e inmunofluorescencia semicuantitativa) en una linea celular establecida de
salmones CHSE-214. Para la evaluacion de la expresién se dispone ademés de un modelo de
infeccion de IPNV recurrente, en células CHSE-214, es decir, un modelo de células
permanentemente infectadas que no presenta estado citopatico producto de la infeccion viral.
De un universo de mas de 32 péptidos ensayados se obtuvo 2 peptidos con capacidad
inhibitoria en la expresion de IPNV tanto en el modelo persistentemente infectado, como el de
infeccién de novo. Ambos péptidos, primero el GIMB6, demostrd inhibir la infeccion y la
expresion, obteniéndose valores de inhibicién de hasta un 76% en la infeccion persistente y un
99% en la infeccion productiva, de la misma forma GIM182, demostré inhibir la infeccion y la
expresion, obteniéndose valores de inhibicién de hasta un 97% en la infeccion persistente y un
36% en la infeccion productiva.

Finalmente, se selecciono el péptido GIM182 con cual se realizaron ensayos mas acuciosos,
en orden de determinar la accion real del péptido en el sistema de infeccion con IPNV.

Si bien no se erradico el virus un 100%, en ambos modelos de infeccién se generd un robusto
sistema de evaluacion in vitro, y actualmente se estan desarrollando pruebas in vivo con el
péptido, que proyectan esta alternativa de terapia biocompatible, en un producto
biotecnolégico con capacidad de generar beneficios en la 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 fulfil 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-gPCR 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.l.) cells and de novo
infection. Both peptides showed inhibition. First GIM 66 inhibits infection and viral
expression with an inhibition of 76% in P.l. and 99% in de novo infection. Otherwise,
GIM 182 peptide exhibits inhibition values of 97% in the P.l. 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. INTRODUCCION

Nuestro pais es el segundo competidor mundial en el mercado del cultivo del salmon.
Sin embargo, la industria ha debido soportar los altos y bajos productivos, que
generalmente son provocados por agentes patdgenos. Los agentes que mas pérdidas
han generado al sector acuicola del salmén son los virus IPN e ISA y la bacteria P.
salmonis por solo nombrar a los mas importantes. En el caso del virus de la necrosis
pancreética viral (IPNV) las estadisticas revelan pérdidas del orden de los 200 millones
de dodlares totales anuales.

Este agente patdégeno esta diseminado a lo largo de todos los paises productores de
salmon y presenta una caracteristica particular, se encuentra remanente en los
sedimentos del fondo marino infectando a diferentes moluscos y peces nativos que
circundan los cultivos sin provocar la enfermedad, e inclusive se puede aislar de
pisciculturas en lagos de nuestro pais. Sumado a esto, los mayores brotes de la
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 antigénica contra la proteina
estructural de IPNV; sin embargo este tipo de proteccién sélo puede utilizarse en
peces de tamafio mediano o grande.

Todas estas razones hacen necesaria la generacion 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 aminoacidos, a los
que se ha encontrado un sinnimero de funciones, tanto de comunicacion como
actividad celular. Muchos péptidos naturales han sido caracterizados y modelados
estructuralmente, entre ellos muchos de los llamados péptidos antimicrobianos que se
han modificado y sintetizado quimicamente para obtener una mejora en su actividad.
En el campo de desarrollo de vacunas y moléculas antigénicas los péptidos también
han sido una herramienta valiosa.

Actualmente se dispone de las secuencias nucleotidicas y proteicas depositadas en
bases de datos, ademas de toda la bibliografia existente, lo que hace posible utilizar
esta informacién como punto de partida para realizar un analisis de las proteinas del

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



interactuar tanto en la zona de procesamiento de la proteina mayor estructural VP2,
como en el ensamblaje del virus IPN, y que sean capaces de interferir con el ciclo viral.
Se sintetizaran quimicamente péptidos especificos contra IPNV que seran evaluados
in vitro en la linea celular CHSE-214 tanto en el modelo de infeccién productiva, como

en el modelo de infeccidn persistente.

1.1. Birnavirus

Se definen a un grupo de virus que poseen dos segmentos de RNA de doble hebra y
segun la clasificacion general de virus, pertenece al grupo Ill. Este grupo tiene ocho
familias, de los cuales todos presentan simetria icosahédrica, con un diametro de 60
nm y son “no envueltos”, ademas presentan dentro de los viriones 5 proteinas y entre
3 a 4 peptidos.

La familia Birnaviridae contiene el género Aquabirnavirus, Avibirnavirus y
Entomobirnavirus. El género Aquabirnavirus comprende birnavirus que infectan a
peces, moluscos, crustaceos y rotiferos (Dobos et al., 1979). Especies del género
aquabirnavirus son la infeccion pancreatica necrética viral (IPNV), el virus ascites de la
cola amarilla (Van Regenmortel et al.,, 2000) y el virus de la cabeza de serpiente
(BSNV; John et al.,, 1999), que recientemente ha sido desplazado a un grupo como
tnico miembro.

Los birnavirus acuaticos son el mayor grupo de virus dentro de la familia Birnaviridae,
incluyendo varias cepas de numerosas especies de peces e invertebrados marinos.
(Essbauer y Ahne, 2001).

Se destaca al virus de la necrosis pancreatica infecciosa como un prototipo de

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

1.1.1. VIRUS DE LA NECROSIS PANCREATICA INFECCIOSA
En los ecosistemas acuaticos existe una gran diversidad de organismos. Entre ellos,
los peces, se destacan por presentar gran variedad de tamaros, formas y
adaptaciones, cualidades que se asocian con alta capacidad de sobrevivencia. Sin
embargo, siguen siendo susceptibles a organismos patégenos presentes en el medio.
Un grupo de estos patogenos 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 acuaticos son los que presentan mayor rango
de accion, infectando a numerosas especies de peces, dentro de las cuales se
encuentran las Salmonideas. El prototipo de la familia Birnaviridae en medio acuatico
lo constituye el Virus de la Necrosis Pancreatica Infecciosa (IPNV), y se consideran
miembros de este grupo, a todos los virus de RNA doble hebra (dsRNA)



bisegmentados capaces de provocar una infeccién clinica en una de las especies
respectivas (Amos, 1985). El primer birnavirus patogénico aislado de un pez se
encontré6 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
epizootia de trucha fingerlings sufriendo la infeccion necrética pancreatica (IPN). Esta
infeccién necroética pancreatica viral (IPNV) fue depositada en American Type Culture
Center (ATCC) como ATCC VR299 IPNV y ha sido detectada por afios en varios
lugares de Norteamérica asociada con altas tasas de mortalidad en juveniles de
truchas (Essbauer y Ahne, 2001).

La mayoria de los birnavirus acuaticos estan 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 la tabla
1). La mayoria del IPNV aislado proveniente de EEUU. pertenece al serotipo A1 (West
Buxton); los aislados canadienses (C1, 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 A10. En Asia
han sido detectados los serotipos A1, A2 y A3 (Hill y Way, 1995).

Tabla 1.1. Clasificacion serologica de birnavirus acuaticos (Hill y Way, 1995)

Nombre del Virus Abreviatura Origen Serotipo
Serogrupo A

West Buxton (ATCC VR-877) wBa? EEUU A1
Spjarup (ATCC VR-1318) SP Dinamarca A2
Abild (ATCC VR-1319) Ab Dinamarca A3
Hecht (ATCC VR-1330) He Alemania Ad
Tellina® (ATCC VR-1321) Te (TV-2) Reino Unido A5
Canada 1 (ATCC VR-1322) C1 Canada AB
Canada 2 (ATCC VR-1323) Cc2 Canada A7
Canada 3 (ATCC VR-1324) C3 Canada A8
Jasper (ATCC VR-1325) Ja Canada A9
Norway N1 Noruega A10
Serogrupo B

Tellinavirus” TV-1 Reino Unido B1

# Aqui existen al menos tres subtipos del serotipo A1: West Buxton, Buhl y VR-299.
® Del molusco bivalvo marino Tellina tenuis.

1.1.2. Organizaciéon genémica de IPNV

Los birnavirus acuaticos presentan similitudes en morfologia y propiedades
biogquimicas y biofisicas. Los viriones de IPNV presentan las caracteristicas tipicas de
la familia Birnaviridae. En la siguiente figura se esquematiza la sintesis proteica viral

por parte de los dos segmentos de RNA de doble hebra del birnavirus IPNV.
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Figura 1. Organizacién genémica de IPNV. El segmento A contiene dos ORFs que
codifican la proteina VP5 y la poliproteina viral, respectivamente. La poliproteina es procesada
cotraduccionalmente dando lugar a las proteinas pVP2, VP3 y VP4. pVP2 se autoprocesa
postraduccionalmente en su extremo carboxilo terminal para dar lugar a la forma madura VP2.
El segmento B contiene un unico ORF que codifica la RpRd, VP1.

El genoma de IPNV esta 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 la proteina no estructural VP5 (145 aa, 17
kDa), una proteina citolitica de membrana (Lombardo et al., 2000) que, aunque
dispensable para la replicacion del virus en cultivos celulares (Mundt et al., 1997), es
importante en la patogénesis in vivo, ya que esta implicada en la liberacion vy
dispersion de la progenie viral (Yao et al., 1998; Lombardo et al., 2000). Se ha descrito
que esta proteina inhibe la apoptosis en los estadios iniciales de la infeccion (Liu et al.,
2006). El segundo ORF codifica una poliproteina de 107 kDa (972 aa) que se



autoprocesa proteoliticamente dando lugar a las proteinas pVP2 (508 aa, 54 kDa),
VP4 (225 aa, 25 kDa) y VP3 (237 aa, 28 kDa) en un proceso cotraduccional mediado
por la propia VP4 (Lejal et al., 2000; Petit et al., 2000). Inicialmente, se propuso que
VP4, la proteasa de los birnavirus, utilizaria un mecanismo catalitico mediado por
residuos de serina y lisina conservados en su centro activo, lo que la diferenciaria de
otras proteasas virales (Birghan et al., 2000; Lejal et al., 2000; Petit et al., 2000). La
reciente resolucion de la estructura cristalina de la proteina VP4 de varios miembros
de la familia (Feldman et al., 2006; Lee et al., 2007; Imajoh, 2007), ha confirmado la
validez de dicha hipétesis, asi como la homologia estructural con otras proteasas con
una diada catalitica Ser/Lys como la proteasa bacteriana Lon (Botos et al, 2004,
Botos et al., 2005), las proteinas de respuesta a dafio en el DNA LexA (Luo et al.,
2001) y UmuD’ (Peat et al., 1996), o el represor c1 del bacteridfago A (Bell et al.,
2000). pVP2 es la forma precursora de de la proteina estructural de la capsida, VP2.
Los 74 residuos carboxilo terminales de pVP2 son procesados para dar lugar a la
forma madura, VP2 (442 aa, 48kDa). En cualquier caso, el proceso de maduracion
requiere el ensamblaje de la capsida viral (Chevalier et al., 2002) y los pequefios
polipéptidos generados quedan retenidos en las particulas virales (Da Costa et al.,
2002). Dichos péptidos poseen la capacidad de desestabilizar membranas (Chevalier
et al., 2005; Galloux et al., 2007). Al igual que ocurre en los procesos morfogenéticos
de otros sistemas virales (Gallagher y Rueckert 1988; Zlotnick et al, 1994,
Schneemann et al., 1998), este proceso de maduracién proteolitica podria conferir
irreversibilidad al ensamblaje de la capsida. VP3 es una proteina multifuncional ya que
ademas de su interacciéon con VP2 durante el proceso de morfogénesis de la capsida,
estd implicada en multiples interacciones con otros componentes estructurales del
virién. VP3, interacciona con la RNA polimerasa RNA dependiente (VP1) y con el
dsRNA viral (Lombardo ef al.,1999; Tacken et al., 2002; Maraver et al., 2003a; Maraver
et al., 2003b).

El segmento B contiene un Unico ORF que codifica la RNA-polimerasa RNA-
dependiente (RpRd), una proteina de 97 kDa (845 aa) (Magyar et al., 1998; Muller y
Nitschke 1987; Morgan et al., 1988; Von Einem et al., 2004) (Figura 2). Al igual que las
polimerasas de otros virus dsRNA, VP1 cataliza tanto la transcripcion como la
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 rapida de IPNV
han sido estudiadas con huella digital de RNA, lo que ha revelado la existencia de tres
grupos. Ademas, 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 biolégicas (por ej.: linea celular,
replicacion adaptativa a alta temperatura; Hsu et al., 1995). También se ha realizado
una comparacion filogenética de secuencias aminoacidicas deducidas de la region
codificante de VP2 de 28 birnavirus acuaticos incluyendo cepas del serogrupo A, la
que reveld 5 genogrupos con varios genotipos. Los virus mas divergentes exhiben una
similitud del 81,2%. Los genogrupos basados en el ORF entero de VP2 generalmente
son correlativos con el origen geografico y clasificacién serolégica (Nicholson, 1993).
Investigaciones del gen VP2 por reaccion en cadena de polimerasa (PCR) y analisis
de grupos por restriction fragment lenght polimorphism (RFLP) agrup6 17 aislados
asiaticos (todos serotipos A3) en cuatro grandes genogrupos. Los grupos basados en
la variacion del gen VP2 son correlativos con la clasificacion serolégica basada en el
patron de reaccion del anticuerpo monoclonal especifico VP2 (Lee et al.,, 1996). Sin
embargo, la caracterizacion del pequefio ORF del segmento gendmico A de 20 cepas
de IPNV revelé tres grandes genotipos. De acuerdo con la correlacion entre la
clasificacion seroldgica y gendmica, mas 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 la
proteina verde fluorescente (GFP) expresada en una linea celular de peces, mostro
una dinamica de cambios morfoldgicos no tipicos de células apoptéticas durante la
infeccion de IPNV (Hong ef al., 1999b). Asimismo, induccion de la proteina antiviral Mx
por 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 proteina VP2 de la cepa N1 (Frost y Ness, 1997; Pettersen, 1997; Frost
et al. 1998). IPNV ha sido clasificada como una enfermedad de significancia para la

Oficina Internacional de Epizootias (OIE).
1.1.3. Estructura de Birnavirus
Las particulas virales de RNA de doble hebra (dsRNA) son maquinarias de

transcripcion 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.,



2005). La capside de virus de dsRNA esta generalmente formada por una capa de
proteinas que despliegan una simetria icosaédrica (Caston et al., 1997).
A continuaciéon se esquematiza el proceso de ensamble de las particulas infectivas

(viriones) de los birnavirus, propuesto para IBDV por Chevalier et al. (2002).
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Figura 2: Esquema de ensamblaje del virus IBDV. (Chevalier ef al., 2002)

Segun Bottcher y colaboradores (1997) de las 780 subunidades encontradas en la
parte exterior de la capside, forma 260 unidades triméricas, que se encuentran en 5
diferentes formas y marcadas como a, b, ¢, d y e; como se observa en la figura 3. Una
clase de trimero (clase e) se encuentra estrictamente en el eje de 3 veces en toda la
particula y esta en contacto directo con otros tres trimeros vecinos (clase d). Otros
trimeros hacen pares unidos (por ejemplo a-b y c-¢) asemejando una corbata de mofio
(huma), mientras que entre los trimeros ¢ 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 la estructura consta de un tercio del trimero (clases a a d),

formando un total de 13 unidades.

Figura 3: Mapa tridimensional del birnavirus, |1BDV. (a) Vista del eje de 2-veces de toda la
particula. Son marcados los ejes de 2-, 3- 5-veces Yy el eje local 6-veces, el patrén indica
claramente una arquitectura T = 13. (b) Close-up de la particula vista en el eje de 3-veces, se
muestra la naturaleza del trimero agrupado ensamblado observado desde fuera. Cinco clases

simétricamente diferentes de trimero son indicadas con las letras a - e.



Las distancias inter-triméricas estan correlacionadas con el radio esférico en que las
unidades se encuentran. Ademas de esto Bottcher y colaboradores encontraron que la
capsida no es isomeétrica, 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 al 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 (la capsida), 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 sefialados por Prassad (1996) para otros virus (rotavirus, bluetongue
virus) como una especie de poro por donde pasan transcritos de RNAs mensajeros,
que son exportados fuera de la capsida. La cascara continua es curva en la mayoria
de las regiones, pero es fuertemente doblado en los ejes de 5-veces. Esto podria
sefialar que esta region confiere una salida y/o entrada de pequefias moléculas a
traves de la capsida.

La linea de la capsida al unirse en la vecindad de los ejes de 5-veces a través de eje
de 2-veces la posicion es casi recta (Fig. 4.a), por lo que la céapsida tiene la forma de

un icosaedro pero con caras ligeramente curvadas.

Figura 4: Dibujos de seccion que muestran la superficie interna de la capsida de IBDV visto 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 mas cercano al espectador) contiene los ejes
de 2-y 5-veces como se indica. En el panel b, el borde que rodea la cavidad pentagonal en el

eje 5-veces es claramente visible.

En la superficie interna de la capsida, las unidades triméricas aparecen como una
forma de Y caracteristica, que sobresalen de la 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. Ademas podemos encontrar 60 puestos mas, cercanos al

eje de 5-veces que parecen estar ocupados por material que le hace un cerco



alrededor de la cavidad ubicada en el eje de 5-veces (Fig. 4.b). Asimismo, en las
secciones correspondientes a la cara interna de la capsida (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.

Segun lo publicado por Pous y col. (2005), los 2 birnavirus, IBDV y IPNV presentan
una geometria icosaédrica con triangulacion = 13. Y solo VP2 es la proteina que

conforma la estructura externa de la capsida.

1.1.4. Proteinas Virales

Como se ha mencionado anteriormente, IPNV necesita procesar sus propias proteinas
para poder hacerse infectivo. Ademas de poseer 5 proteinas principales, entre ellas
VP2, VP3 y VP4 presenta una serie de péptidos resultantes del procesamiento de la
poliproteina. Dada la importancia de cada proteina y debido a que presentan
diferencias estructurales y funcionales entre ellas a continuacion se detallaran 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 esta unido covalentemente al grupo hidroxilo
de la serina de la 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 virién, las que posiblemente se autoguanililen, produciendo VP1-
pGpG, que es subsecuentemente usado como partidor para iniciar la replicacion y
transcripcién viral (Pan ef al., 2007).

El sitio activo de esta serin-proteasa, contiene soélo dos residuos de aspartato, a
diferencia de otras enzimas de la misma familia, otra inusual caracteristica de ésta
polimerasa RNA-dependiente. La superposicion de la estructura tridimensional de un
complejo en transcripcion de VP1 muestra que los residuos cataliticamente
importantes asumen la misma posicion y similar conformacién que una polimerasa
tipica (Pan et al., 2007).



Sin embargo, los virus dsRNA de birnavirus presentan caracteristicas como
organizacion genomica, estrategia de replicacion, estrategia de codificado de la
poliproteina y plegamiento de la capsida, 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, ademas de tener la habilidad de agregar un
segundo GMP para producir VP1-pGpG siendo esto una caracteristica inherente del
polipéptido.

El analisis de productos de VP1 clivados quimica y proteoliticamente y marcados con
una sonda, permitié mapear la uniéon de VP1 al nucledsido en el fragmento 160GSY 1g4.
de VP1 de IPNV, encontrandose finalmente que la serina en la posicion 163 es
necesaria para la uniéon al acido nucleico (Hong-Tao et al., 2004). Ademas, 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 la estructura
formada por VP1 de IPNV,

Se destaca el estudio presentado por Pan et al. (2007) que presenta la estructura
tridimensional de la polimerasa de IBDV, en donde se encontraron tres caracteristicas
destacables dentro de todas las polimerasas: primero, que VP1 de los birnavirus
adopta una topologia unica 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 la guanililacion esta localizado a aproximadamente 23A del sito
activo de polimerasa. La VP1 de birnavirus también presenta caracteristicas
destacables, como por ejemplo el hecho de que la guanililacion de VP1 es
independiente de RNA, asimismo, se ha determinado que la proteina activa,
denominada VP1c (por el nicleo de VP1) corresponderia a la secuencia aminoacidica
de 19-810, manteniendo la actividad polimerasa, similar a la proteina completa de VP1
(Pan et al., 2007).
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1.1.4.2. VP2 : Proteina Mayor de la capsida

En estudios de la morfologia de IPNV, se han encontrado dos tipos de particulas
virales, A o provirion, que es la primera particula detectable post-infeccion
simultaneamente 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 la morfogénesis (Villanueva et al., 2004). Luego
de la maduracién 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 et al., 2004). Con lo que se
concluye que la maduracion de las particulas A de IPNV no sdlo significa el adquirir la
capacidad infectiva, sino que también la reduccion remarcada del diametro de las
particulas (Villanueva et al., 2004). Esto queda explicito en un analisis densitomeétrico
realizado de las proteinas virales de ambos tipos de particulas (A y B), en donde se
observa que las particulas tipo A poseen la proteina mayor de la capsida VP2 en la
forma no madura, pVP2, y que las particulas tipo B, solo presentan VP2 y no el
intermediario pVP2.
También se han encontrado péptidos resultantes del clivaje de pVP2 en el extremo
carboxi terminal, los que principalmente son 3:

¢ AGGRYKDVLESWA [496-508]

o AGGRYHSMA [487-495]

o WGWRDIVRGIRKVAAPVLSTLFPMAAPLIGMADQFIGDLTKTNA [443—-486] vy

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

Estos péptidos identificados como parte del procesamiento de pVP2 han sido también
encontrados en los diferentes Birnavirus, y juegan un rol importante en la capacidad
infectiva del virus. (Da Costa et al., 2002, 2003).

Fueron identificados tres sitios de clivaje para el proceso de maduracién de pVPZ2.
Previamente se propusieron dos de estos sitios de clivaje (486—487, 495-496) como
blanco de la proteasa viral VP4. (Petit et al., 2000) Estos dos sitios, el sitio de clivaje
primario en la unién pVP2-VP4, esta definido como un motivo [S/ITIXALA. Esta
secuencia de consenso presenta alguna similitud con la secuencia SKAIW que se
encuentra en la zona 442-443, sugiriendo que VP4 estaria relacionado en el clivaje

para generar VP2 madura (Galloux et al., 2004).



Por otro lado, se detecté la expresion recombinante de VP2-truncada en células
CHSE-214 a concentraciones de nanogramos de anticuerpo monoclonal CE4 por
ELISA e Inmunoblot. Esta observacion sugiere que el plegamiento y la glicosilacion de
VP2-truncada seria extremadamente similar a la proteina viral nativa (Labus et al,
2001).

Se ha visto que la mayoria de los anticuerpos monoclonales neutralizantes reaccionan
con epitopes dentro de la 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 la que se
identifican tres dominios, uno basal (B), otro con forma de concha (S) y un dominio
protectivo (P), el cual ha demostrado ser el mas variable entre los diferentes aislados

de IPNV, siendo ademas el dominio que posee actividad inmunogeénica.

Recientemente se ha determinado el potencial electroestatico de la 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 la zona de procesamiento del precursor de VP2 y las zonas de

interaccion entre VP2 que forman la triada, para evaluar su posible actividad antiviral.

1.1.4.3. VP3: Proteina interna de la capsida

VP3 controla el ensamble del mayor polipéptido de la capside VP2 (Maraver et al.,
2003; Martinez-Torrecuadrada et al., 2000; Ofa 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 ef al., 1999).

El estudio de Gonzalez et al. (2005) en el cual se realiza una expresion recombinante
de VP3 con diferentes secuencias borradas, present6 que esta proteina viral posee: un
dominio de unién al genoma (RNA-BD), un dominio de oligomerizacién (OID) y un

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



demostraron la importancia de estos sitios para el correcto desarrollo e infectividad del

birnavirus IBDV, como lo sefiala la figura 5:
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Figura 5: Expresion de VP3 en mutantes para polipéptidos reduce la replicacion de IBDV. El
diagrama presenta los polipéptidos M1, M2 y M3 que son mutantes con aminoacidos faltantes,
expresados en rBV (Baculo Virus recombinante). Rectangulos en gris indican la 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), oligomerizacidon (OID), y el dominio de
unién 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 la mayoria de los virus que infectan células eucariontes, y
proteasas virales que son generalmente asociadas a estos eventos (Babé et al., 1997).

La traduccion del segmento A produce una poliproteina y una pequefa 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
llamada NS) con actividad proteasa asociada (Manning y Leong, 1990; Manning ef 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 mas 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 la 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 sefiales de Escherichia
coli y Bacillus subtilis (Nunnari et al. 1993; Paetzel et al.,1998; Strynadka et al., 1992,
Tschantz et al.,1993; Van Dijl ef al., 1995).

Los sitios exactos de clivaje en las uniones pVP2-VP4 y VP4-VP3 fueron determinados
y estan caracterizados por secuencias Ser/Thr-X-Ala-Ser/Ala, un motivo que muestra
alguna similitud en sitios de clivaje con peptidasas de sefiales y herpes simplex virus
(HSV; Petit et al,, 2000).

¢ Por qué la expresion de la poliproteina in vitro o en un sistema de baculovirus sélo
produce pVP2 sin el posterior procesamiento de pVP2 a VP2, segun lo observado en
células infectadas con IPNV? Una posible explicacion es que el producto pVP2 es
resultante de un autoclivaje de la poliproteina, como un proceso intramolecular, en
contraste con la conversion de pVP2 en VP2, que envuelve una reaccion bimolecular.
Por lo tanto, la concentracién de pVP2 y VP4 puede influenciar dramaticamente la tasa
de conversion en VP2 (Petit et al., 2000).

El trabajo de Lee y Delmas (2006), en donde se sefiala la primera estructura
cristalografica de una proteasa viral de birnavirus, (BSNV) provee de informacion
acerca del mecanismo caracterizado recientemente como perteneciente al grupo de
serin-proteasas que utiliza una lisina como base general y revela la 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 encontrado que VP5 es dispensable para la virulencia y persistencia de IPNV.
Algunos resultados muestran que VP5 no es necesaria para la replicacion viral in vivo,
y su ausencia no altera las caracteristicas de virulencia o el establecimiento de
infeccion permanente (Santi et al., 2005). Asimismo, Hong, (2002) encontré un dominio
conservado Bcl-2 en parte de la proteina VP5, este dominio esté relacionado con la via
apoptética y que regularia negativamente la induccién a apoptosis, sugiriendo que
IPNV y otros birnavirus tendrian esta estrategia para regular el proceso de muerte
celular programada, tanto en células embrionarias de peces como de aves (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 la infeccion viral.
Algunas caracteristicas de la infeccién viral son reconocidas por las células como
nocivas, promoviendo una respuesta defensiva que concluye con la muerte celular. La
induccién de apoptosis en la mayoria de los casos, es un desafio para el éxito de la
replicacion viral (Espinoza, et al., 2005). Sin embargo algunas veces una adecuada
manipulaciéon de la respuesta apoptética resulta en un mecanismo de muerte celular,
que aumenta el desarrollo del virus (Roulston et al., 1999; Hay y Kannourakis, 2002).
Se ha publicado que IPNV, como muchos otros virus, induce apoptosis en células
cultivadas. Esta respuesta fue observada durante los primeros estados de
multiplicacién de IPNV implicando severos dafios morfolégicos en las células
infectadas como por ejemplo, el arredondamiento y aburbujeamiento (Hong et al.,
1999b). La expresion de este programa de muerte celular puede ser interpretada como
un mecanismo de defensa de la célula frente a la multiplicacion de IPNV. Sin embargo,
la mayoria de las células infectadas no presentan una respuesta apoptotica, al menos
la mitad de las células infectadas no expresan sefiales apoptéticas en ningan
momento durante la multiplicacion viral (Hong y Wu, 2002).

Se ha demostrado que el ensayo de Annexin V es sensible a los cambios morfoldgicos
mas tempranos producidos en la célula, y puede ser empleado como un marcador
temprano de apoptosis, inclusive detecta apoptosis antes de la activacion de la via de
las caspasas (Hay y Kannourakis, 2002). En el estudio de Espinoza et al. (2005) se
aprovecho el dominio de la técnica de marcaje de las proteinas virales, donde ademas
se examinaron diferentes signos de apoptosis, como el arredondamiento celular,
condensacion de la cromatina y cuerpos multivesiculares, junto a Annexin V,
demostrando primero que la apoptosis raramente precede a la necrosis, y segundo,
que el porcentaje de células expresando apoptosis nunca habia excedido el 12% de
toda la poblacion infectada, mientras que el porcentaje de células necréticas habia
alcanzado el 75% durante el transcurso de la infeccion. Por otro lado, IPNV codifica
una pequefa proteina no estructural de 17kDa denominada VPS5 (Magyar y Dobos,
1994). Esta proteina posee un dominio homélogo al factor Bel2 (Hong et al., 2002) que
ha sido propuesto como supresor de apoptosis, sugiriendo que IPNV ocuparia esta
proteina para regular negativamente la apoptosis, permitiendo el aumento en la

produccién de progenie viral.



1.1.6. Proceso de entrada a la célula

En general el ciclo infectivo de los virus sin envoltura es bastante conocido, comienza
con la absorcion de éstos a la superficie celular; una vez absorbido, entra a la célula
por endocitosis, para luego atravesar la membrana endosomal, con la posterior
replicacion del genoma y la sintesis de macromoléculas (acidos nucleicos y proteinas),
las que son ensambladas en viriones maduros capaces de infectar otra célula blanco
(Dimmock, 1982).

En el citoplasma la transcripcion de la doble hebra de RNA viral es realizada por la
polimerasa viral y ocurre dentro del virion, de manera que el dsRNA nunca esta
expuesto al citoplasma. El transcripto positivo es utilizado como templado para la
traducciéon de las proteinas virales. Finaimente los RNAs de cadena positiva son
encapsidados en la particula viral, donde se transcribe la hebra negativa, las que se

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

Existen evidencias que demuestran que el virus del IPN utiliza la via endosomal como
mecanismo de internalizaciéon. En estudios con microscopia electrénica se ha
observado a las particulas virales tanto en vesiculas de internalizacion como en
compartimentos endosomales, demostrandose esto Ultimo con la co-internalizacion de

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

1.1.7. Signologia

El IPNV causa una enfermedad aguda y contagiosa principalmente en truchas
juveniles y peces salmonideos (Novoa et. al., 1995). La susceptibilidad generalmente
disminuye con la edad, a excepcién del Salmén Atlantico (Salmo salar), el cual puede
sufrir la enfermedad tempranamente desde que es transferido al agua de mar (Disease
of Fish, 1995).

Los signos de un salmén enfermo aparecen usualmente en forma progresiva,
incrementandose diariamente la mortalidad. Los signos clinicos incluyen pigmentacion
oscura, una pronunciada distension abdominal, exoftalmia, a veces hemorragias en el
area ventral. Internamente aparecen multiples petequias en el érea pilorica; el higado y
pancreas estan palidos. El tracto digestivo estd habitualmente sin comida y un mucus
de apariencia blanquecina aparece en el estbmago e intestino anterior. Ademas, se

puede observar un particular nado en espiral (Amos, 1985; O.1.E., 1995).



La mortalidad acumulada, en peces en cultivo, puede variar desde el 10% a mas del
90%, dependiendo de una combinacién de factores, como la cepa viral, huésped y el
medio. Esta elevada mortalidad en peces jovenes afecta en forma significativa la
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 distribuciéon geografica

Como se ha mencionado anteriormente, los birnavirus acuaticos son los virus que
presentan mayor rango de accion, con representantes que infectan a numerosas
especies de peces, donde se destacan los peces salmoénidos, como por ejemplo,
Trucha arcoiris (Oncorhyncus mykiss), Trucha de rio (Salvelinus fontinalis), Trucha
café (Salmo trutta), Trucha de lago (Salvelinus namaycush), Salmoén atlantico (Salmo
salar), Salmén coho (Oncorhyncus kisutch), y numerosos invertebrados y peces
marinos como anguilas (Anguilla anguilla, Anguilla japdnica), pez rayado, tilapia
(Tilapia mossambica), moluscos marinos y algunos crustaceos de las costas europeas
y japonesas (Amos, 1985; O.LE, 1995; Brown, 1986; De Kinkelin et al., 1985). En
consecuencia, de acuerdo con las regiones o habitats de las especies mencionadas,
se considera al virus IPN endémico en muchas partes de América, Europa y Asia, no
siendo excluyente para nuestro pais. (Roberts y Shepherd, 1986).

Recientemente, un IPNV cercanamente relacionado con IPNV fr21 y N1 fue detectado

por primera vez en Australia (Crane et al., 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 la transmision y los brotes de IPN indican que los iod6foros
usados como desinfectantes durante procesos de fertilizaciones artificiales no
erradican completamente la 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 portar el virus todo el tiempo de vida (Hill, 1982; Wolf, 1988).
IPNV puede ser transmitido también por las fecas de aves piscivoras (McAllister y
Owens, 1992).



1.1.10. Diagnosis

Los métodos estandar para la deteccién de los birnavirus acuaticos requieren de la
inoculacién de cultivos celulares (in vitro) con extractos crudos de tejido del pez (Bols,
1991; Mallipeddi et al., 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 al.,1993; Hedrick et al., 1985;
Nicholson, 1993). También es posible identificar un virus en particular al contar con
anticuerpos especificos para proteinas 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 reaccion en cadena de polimerasa (PCR,;
Blake et al., 1995; Shankar et al., 1994), aplicables a la deteccion de birnavirus
acuaticos, ya que el conocimiento de sus secuencias nucleotidicas ha permitido
desarrollar iniciadores especificos que permiten identificar todos o la gran mayoria los
serotipos de un grupo de virus que presentan grandes regiones genomicas
conservadas (Blake et al.,, 1995; Shankar et al., 1994; Duncan y Dobos, 1986; ver

Figura 6).
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Figura 6. Técnicas de Diagnostico 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 infeccion persistente en cultivo celular (Hedrick et al. 1978), y el titulo
del virus en cultivos persistentemente infectados es de 10°® TCID50/ml, mientras que el
titulo en una infeccion aguda / litica es tipicamente alrededor de 10°® TCID50/m,
dependiendo de la linea celular utilizada (Hedrick et al., 1978).

Células persistentemente infectadas fueron creadas por aislamiento y crecimiento de
células CHSE que sobrevivieron a una infeccion por virus IPN. Las células rescatadas
tuvieron una infeccién no litica con un rendimiento de virus en el sobrenadante de 10°
- 10° TCID50/ml, parecido a lo que se puede encontrar en una infeccion persistente in
vivo (Bootland et al., 1986). Es por esta razén que la poblacion resistente a la infeccion
queda infectada pero asintomatica, distribuyendo la enfermedad horizontalmente.

La persistencia de las células infectadas implica la activacion de mecanismos para
suprimir una carga viral normal, manteniendo asi el nimero de particulas de virus en
baja proporcion. Alternativamente, el virus podria haber adquirido una estrategia para
mantener baja la tasa de replicacién con el fin de escapar o reducir al minimo las
respuestas inmunes del anfitrion. (Inderjit et al., 2010)

La hibridacion substractiva realizada a cultivos persistentes con IPNV demostré una
sobre regulacién de genes implicados en la degradacion de las proteinas virales y
genes implicados en la inhibicion de la traduccién. Lo que se traduce empiricamente
en una disminucién en la carga de las particulas infectivas liberadas al medio (Inderjit
et al., 2010).

1.1.12. Situacion Nacional

El virus del IPN es un problema para la salmonicultura a nivel mundial y fue aislado en
Chile el aflo 1984 (McAllister y Reyes, 1984; Espinoza et al., 1985) despues de
numerosos brotes del virus en la etapa de agua de mar (Figura 7), especialmente en
salmon Atlantico (Salmo salar); el patégeno pudo ser mitigado gracias a exitosos
programas de vacunacion intraperitoneal. La primera vacuna intraperitoneal contra
IPNV fue comercializada por Novartis Chile S.A. en 1999, posteriormente se han
desarrollado 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 mas pequefios parecieran seguir desprotegidos, siendo
justamente esa etapa donde la enfermedad atin causa bastante mortalidad.

En cuanto a su diseminacion, la enfermedad se encuentra en la mayor parte de los
lugares en que hay salmonidos nacionales y esta presente en cerca del 80% de los
peces que se cultivan en el pais. Por otra parte, se estima que en la etapa previa a la
vacunacion, las pérdidas a nivel de la industria, deben llegar cerca del 15-20%
(Constantino Siderakis, Novartis Chile S.A). También existen aproximaciones respecto
al alcance en agua dulce, que puede estar entre un 10-25% y en agua de mar entre un
2-10%, dependiendo de la virulencia que afecte al plantel (Samuel Valdevenito, G.G.,
Veterquimica Ltda.).

En cuanto a los montos invertidos por la industria para mitigar los efectos de esta
enfermedad hay bastante mas coincidencia entre los nimeros, que corresponderian al
costo de vacunas, screening y bioseguridad. La salmonicultura nacional estaria
destinando entre US$ 10 — US$ 12 millones anualmente por concepto de vacunas
contra IPNV (Aqua, 2006). Con respecto a la inversiéon 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
numero de reproductores existentes, la metodologia utilizada, la cantidad de pooles y

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

Varios especialistas coinciden en que considerando que la mayor mortalidad en agua
dulce se presenta en aquellos peces que no pueden ser vacunados
intraperitonealmente, las vacunas orales y por inmersién podrian ser la solucién a la
encrucijada que enfrentan los productores. Por otro lado, las acciones mas
significativas que se estan 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 compaiiias, los analisis de peces y los programas de screening.
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Es importante notar que los antecedentes expuestos en la “situacion nacional”
corresponden a datos de empresas privadas, con lo que se presenta algin sesgo de la
situacién real; sin embargo, la informacién al respecto solo fue encontrada en revistas

del sector acuicola nacional (AquaNoticias).

1.2. PEPTIDOS

Se considera péptido a secuencias menores de 100 aminoacidos. Los péptidos
funcionan como neurotransmisores, neuromoduladores y hormonas en la transduccion
de sefales mediada por receptores. Asimismo, mas de 100 péptidos son reconocidos
con funciones en el sistema nervioso central y periférico, en procesos inmunologicos,
en el sistema cardiovascular y en el intestino. Ademas los péptidos influencian la
comunicacion célula-célula mediante su interaccién con receptores y estan incluidos
de un gran nimero de procesos bioquimicos, como el metabolismo, dolor,
reproduccioén y respuesta inmune (Sewald y Jukubke, 2002).

El aumento en el conocimiento del modo de accion de péptidos bioactivos ha
incrementado el interés de la farmacologia, la ciencia médica y la biotecnologia por
este tipo de compuestos. El aislamiento y aplicacion dirigida de este tipo de
substancias endogenas como drogas potenciales, ha ganado importancia,
principalmente para el tratamiento de procesos patolégicos. Es por esto que nuevos
métodos basados en péptidos para una serie de enfermedades, donde estos péptidos
jueguen un rol funcional, podran servir de herramienta para el desarrollo de nuevas

terapias.

En los ultimos 20 afios, se han disefiado péptidos como herramienta innovadora y
curativa para diferentes enfermedades de humanos (Patarroyo M.E. et al., 1988) y de
animales (Patarroyo J.H. et al., 2002). presentandose como una alternativa real en el
tratamiento de diversas enfermedades, como es el caso del sindrome de la
inmunodeficiencia humana VIH, el virus de la hepatitis C, la influenza, el rotavirus y el

alzheimer, entre otros.

Los péptidos antimicrobianos catiénicos son generalmente definidos como de menos
de 50 residuos de aminoacidos con una carga promedio positiva, conferida por la
presencia de multiples residuos de lisinas y argininas, y una sustancial proporcion
(50%) de residuos hidrofébicos, principalmente de los grupos hidrofobicos de las
cadenas laterales, como prolina, fenilalanina y triptéfano. Estos péptidos pueden

poseer actividad antimicrobiana contra 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 cationicos han demostrado inhibir la replicacion de
virus envueltos, como influenza A virus (Murakami et al, 1991), el virus de la
estomatitis vesicular virus (VSV) y el virus de la inmunodeficiencia (HIV-1) (Masuda et
al., 1992). Los péptidos cationicos pueden poseer actividad anticancer (Johnstone et
al., 2000) o promover la cicatrizacion de heridas (Gallo et al., 1994). Estudios recientes
han indicado también a péptidos cationicos con el rol de efectores en la respuesta
inmune innata. Estas son propiedades que hacen a los péptidos cationicos como

excelentes candidatos para agentes terapéuticos.

Interesantemente, los péptidos cortos cationicos caen en el emergente campo de
péptidos que penetran células (CPP). Estos péptidos consisten en pequefas
secuencias de aminoacidos que contienen una gran carga positiva neta que hacen
posible la penetracion de casi cualquier célula, acarreando inclusive grandes
proteinas, o oligonucleétidos y drogas (Jarver y Langel, 2006). Desde hace ya 10 afios
de su descubrimiento, la forma de como ellos manejan la translocacién a través de la
membrana aln no es resuelta. Recientemente ha sido descubierta la 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 por primera vez que la proteina recombinante TAT
de HIV-1 es tomada por las células (Frankel y Pabo, 1988) y unos pocos afios
después la secuencia minima responsable de la entrada a las células se redujo a 11
aminoacidos (YGRKKRRQRRR) (Vives et al, 1997). Durante el mismo periodo, fue
encontrada otro fragmento derivado de la Drosophila Antennapedia homeodomain
(RQIKIWFQNRRMKWKK), también llamada penetratina, con propiedades similares
(Derossi et al., 1996). Estos dos descubrimientos han estimulado nuevas
investigaciones que llevaron a concluir acerca de esta familia de péptidos. Diez afios
han pasado desde entonces y varios otros CCP han sido descubiertos, algunos de
ocurrencia natural, como la penetratina, y otros péptidos sintéticos como “transportan”.
El denominador comun para todos estos péptidos ha sido el nimero 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 también cargados y pueden utilizar mecanismos

similares para la formacidn de poros.
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1.2.1. Sintesis de péptidos en fase sélida

La sintesis de péptidos en fase sdlida (solid phase peptide synthesis, SPPS), descrita
inicialmente por Merrifield (1963), es la mejor tecnologia y mas madura para la sintesis
péptidos de pequefio a mediano tamafio (Guzman et al., 2007). La SPPS consiste en
la elongacion de la cadena peptidica unida a una matriz sélida por la adicién sucesiva
de amino &cidos que son unidos en el enlace amida (péptido), entre el grupo carboxil
del amino acido entrante y el grupo amino del amino &cido previamente unido a la
matriz, hasta que el péptido de secuencia y largo deseado haya sido sintetizado
(Nilsson et al., 2005).

La SPPS ha sido llevada a cabo bajo dos grandes esquemas de proteccion, que son
conocidos como las estrategias Boc/Bzl y Fmoc/tBu (Chan y White, 2000). En la
estrategia Boc/Bzl el grupo Boc (tert-butoxicarbonilo) es usado para la proteccion del
grupo amino Na y benzilo o clorohexilo para la cadena lateral de varios amino acidos
(Albericio, 2000). Las variables mas relevantes en la SPPS, tanto en la estrategia de
sintesis (Fmoc o t-Boc) son: la naturaleza del carrier sélido, los agentes acoplantes y

los procedimientos de clivage del péptido a la matriz sélida.

La SPPS puede ser realizada de diferentes maneras: existen metodologias manuales
y automatizadas disponibles para pequefia y mediana escala de sintesis de so6lo un
péptido o de varios péptidos al mismo tiempo (sintesis multiple de péptidos). Todas las
operaciones en la SPPS, llamese acoplamiento, desproteccion y remocion de la
matriz, se realizan en el mismo recipiente donde multiples pasos de lavado son
llevados a cabo. A pequefa escala, los reactivos son usados en excesos para
aumentar la velocidad de reaccidon y se complete en menos tiempo; a gran escala,

estos excesos son optimizados en terminos de costos.

La sintesis manual de péptidos individuales puede ser realizada en jeringas de
diferentes tamanos proveidas con un filtro en la parte inferior. La sintesis multiple a
nivel micromolar puede ser realizada en celulosa funcionalizada, polipropileno o
membranas de polivinildeno difluorido (PVDF) de acuerdo a la metodologia de “spots”
desarrollada por Frank (2002). La sintesis multiple de péptidos Fmoc/tBu y tBoc/Bzl
hasta nivel milimolar puede ser realizada usando la metodologia de bolsitas tipo de té
(tea-bag) desarrollada por Houghten (1985), en la cual hasta 400 péptidos de 20
amino acidos o menos, pueden ser sintetizados al mismo tiempo. El sistema de
bolsitas para la sintesis quimica en fase soélida ha sido exitosamente empleada para la

construccion de librerias de péptidos (Houghten et al, 2000). Sin embargo éste
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sistema es apropiado para la sintesis a pequefia escala y para familias de péptidos

como el Scan-Ala.

La determinacion de la estructura de un péptido puede ser realizada por dicroismo
circular (CD) (Brahms y Brahms, 1980) y resonancia magnética nuclear (NMR) (Rance
et al.,, 1983). La determinacion de la estructura secundaria por CD puede ser hecha
con soélo 200 microgramos de péptido en una celda de 0,1 ml. El analisis determinara
si el péptido tiene estructura secundaria y si la estructura es a- hélice (un maximo a
193nm y dos minimos a 208 y 222nm), o hoja-f (un maximo a 198nm y un minimo a
217nm). Si el péptido no tiene estructura secundaria, s6lo un maximo se obtendra a
los 211nm. Otras estructuras relevantes en péptidos son las B-turns, las que pueden
dar que no tienen estructura, sin embargo tienen un espectro similar a los péptidos sin
estructura (Guzman et al., 2002).

En la figura 8 se puede observar el esquema de sintesis empleado en fase so6lida.
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Figura 8: Esquema de sintesis en fase sdlida. @: resina, A: Na grupo protector en extremo

amino, @ L 4 grupos protectores del extremo de la cadena. 1: Pegado del primer residuo; 2:
desproteccion del grupo amino; 3: pegado del siguiente residuo (ciclo repetitivo); 4: clivaje y
desproteccion de la cadena.
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1.3 POLISOMAS

Hasta el aflo 1962 se creia que las proteinas 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, llamados polirribosomas o polisomas. El
polisoma es un complejo compuesto de un variable nimero 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 analogos de amino acidos (Thomas y Mathews, 1984).

Da Costa y Herculano (1997), utilizando el fraccionamiento de polisomas durante
condiciones de estrés pudieron caracterizar el nivel de inhibicién proteica en Mayaro
virus bajo esas condiciones, un virus de RNA de hebra simple y capside icosahédrica
similar a IPNV.

Con una gradiente de sacarosa podemos separar las fracciones polisomales a
diferentes tiempos post infeccion y describir el perfil de transcripcion, analizando el
RNA de cada fraccién polisomal, asimismo podemos analizar una parte de cada
fraccion para analizar la traducciéon centrandonos en la generacion de la proteina

target mediante western blott.
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1.4. Péptidos inhibidores de IPNV

Estudios anteriores han demostrado la eficacia del uso de péptidos sintéticos en el
control de ciertas enfermedades virales. En nuestro pais el virus de la necrosis
pancreatica infecciosa (IPNV) se ha convertido en un fastidioso patégeno que afecta
afo a afo gravemente la industria salmonera. Por este motivo es de suma urgencia
encontrar un método efectivo para su control. El presente proyecto de tesis se basa en
la utilizacion de péptidos sintetizados quimicamente con el fin de inhibir el ensamblaje
y/o atenuar la infectividad de IPNV en un modelo in vitro.

La estrategia para el disefio y modelamiento de los péptidos contra IPNV contemplo el
uso de técnicas bioinformaticas. Para ello se tomd como patron los modelos
estructurales de VP2 existentes de los Birnavirus, y se usaron dos criterios de disefio:
Péptidos que puedan actuar tanto en el procesamiento de VP2 para el ensamblaje del
virus, como la zona de interaccidon entre VP2s que generardn las triadas que
conformaran la estructura de la capside, de manera que no se permita el ensamblaje
de la particula viral.

Para el desarrollo de la investigacién se cuenta con la experiencia de los miembros del
laboratorio en la sintesis de péptidos y modelacion por bioinformatica, cultivo celular,
técnicas de biologia molecular, y virologia para tratar de dilucidar los resultados
obtenidos y el alcance de aquellos.

Para demostrar la efectiva entrada de los péptidos a la linea celular, se marcaran los
péptidos con rodamina, y se evaluara via microscopia de fluorescencia, el ingreso de
los péptidos a las células. Subsecuentemente se evaluara la capacidad citotéxica de
los péptidos mediante azul tripan y MTT. Junto a esto, se determinara la capacidad de
expresion del virus mediante un analisis cuantitativo utilizando la técnica de
“transcripcién reversa PCR tiempo real”. Para obtener resultados cuantitativos en la
inhibicion de la infectividad y calcular los titulos de las particulas virales en ambos
modelos de infeccion se realizara inmunofluorescencia semicuantitativa.

Sumado a esto, se evaluard mediante gradientes continuas de velocidad en sacarosa,
el perfil o distribucién polisomal de los cultivos infectados con IPNV sujetos al péptido y

sin el péptido.
Se espera que alguno de los péptidos disefiados tengan actividad interferente frente a

la infeccion por IPNV, los que serviran de producto base para la generacion de un

nuevo producto profilactico para la industria salmonera.
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2. HIPOTESIS

Péptidos sintéticos disefiados para interferir con el proceso de ensamblaje viral

inhiben la produccion de IPN in vitro.

3. OBJETIVOS

3. 1. OBJETIVO GENERAL
Establecer las bases de una alternativa profilactica para controlar la infectividad
y persistencia de IPNV in vitro mediante la obtencion de péptidos sintéticos
interferentes.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Diseiiar y sintetizar péptidos de secuencias seleccionadas para interferir

con la expresion intracelular del virus.

2.- Evaluar la incorporacion de los péptidos sintéticos previamente

seleccionados a células de peces cultivadas in vitro.

3.- Establecer el potencial citotoxico de los péptidos sintéticos

seleccionados.

4.- Definir las condiciones de infeccion que permitan evaluar la accion de los

péptidos seleccionados.

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

infectadas de novo.

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

persistentemente infectadas.
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4. Modelos de infeccién para evaluacion 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 medio de cultivo. Presupone un control estricto de la expresion global del virus dado
gue no presenta efecto citopatico detectable. Se traspasan normalmente sin perder su

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

infeccion regular, que gracias a un virus infectivo genera un efecto citopatico maximo.

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

Actividades

Objetivo 1

e Andlisis de secuencias nucleotidicas y proteicas de IPNV serotipo Sp.

e Modelamiento de péptidos con potencial inhibitorio contra IPNV.

¢ Sintesis quimica de péptidos.

¢ Purificacion de péptidos por RP-HPLC.

e Caracterizacion de péptidos sintetizados por espectrometria de masas MALDI-
TQF.

¢ Determinacion de estructura secundaria de los péptidos por Dicroismo Circular.

Hito: Péptidos interferentes sintetizados y caracterizados.

Objetivo 2

¢ Marcacién de péptidos con moléculas fluorescentes.
e Evaluacion de la incorporacién de los péptidos a las células, mediante
microscopia de fluorescencia.

Hito: Péptidos interferentes incorporados.
Objetivo 3
« Determinacion de la viabilidad celular a diferentes concentraciones de péptidos

(0,1;1;10 y 100 uM) con la tincién vital Tripan Blue.

Hito: Concentracion no toxica de péptidos definida.
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Objetivo 4

e Propagar Linea Celular CHSE-214.

e Aislamiento preparativo de IPNV.

e Titulacion de IPNV.

» Ensayos de multiplicidad de infeccion MOI (0,1;1;10 y 100), el modelo de

infeccién de novo:

Cuantificacion de transcriptos blanco (VP1 y VP2) de IPNV
mediante RT-PCR tiempo real.
Normalizacién frente a un house keeping gene (Factor de
Elongacion Proteica).
Caracterizacion de polisomas virales y la sintesis de novo de
proteinas blanco VP1 y VP2, via mRNAs.

a) Gradiente de Sacarosa fraccionada.

b) RT-PCR-tiempo real.

c) Western-Blott.

e Titulacidon de progenie viral.

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

modelo de infeccion persistente y de novo.

Hito: Modelo y Cinética de infeccion definida.

Objetivo 5

e Evaluacion del potencial interferente de los péptidos sintéticos en la infeccion

productiva, mediante:

Cuantificacién de transcriptos blanco (VP1 y VP2) de IPNV por
RT-PCR tiempo real.
Normalizacion frente a un house keeping gene (Factor de
Elongacion Proteica).
Caracterizacion de polisomas virales y la sintesis de novo de
proteinas blanco VP1y VP2, via mRNAs:

a) Gradiente de Sacarosa fraccionada.

b) RT-PCR-tiempo real.

c) Western-Blott.

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

e Evaluar la capacidad interferente de los péptidos en la linea celular
persistentemente infectada mediante:
= Cuantificacién de transcriptos blanco (VP1 y VP2) de IPNV por
RT-PCR tiempo real.
= Normalizacién frente a un house keeping gene ( Factor de
Elongacién Proteica).
» Caracterizacién de polisomas virales y la sintesis de novo de
proteinas blanco VP1 y VP2, via mRNAs:
a) Gradiente de Sacarosa fraccionada.
b) RT-PCR-tiempo real.
c) Western-Blott.

Hito: Péptidos evaluados en células persistentemente infectadas.

¢ Seleccion de los péptidos con mayor actividad inhibitoria.

Hito: Péptidos seleccionados.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. MATERIALES

Reactivos Sintesis de péptidos en Fase solida

Aminoacidos

Resina 4-(2°,4"-Dimetoxyfenil-Fmoc-aminometil-fenoxi (AMIDA
RINK).

Diclorometano, (DCM).

Piperidina 20% en DMF.

Hidroxibenzotriazol, (HOBY).

Tetrafluoroborato O-benzotiazol-il-N,N,N*,N", tetrametiluronium
(TBTU).

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

Dimetilformamida (DMF), dimetilacetamida.

Pentoxido de fosforo.

Triton X 100.

2-Propanol o isopropanol.

N-Fmoc- L- Alanina H,0.
N-Fmoc- L- Arginina (pbf).
N-Fmoc-L- Asparagina (trt).
N-Fmoc -L- Ac. Aspartico (O-Tbu).
N-Fmoc -L-Cisteina (Trt).

N-Fmoc -L- Fenilalanina.

N-Fmoc Glicina.

N-Fmoc- L- Ac. Glutamico (Otbu).
N-Fmoc- L-Glutamina (Trt).
N-Fmoc - L-Histidina (Trt).
N-Fmoc - L-Histidina (Boc).
N-Fmoc - L-Isoleucina.

N-Fmoc - L-Leucina.

N-Fmoc - L-Lisina (Boc).

N-Fmoc - L-Metionina.

N-Fmoc - L-Prolina H,O.
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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 Bioldgico

Se cuenta con la linea celular proveniente de células embrionarias de Salmén
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 NVIO15 (TT) fue suministrado gentiimente 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 L15 (Sigma Aldrich).

* Suero fetal bovino (Bio-Whittaker).

e L-glutamina (Sigma Aldrich).

e 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%(P/V)
» Bisacrilamida 0,8%(P/V)
* Persulfato de amonio 10%(P/V)

Colorantes reactivos y estandares para geles

¢ Agarosa

o Acido acético glacial (Merck)

e Azul coomassie (Merck)

¢ Metanol (Merck)

¢ Kit de marcadores de peso molecular (Sigma Chemical Co.)
* Bromuro de Etidio

e GelRed

Tampones

Tampén corrida (pH 8,8)
¢ Trizma HCI 0,02M (Sigma Chemical Co.)
e Glicina 0,192M (Sigma Chemical Co.)
« Duodecilsulfato de sodio (SDS) 0,1% (Sigma Chemical Co.)

Tampon Ruptura (ESB 2X)
e Trizma HCI 0,04M pH 6,8 (Sigma Chemical Co.)
e SDS 2% (p/V) (Sigma Chemical Co.)
e Glicerol 20% (v/v) (Merck)
e 2-mercaptoetanol 4% (v/v) (Sigma Chemical Co.)
e Azul de Bromofenol 0,002% (p/v) (Merck)

Tampodn para Gel de Separacion
e Trizma HCI 1,5M pH 8,8 (Sigma Chemical Co.)
¢ SDS 0,4% (p/v) (Sigma Chemical Co.)



Tampon para Gel de Concentracion

Trizma HCI 0,5M pH 6,8 (Sigma Chemical Co.)
SDS 0,4% (p/v) (Sigma Chemical Co.)

Tampén Fosfato salino (PBS) pH 7,5y 5,5

Na;HPO, 8,1 mM (Merck, Darmstadt, Alemania)

KH,PO, 1,47 mM (Merck, Darmstadt, Alemania)
KCI 2,68 mM (Merck, Darmstadt, Alemania)
NaCl 0,137 mM (Merck, Darmstadt, Alemania)

Tampon 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)

Tampoén X pH 7,4

Hepes 10 mM
MgCl, & mM
KClI 100 mM

Purificacion del Virus

Buffer TNE pH 7,3
Agua DEPC

Sacarosa (Merck, Darmstadt, Alemania)

Extraccion 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%



Transcripcion reversa

La generacion de cDNA a partir del RNA viral se llevé 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 rapido y la reduccion de la variabilidad en las
mediciones de CT entre las reacciones. Ademas del buffer
optimizado, la mezcla maestra contiene MgCl, y dNTPs.
AffinityScript RT/ RNase Block Enzyme Mixture: Es un mix de
una version mejorada por ingenieria genética de la transcriptasa
reversa del Virus Murino de Leucemia (RT-MMLV), que es
altamente termoestable.

Random primers.

RNase-free H,0.

Reaccion de polimerizacion en cadena tiempo real (PCR real time)

Se utilizé el kit para tiempo real Statagene, Brilliant® 1l SYBR®

Green QPCR. Kit

La mezcla Brilliant |l Master es ideal para la cuantificacion de

cDNA en un RT PCR de 2 pasos para ser usado en combinacion
con AffinityScript ™ QPCR Kit de Sintesis de cDNA.

Brilliant 1| SYBR Green QPCR master mix: incluye SureStart®

Tag DNA polymerase y MgCl, en concentraciones optimas.

Partidores de avance retroceso especificos VP1, VP2, ELF1a
Agua libre de nucleasas.

Primers especificos, VP1, VP2 y ELF 1 a

Tampoén de gPCR Platinium® SyBR® (Invitrogen).

Agua destilada estéril.

RT- PCR tiempo real en un paso

Para optimizar el tiempo de analisis y disminuir el ruido producido por exceso

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

agregando a la reaccién la enzima retro-transcriptasa. Se utilizaron 2 kits de

diferentes proveedores:
Stratagene con el kit: Brilliant® Il SYBR® Green QRT-PCR Master Mix Kit, 1-

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

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

y las sales en concentraciones optimas, asi como también cuentan con la retro

transcriptasa.

Reactivos Varios

Acido trifluoroacético (TFA)

Agar (Merck)

Cristal Violeta 0,5% (p/v) (Merck)

Solucién de formaldehido 37% (Merck)

3,3’-diaminobenzidina tetrahydroclorido DAB (Pierce, Rockford,
IL, USA)

H,O tratada con Dietil pirocarbonato (agua DEPC).
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6.2. METODOS

6.2.1. Sintesis de Péptidos en Fase Sdlida

La sintesis se llevd a cabo utilizando la sintesis simultanea de péptidos para la cual se
utiliza un programa que permite identificar cada secuencia con un nimero, y distribuye

la sintesis paso a paso segun la secuencia:

CICLO DE SINTESIS

Programa Sintesis mmmmn  DESPROTECCION

e Piperidina 20%

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

El proceso de sintesis de péptidos segtin la estrategia F-moc se detalla a continuacién:

Cada adicion de aminoacido presenta el mismo ciclo:

e Desproteccion del grupo F-moc (piperidina 20% en DMF).

e Lavados con DMF (5x1 minuto).

* Reaccion de acople (Aminoacido: Activador*: HOBT: DIEA) (3:3:3:8).

* Se utiliza una bateria de activadores segun la secuencia a sintetizar
ej: DIPCD;TBTU HBTU.

e Agitacion durante minimo las 3 horas.

¢ Realizacion de un test de ninhidrina o test de Kaiser (Kaiser et al.,
1970) para comprobar la presencia de grupos amino libres (en el caso
de bolsas Azul de bromofenol).

e Clivaje de péptidos : Una vez terminada la sintesis se seca la resina y
se realiza la desproteccion con Mezcla B (TFA:TIS:H20:etanoditiol)
(92.5:2.5:2.5:2.5) si tiene o0 no los aminoacidos triptofano (W), metionina
(M) o cisteina ( C) la mezcla A (TFA:TIS:H20) (95:2.5:2.5) si no tiene

los anteriores aminoacidos .
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La reaccion de desproteccion 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 la caracterizacion y purificacion, 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 vy
posteriormente el péptido fue eluido con agua MiliQ. Finalmente, las soluciones fueron
congeladas a -70°C vy liofilizadas.

Previo a la purificacién, se realizd la caracterizacion 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 determind las masas de los diferentes péptidos sintetizados en un
espectrometro de masas Proteomics Analyzer 4700 (Applied Biosystems) serie
MALDI-TOF en la Universidad de Chile, Facultad de Ciencias Quimicas y
Farmacéuticas, Santiago. Las matrices utilizadas fueron: a-ciano-4-hidroxicinamico
(ACH) y acido 2,5- dihidroxibenzéico (DHB). La matriz se preparé a una concentracion

saturada de 10 mg/mL en acetonitrilo/acido formico 1:1 (v/v).

6.2.3. Determinacién 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, Espafia, 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 la estructura
secundaria fue estabilizada con TFE a una concentracion final de 12,5% (v/v) 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 la linea base y el andlisis de los resultados se realizo 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 embriones de
Oncorhynchus tschawytsscha (Salmon Chinook), denominada CHSE-214 (Fryer, 1965;
Wolf y Mann, 1980).

Los cultivos se realizaron en botellas plasticas de cultivo celular de 25 y 75 cm?® de
superficie (Orange™), microplacas de 6 y 24 pocillos, 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

mantencion y para evitar la contaminacion bacteriana se empled Gentamicina 50 mg/L.

6.2.5. Linea celular persistentemente infectada

Se utilizd una linea celular CHSE-214, superviviente a un proceso de infeccion con
IPNV NVI015 y las células sobrevivientes (un 10%) fueron traspasadas por mas de 60
veces en el Laboratorio de Medicina Acuatica de la Escuela de Veterinaria de
Noruega, y gentilimente cedida por el Profesor Dr. @ystein 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. (Inderjit et al., 2010)

6.2.6. Obtencion y purificacion del virus

La suspension viral se obtuvo tras la infeccion con IPNV monocapas confluentes de
células CHSE-214, contenidas en botellas de 75 cm? de superficie, a una multiplicidad
de infeccion (MOI) de 0,01 unidades focales fluorescentes (FF/cel) cultivadas en medio
minimo esencial (MEM), complementado con 2% de suero fetal bovino (FBS) y sin
antibiético. Los cultivos se incubaron a una temperatura de 20°C por 5 a 7 dias, tiempo

suficiente para observar un efecto citopatico maximo.

El virus fue alicuotado en tubo de 1,5ml y mantenidos a 4°C hasta su posterior uso.

En el caso de las células persistentes, debido al bajo titulo viral obtenido fue necesario
concentrar. Para precipitar el virus se utilizdé un método modificado por Romero (2009)
segun se detalla a continuacién: la suspension viral fue sometida a centrifugacién a

16.000 g durante 30 minutos para separar los restos celulares y el sobrenadante;
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posteriormente fue sometido a una ultracentrifugacion a 100.000 g durante 2 horas a
4°C (Ultracentrifuga Sorval Thermo), el pellet fue resuspendido en 100uL de agua
tratada con Dietil pirocarbonato (agua DEPC), y mantenido a 4°C hasta su uso.

6.2.7. Titulacion Viral, inmunofluorescencia

Para cuantificar el virus IPN se utilizé el ensayo de placas infectivas o plaqueo (Luria,
1978), modificado con la técnica de inmunofluorescencia de Espinoza et al. (2000). En
este ensayo, se incuban monocapas confluentes de células CHSE-214, en placas de
cultivo celular de 24 pocillos, junto con 50ulL de diluciones seriadas de virus IPN (1 x
10" = 1 x 10®). Las diluciones se preparan en MEM. Luego de 1 hora de absorcion a
20°C, se retira el inéculo 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 infeccion y luego de retirar el sobrenadante, fijadas con una solucion
metanol:acetona (3:1) frio (s0°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 dilucién 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 dilucién de 1:80 y a un volumen de 80uL,
para ser incubado 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 ecuacion utilizada es la siguiente:

n° de particulas virales / ml = n° de conteos promedio / dilucién * volumen de inoculo viral.
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6.2.8. Electroforesis Monodimensional en geles de Poliacrilamida en

presencia de Sodio Dodecilsulfato Sédico (SDS)-Page

Las proteinas virales se separaron electroforéticamente en geles de poliacrilamida
segun el método descrito por Laemmli (1970), en sintesis:

e Preparacion de las placas de vidrio que sirven de soporte del gel.

e Preparacion del gel de separacion.

* Introduccion del gel de separacién a las placas.

¢ Una vez gelificado el gel de separacion, se llena con el gel de
concentracion e introduccion del separador de muestras mientras el gel
concentrador aln se encuentra en fase liquida.

« Introduccién de las muestras de proteinas previamente preparadas en
tampén de ruptura y hervidas durante 5 minutos en las ranuras dejadas
por el separador de muestras.

e Llenado de la camara con tampén y conexion del sistema a la fuente de
poder. Aplicacién de una corriente eléctrica de 25 mA durante 2 a 3
horas.

¢ Fijacion y tincion del gel

Visualizacion de las Bandas Proteicas

Tincion con Azul Brillante de Coomassie R-250.
Luego de fijar el gel con metanol-acido acético (40%: 7%) durante 1-2 horas, se coloca
en la solucion del colorante azul de Coomassie a temperatura ambiente durante 1-2
horas con agitacion continua; transcurrido este tiempo se procede a destefiir con
metanol-acido acético (30%: 7% v/v).
Solucién Colorante: 0,2% p/v Coomassie Blue
50% v/v metanol

7% v/v acido acético.

6.2.9. Disefio de Cebadores

Para disefiar los partidores para detectar IPNV se utilizara la secuencia especifica del
aislado a utilizar (VR-299 y NVI015). Ademas es necesario utilizar un “house keeping
gene” que en este caso sera el Factor de elongacién Proteica 1a (ELF-1 q)

proveniente de Salmén Chinook.
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Los cebadores seran disefiados con el programa Primer 3. Los cebadores seran
sintetizados por Invitrogen (CA, EEUU). A continuacién se muestra la tabla con los

partidores utilizados en el siguiente trabajo:

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

Gen Amplicon Primer Secuencia 5°-3 E
(p.b.)

VP1IPNV (4 507 LVP1 501 CTG GTC CAG AAA CCC TAA GAC 1,98
RVP1 1014 GTG TGTATC TCTCCCCTT TTG G

VP2 IPNVy, 213 VP2SNP-F CAA CAG GGT TCGACA AACCATAC | 1,95
VP2SNP-R TTGACGATGTCGGCGTITC

ELF 1a 57 ELF1a-F CCC CTC CAG GAC GTT TAC AAA 2,15
ELF1a R CAC ACG GCC CAC AGG TAC A

(a) Inderjit, Laboratorio de Medicina Acuatica, Escuela Noruega de Veterinaria.
(B) Snow et al., 2006

6.2.10. Obtencion del ARN y sintesis del ADNc.

El ARN total se obtuvo de células CHSE-214 cultivadas tanto en botellas de 25 y 75
cm? de superficie, como también a cultivos en placas de 24 pocillos, realizando una
extraccion con Trizol® de acuerdo a las instrucciones del fabricante (InvitrogenTM),
para posteriormente ser solubilizado en agua libre de nucleasas y mantenido a -80°C
hasta su posterior uso. Como para diferentes ensayos seran evaluados RNAs de las
células como también las de los sobrenadantes se utilizara Trizol® y Trizol®-LS

respectivamente.

Ademas de usar la técnica antes descrita, se utilizé también la extraccién de RNA viral
para cuantificar bajas concentraciones de virus con el kit de extraccién de RNA viral

Qiagen (RNAeasy viral mini kit, Quiagen).

Del RNA total se tomara 1 ug que se mezclara con 50 ng/pl del oligo-(dT) 12-18 en 50
ul de volumen de reaccion conteniendo 1 mM de dNTPs, 1 unidad/ul de RnaseOUT
(Invitrogen TM) y utilizando 200 unidades/pl de la transcriptasa inversa del virus de la

leucemia murina-maloney (MMLV) en su tampén correspondiente.

La amplificacion del cDNA en una etapa preliminar se llevara a cabo usando la técnica
de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). La reaccion se llevara a cabo en 50
uL conteniendo 0.66 pg del cDNA, 0.2 U de Taq polimerasa (Amersham), 100 uM de

dNTP’s, 50 pmoles de cada primer, 1X del tampén de reaccion (Amersham) y agua
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destilada estéril hasta completar 50 L. La reaccién de amplificacion se realizara en un
termociclador Techne CYCLOGENE vy los productos de amplificacién se analizaran en

geles de agarosa tefiidos con bromuro de etidio.

6.2.11. PCR en tiempo real

La cuantificacion relativa de los diferentes geles se realizara 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 realizaran utilizando el tampén de gPCR
Platinium® SyBR® (Invitrogen). La especificidad del producto obtenido sera analizada

en geles de agarosa y también por medio del andlisis de curvas de fusion.

La expresion relativa de cada gen sera 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 sera

calculada por el método propuesto por Livak et al. (2001).

Se utilizara la siguiente ecuacion:

Ratio = (E target) A Ct[ target (control — IPNV infeclado)]’ (E ELF1a) ACt[ ELF1a(control — IPNV infectado)]
Donde E es la eficiencia de cada partidor.

Para la cuantificacion absoluta se realiza lo siguiente:

Debemos tener nuestro estandar de nimero de copias, para lo cual, primero se clona
en vector TOPO el inserto que se amplifica en el RT-PCR. Posteriormente se
transfecta quimicamente en bacterias E. coli (TOP 10) quimiocompetentes, las que
son seleccionadas por colony picking, y por un lado, enviadas a secuenciar para
verificar la secuencia nucleotidica del inserto, y por otro lado se hace crecer el cultivo
de E. coli transformada en medio liquido hasta obtener suficiente biomasa para extraer
el plasmido.

Luego de realizada la extraccion del plasmido con el inserto, éste es cuantificado en

Nanodrop, calculando su masa molecular mediante la siguiente ecuacion:
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Peso en Daltons (g/mol) = (tamafio plasmido p.b. + inserto) (330 Da x 2 nucleotidos/ p.b.)
= (pCR®2.1—TOPO, 3931 p.b. + 213 p.b. inserto) ( 330 Da x 2/pb)
= (4144 p.b.) (330 Dax 2/p.b.)
= 2735040 g/mol.

Numero de copias = g/ moléculas = (g/mol) / nimero de Avogadro
= 2735040 / 6,02214199x10%
= 4,542 x 107" g/molécula

Luego conociendo la concentracion del plasmido, el nimero preciso de moléculas

puede ser determinado como sigue:

Moléculas / uL = concentracién del plasmido (g/uL) / g/molécula
= (3x107 g/uL) / (4,542 x 10" g/molécula)
=6,6 x 10'° moléculas / uL

Con el valor del nimero de plasmidos en la solucién, se realiza la dilucion mas
concentrada en 2ul (10'), y posteriormente se hacen diluciones seriadas hasta
obtener 10 ° o una copia en 2uL de solucién de plasmido.

En cada ensayo de RT-PCR tiempo real se adicioné la curva estandar mencionada
anteriormente. Para obtener el valor de numero de copias de cada muestra fue
necesario interpolar los valores en la curva estandar.

Ademas se envid a secuenciar el inserto tanto del aislado NVI015 como el aislado

nacional.

6.2.12. Electroforesis en gel de Agarosa

Preparacion del gel de agarosa

Se prepara una solucién de agarosa al 1%-3%, en buffer TAE; para disolver totalmente
la agarosa se calienta hasta que hierva. Agitando en forma constante con agitador
magnético a baja revolucion por minuto. Se vierte la agarosa aun liquida en la camara
de electroforesis, junto con las peinetas, y se deja enfriar de 10-20 min. Una vez

gelificado se retiran las peinetas.

45



Electroforesis

A cada tubo de ADN digerido se agregan 5 pL de la tinciéon de carga (D) y una gota
muy pequefia de bromuro de etidio. Se centrifugan brevemente (5 segundos) las
muestras de ADN digeridas. Se agrega una gota muy pequefia de bromuro de etidio al
marcador de peso molecular.

El gel es colocado dentro de la camara 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 evaluacién: 6, 12 y 18 horas post infeccion.

Se sembraron botellas de 75cm? con células CHSE-214 hasta confluencia en medio
MEM + 5% de SFB (+ 11 Millones de células) e infectadas con IPNV NVIO15(TT) a
Multiplicidad de infeccion = 1

Se realiz6 infeccion 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 nucleos 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 30ml.

Se centrifugd a 150.000 g por 120 minutos en una ultracentrifuga Thermo (Sorvall) y

rotor superspin 630.

Posterior a la ultracentrifugacion se determiné la densidad optica a 260 y 280 nm, de
cada fraccion colectada.

Se recuperaron entre 13 y 20 fracciones de aproximadamente entre 0,6-1ml c/u. de
las cuales se alicuotd 60ul para absorbancia a 260 y 280nm, 60uL en 4X sample
buffer, para andlisis de proteinas y 480 uL restantes en 1ml de trizol para extraccién de
RNA total.
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6.2.14. Western-Blott

Transferencia
Los geles de acrilamida bis, entre 8-12% ya corridos, fueron depositados sobre la
membrana de nitrocelulosa, en una cdmara de transferencia semi-seca y se aplicd

voltaje de 15V por 45 minutos sobre el buffer tris-glicina SDS metanol.

Bloqueo de la Membrana
Se bloquea la reaccion con leche al 3% v/v o BSA 1,5-3% p/v por 60 minutos a 37°C.

Marcacion
Se utilizd anticuerppo monoclonal anti-VP2, clon 1B3/E10 comercial, Bios Chile®.
Anticuerpo contra antigeno especifico en la dilucién recomendada. 30-60 minutos a
37°C o toda la 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.

Revelado
Se realiz6 con una solucion de diaminobenzidina o 100mg/10ml en PBS 1X
adicionando peroxido de hidrégeno 200pL.
Luego se lee sobre las reacciones positivas donde se observa la membrana de

nitrocelulosa como bandas de color café.

6.2.15. Microscopia electrénica de transmision

Se cultivaron células CHSE-214 en placas de cultivo celular (6 pocillos) hasta
confluencia, crecidas en medio MEM suplementado con 5% de SFB. A dichas celulas
posteriormente se le realizé una infeccién con IPNV a multiplicidad de infeccién 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 citopatico incipiente
(presencia de multiples vacuolas en el citoplasma celular), se remueve la monocapa

celular y se deposita tanto el sobrenadante como las células en un tubo de 1,5ml.
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Se centrifuga a 3000g por 10 minutos para eliminar las células, posteriormente se filtra
el sobrenadante a 0,1um y se mantiene a 4°C hasta uso.

Las muestras deben estar frescas, es decir, deben tener a lo mas 48 horas antes de la
microscopia.

Para la microscopia, las grillas soporte de las muestras son carbonizadas, en una
camara al vacio durante 5 minutos mediante un arco eléctrico entre grafito
electrificado. Posteriormente se ionizan las grillas para hacerlas hidrofilicas, finalmente
las grillas estan listas para ser cargadas con la muestra.

Se carga cada grilla con 10 yL de muestra, se deja absorber por 1 minuto y se quita el
exceso de muestra con un papel filtro, luego se hizo la tinciéon negativa, 10 pL de
acetato de uranilo al 1% en solucién acuosa durante un minuto y se quitd el exceso
con papel filtro. Dejar secar al aire durante 5 minutos y se monta la grilla en el soporte
para introducirla en la cdmara del microscopio electrénico de transmision.

La microscopia electrénica se llevé a cabo en el Servicio de Microscopia Electronica
de la Facultad de Ciencias Biolégicas de la Pontificia Universidad Catélica de Chile,

utilizando el Microscopio Electronico de Transmisién Philips Tecnai 12 Bio Twin.

6.2.16. Analisis de datos

Para cuantificar las variaciones temporales y de expresion viral, abundancia de la
infeccion de células CHSE-214 con IPNV, considerando la concentracion celular,
concentracion 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 utilizé una Prueba a-posteriori de Tukey (Zar, 1996). Se
utilizé para este fin el software estadistico STATISTICA 7.0 de ©StatSoft Inc.

Es importante considerar que el analisis de varianza ANDEVA (ANOVA) esta
relacionado directamente con la variabilidad ocurrida en el experimento, y esta
varianza es funcion de las desviaciones cuadréticas (X; - 71)* 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 la
proporcion entre la variacion entre grupos dividida por la variacion dentro de los

grupos, un F grande es evidencia de diferencias entre los grupos.

La significancia: P, es la Probabilidad de que por puro azar obtengamos una muestra

“mas extrafa” que la obtenida.
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7. RESULTADOS

7.1. Modelamiento bioinformatico de péptidos que interfieran con la
expresion de IPNV

. Analisis de secuencias nucleotidicas y amino acidicas de IPNV

Se analizaron todas las secuencias depositadas en bases de datos, las que se
describen a continuacién, de Nucleétidos y de Aminodcidos de IPNV correspondientes
a los 6 genogrupos identificados (alineamientos en anexo 1).

. Modelamiento y seleccion de péptidos con potencial inhibitorio contra IPNV.

Se selecciond la zona de procesamiento pVP2- VP2, y de ella, los dominios mas
conservados de VP2 (dominio protectivo), y los dominios de interaccién 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 eligié el que aparecia con mayor potencial (GIM 182). La figura 10 muestra
el grado de conservaciéon de cada aminoacido en la secuencia del péptido escogido,
de ahora en adelante, para GIM 182 y la alternativa de segundo lugar, GIM 66 (Tabla
7.1)

>  GIM 182
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Figura 10. Logos de los péptidos de acuerdo con la alineacién entre los 6 genogrupos de
IPNV. Arriba GIM182, abajo GIM66, entre residuos 11-20. La propension de un residuo
determinado esta relacionado con el tamafio de los caracteres correspondientes. (Crooks et al.,
2004)
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Los criterios de interferencia para seleccionar y disefiar los péptidos, se centraron en
los potenciales de inhibicion tanto en el procesamiento del precursor de la proteina
VP2, (pVP2) como en el sitio de corte del procesamiento de las proteinas VP2/VP3,
dado que ellas tienen directa participacién en el ensamblaje de la particula viral. El
andlisis y la posterior seleccion 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 nucleotidos y
sus correspondientes secuencias aminoacidicas y luego para realizar alineamientos
multiples en orden de conocer las regiones mas conservadas, y finalmente generar el
algoritmo que nos permitiera predecir la estructura secundaria posible de cada péptido
seleccionado. Nos centramos en las mas confiables, a nuestro juicio, que fueron:

1.- Las del NCBI (Centro Nacional de Informacion Biotecnolégica), 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, al tener un
perfil global de las secuencias disponibles, ello permitid seleccionar las potencialmente
mas representativas para poder realizar el alineamiento multiple..

2.- Las del CLUSTAL W: Del Instituto Biocinformatica Europeo, que provee una
herramienta confiable para realizar alineamientos multiples, tanto para secuencias
nucleotidicas como para secuencias de aminoacidos. Asi se definieron los dominios
mas conservados entre los diferentes tipos de Birnaviridae y los diferentes genogrupos
de IPNV.

3.- Las de SOPMA: Del Polo de Bioinformatica de Lyon, en la red de Analisis de
secuencias proteicas, algoritmo que nos permitié predecir la estructura secundaria de
los péptidos seleccionados (Geourjon y Deleage, 1994; 1995).

Con esta informacién integrada se disefiaron y sintetizaron 32 péptidos (Tabla 7.1.)
que con posterioridad fueron ensayados in vitro para evaluar su accion sobre la

expresion/infectividad del virus IPN.

7.2. Generacion de bateria de péptidos sintéticos interferentes.

. Sintesis quimica, purificacion y caracterizacion de los péptidos.

Se sintetizaron quimicamente los péptidos propuestos mediante sintesis en fase
solida, utilizando la metodologia de sintesis simultanea, la que se encuentra
estandarizada en nuestro laboratorio (Houghten, 1985; Houghten et al., 2000) Los

péptidos fueron recuperados de un soporte sélido, la resina RINK amida, que produce
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péptidos en su extremo C terminal amidados, es decir CO-NH; (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 la tabla de péptidos sintetizados para su posterior

evaluacion del potencial interferente.

Tabla 7.2.: Péptidos sintetizados quimicamente en GIM.

Lista de peptidos Sintetizados Quimicamente

PEPTIDO
2
3
4

37
38
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
176
177
178
179
180
181
182
183
152

SECUENCIA
SLPTSYDL
ASIPDDTLEKH
VTEYGRFDP
HKELTDDPISA
PDFRGYETV
WGWRDIVRGIRKVAAPVLST
FPMAAPLIGMADQFIGDLTK
WGWRDIVRGI
RKVAAPVLST
FPMAAPLIGM
ADQFIGDLTK
AGGRYHSMA
AGGRYKDVLE
YEGNADIVN
STTVTGDIN
FSLPGGLTT
DNRYDFQLD
FVGLDNDVP
VVSTSSVL
ATADNFNGV
SAKFTQSIPTE
ITKPITRVK
LAYQLNQQT
YRWNLNQTALEFD
CYRWNLNQTALEFD
STLPAGLYALN
CSTLPAGLYALN
LIPNPELLKNM
CLIPNPELLKNM
TSDLPTSKAWG
CTSDLPTSKAWG
TLEEFSAKL

PESO
MOLECULAR

895,1
1225,5
1083,4
1225,5
1083,2
2280,9
2136,8
1257,6
1041,3
1047,5
1107,3
9493
1107.4
994,1
907,0
892,2
1185,2
975,1
772,9
908,0
1208,3
1055,4
1077,9
1669,8
1773,0
1119,5
12227
1281,7
1384,9
1162,4
1265,6
10371

FAMILIA

IPNV

IPNV

IPNV

R-IPNV

R-IPNV
IPNV-pVP2
IPNV-pVP2
IPNV-pVP2
IPNV-pVP2
IPNV-pVP2
IPNV-pVP2
IPNV-pVP2
IPNV-pVP2
IPNV-VP2 (74)
IPNV-VP2 (74)
IPNV-VP2 (74)
IPNV-VP2 (74)
IPNV-VP2 (74)
IPNV-VP2 (74)
IPNV-VP2 (74)
IPNV-VP2 (74)
IPNV-VP2 (32)
IPNV-VP2 (32)
IPNV-68-80 VP2
IPNV-176-C
IPNV-108-118 VP2
IPNV-178-C
IPNV-374-384 VP2
IPNV-180-C
IPNV-431-441 VP2
IPNV-182-C
K-1, Control
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Todos estos péptidos fueron testeados en el modelo de infeccién persistente a una
concentracion de 100ng y 500ng de péptido, medidos por RT-qPCR 48 horas post

tratamiento. Se evalud el impacto que tienen estos péptidos como inhibidores y se

seleccionaron los que presentan mayor actividad. Siendo éstos el péptido GIME6 vy el
GIM182.

En la siguiente figura se muestran los perfiles de pureza de los péptidos sintetizados.
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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 la condicién ensayada. A
25°C a una concentracién de péptido 0,125 mg/ml en 30% de 2,2,2-trifluoroetanol
(TFE), el péptido GIM 66 posee estructura helicoidal, caracteristica de una a-hélice.

La estructura de poliprolina tipo | y Il son estructuras peptidicas helicoidales, la tipo Il
(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 patrén de
absorcion obtenido entre los 200 y los 220nm. (Chen et al. 2007).

Segln Adzhubei, describe la estructura de poliprolina || como una hélice, con una
torsion diferente a las a hélices: éstas, sin embargo, mantendrian la capacidad de

penetrar membranas celulares.

7.3. Incorporacion de péptidos sintéticos en células CHSE-214.

Para evaluar una eventual incorporacion pasiva de los peptidos 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 por observacion 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 utilizé
Rodamina sola. La Figura 12 muestra que los péptidos entran pasivamente a las

células



175nM

100 um

Figura 12. Entrada de péptidos marcados con rodamina a células CHSE-214. Ay B; 175 y
425nM de péptidos 182, C; 4 uM de péptido 66, D; control solo rodamina, 4 pM.

En la figura 12 se observan a la izquierda células en campo claro a 200X de aumento,
y a la derecha la fluorescencia asociada al péptido aplicado.

De los péptidos ensayados, todos obtuvieron patrones semejantes, es decir todos los
péptidos propuestos como interferentes en la infeccion con IPNV, tienen la capacidad
de entrar a las células CHSE-214.
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7.4. Concentracion de péptidos tolerables para la viabilidad de la linea
celular CHSE 214.

* Determinacion del impacto de diferentes concentraciones de péptidos sobre la
viabilidad celular.

Las células blanco fueron expuestas a concentraciones crecientes de péptidos para
evaluar su potencial téxico. Se utilizaron concentraciones de 0,1;1;10;100 y 1000 uM y
el impacto medido utilizando la tincién Tripan Blue, que discrimina entre células vivas y
muertas, procedimiento estandarizado en nuestro laboratorio para células CHSE 214
(Rojas et al., 2009). Complementariamente utilizamos la técnica de MTT (CellTiter 96®
Non-Radioactive Cell Proliferation Assay) que mide actividad celular funcional, via
actividad mitocondrial, con una directa correlacion 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.: Concentraciones de péptidos a los cuales la viabilidad disminuye en
un 50 %.

Péptidos Concentracion citotoxica
(50% de muerte celular)

GIM 66 1,2mM

GIM 182 1,08mM

7.5. Estandarizacion de condiciones de infeccion de IPNV
. Aislamiento preparativo de IPNV.

El aislamiento preparativo del virus se realizé de acuerdo al siguiente esquema.

Evaluacidn de infectividad
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Figura 13. Esquema de produccion de virus y titulo de IPNV.
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. Titulacion de IPNV.
Se estimo6 el nimero de particulas infectivas de IPNV mediante el método de focos
fluorescentes, obteniéndose titulos variables, desde 10° hasta 10° particulas de
IPNV/ml. Los titulos mas altos obtenidos se produjeron debido a que el medio de
cultivo utilizado se disminuyé a la mitad, concentrando las particulas virales infectivas.

7.6. Cinéticas de infeccién de novo con IPNV

Cuantificacién de transcriptos blanco (VP1, VP2) de IPNV mediante RT-PCR tiempo
real.

Para poder definir los tiempos de evaluacion de los péptidos en su capacidad
inhibitoria, en la infeccion de novo y poder compararla con la de las células
persistentemente infectadas, se ensayaron tres diferentes multiplicidades de infeccion
en la linea celular CHSE-214: 0,01; 1 y 100, sobre células confluentes con los indculos
indicados en placas de cultivo celular de 24 pocillos, con tres réplicas por tiempos
variables y un control de no infeccién por cada tiempo. Se extrajo RNA total y se
realizaron los analisis por RT-PCR en tiempo real con partidores especificos para VP2.
La Figura 14 muestra que, en concordancia con lo expuesto en literatura, la sintesis
maxima de RNA es a las 12 horas post infeccién, lo que nos permitié definir los
tiempos de 12, 18, 24 y 48 horas para realizar las evaluaciones en los dos (cuando se
presentaron) modelos de infeccion y la multiplicidad elegida fue de 1.0.

Cinética de IPNV a diferentes MOI en celulas CHSE-214
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Figura 14: Cinética de infeccién en células CHSE-214 con IPNV a diferentes multiplicidades de
infeccién (0,01; 1 y 100), evaluaciéon del nimero de copias de mRNA de VP2-IPNV, por RT-
PCR tiempo real.
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Analisis de Varianza F(5,36) = 40,57 p = 0,0001 95% de confianza
(ANDEVA) de 2 vias (GLM)

A multiplicidades altas, 100 particulas por célula (“LISIS DESDE FUERA”), el numero
de mensajes es 10 veces menor que a multiplicidades de 1 y 0,01. Esto ha sido
vagamente expuesto y se postula que la generacion de particulas interferentes
defectivas DI (Kennedy y Macdonald, 1982) podria ser la explicacion, sin embargo en
literatura solo se ha evidenciado que estos titulos son menores en la capacidad de
infectar, pero no se hace referencia que la generacion de particulas sea menor.
(Dobos, 1995).

7.7. Evaluacioén del potencial interferente de los péptidos sintéticos sobre
la expresion de la proteina VP2 de IPNV en la linea celular infectada de

novo.

e Cuantificacion de transcriptos blanco (VP1 y VP2) de IPNV por RT-PCR tiempo
real.

Para evaluar el potencial interferente de los péptidos, fue necesario, en primer lugar

obtener valores de referencia en una cinética de infeccion con el virus, respecto a:

expresion de VP1 y VP2 dentro de las células y en el sobrenadante, asi como también

la generacién 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 infeccién de 1 y se evalud la
expresion de IPNV midiendo el nimero de transcriptos de VP2 normalizados frente a
un gen de referencia, el “House Keeping gene” ELF 1a (factor de elongacién de la
biosintesis proteica). La Figura 15 muestra que ambas metodologias de cuantificacion
presentan la misma tendencia, sin embargo, el andlisis de varianza nos indica que las

rectas difieren entre si significativamente.




Cinética IPNV (de novo)
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Figura 15: Cinética de infeccién de IPNV en células CHSE-214 a diferentes tiempos post
infeccion. Evaluacion mediante RT-PCR tiempo real. Utilizando una multiplicidad de infeccion =
1. Se muestran la cuantificacion absoluta del nimero de copias de IPNV y una cuantificacion

relativa normalizada con la expresién celular factor de elongacion ELF 1a,

Andlisis de Varianza F(27,80) = 36,544 | p = 0,0001 95% de confianza
(ANDEVA) de 2 vias (GLM)

Seguidamente, se evalud el nimero 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 estan en el interior de las celulas
infectadas. La Figura 16 muestra que la sintesis viral intracelular es muy acelerada
principalmente en tiempos tempranos de infeccion (1-24 horas post infeccion); sin
embargo la liberacion de particulas al medio exterior tiene una pendiente menor. En
ambos casos, posterior al tiempo 48 horas, las células se encuentran casi
completamente lisadas.

Expresion de VP2 IPNV
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Figura 16: Expresion de VP2-IPNV a diferentes tiempos post infeccién. Copias nuevas de
IPNV fueron detectadas en el sobrenadante donde la extraccién de RNA fue hecha usando




Quiagen RNAeasy kit, y también se evalud las copias nuevas en el pellet celular, usando Trizol
en la extraccion de RNA. Ambas evaluaciones fueron hechas usando RT-gPCR, y la expresion
de IPNV fue detectando transcritos de VP2.

Andlisis de varianza | F(27,80) = 36,544 p = 0,0001 95% de confianza
ANDEVA de 2 vias (MGL)

El andlisis de varianza muestra significancia en la diferencia entre las curvas de
sobrenadante y pellet celular.

Expresion de VP1 IPNV
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Figura 17: Expresion de VP1-IPNV a diferentes tiempos post infeccion. Copias nuevas de
IPNV fueron detectadas en el sobrenadante donde la extraccién de RNA fue hecha usando
Quiagen RNAeasy kit. También se evaluaron las copias nuevas en el pellet celular, usando
Trizol en la extraccion de RNA. Ambas evaluaciones fueron hechas usando RT-gPCR, y la
expresion de IPNV fue detectando transcritos de VP1.

analisis de varianza | F(9,40) = 7,895 p = 0,0001 95% de confianza
ANDEVA de 2 vias (MGL)

Consistencia en la diferencia entre las curvas de sobrenadante y pellet celular.
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Expresion de VP1y VP2 IPNV
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Figura 18: Cinética de infeccion de IPNV en células CHSE-214. Se evalué la expresion de VP1
y VP2 en sobrenadante y pellet celular. El nimero de copias de los diferentes trascritos se
evalu6 por RT-PCR tiempo real.

andlisis de varianza | F(45,120) = 35,304 | p = 0,0001 95% de confianza
ANDEVA de 2 vias (MGL)

En el modelo de infeccion productiva, el andlisis de la expresion via RT-qPCR tiempo
real no dio diferencias significativas entre la evaluaciéon absoluta y la referente a la
expresion del gen ELF 1a, de manera que la evaluacion en células es posible realizarla
en forma absoluta, haciendo menos laborioso el andlisis practico de las muestras y
consumiendo menos reactivos de diagnostico.

En la grafica anterior, la pendiente de la expresion en las células es exponencial a
pocas horas post infeccién, mostrando una tasa de sintesis mayor a las 12 horas post
infeccion (Dobos, 1995).

Segin Oystein Evensen (pers com) la sintesis de IPNV tope es a las 36 horas post
infeccion, y se obtuvo una expresion alta de VP1, la polimerasa viral hasta ese tiempo,
posteriormente la muerte celular influye en la evaluaciéon de la monocapa celular.

La expresion de VP1 en relacion a VP2 es por lo general 100 veces menor. (Shivappa
et al., 2004)




e Cuantificacion de particulas virales ensambladas por inmunofluorescencia

semicuantitativa.

Posteriormente se realizo la cinética de aparicién de particulas infectivas de IPNV.

Produccion viral MOI =1

1.0%10%
1.0%10%7
1.0x10%
1.0x10°¢
1.0x10°%
1.0%10%
1.0x10°2

2.0x107 1
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1.0%1074

5.0x10°+

0

n® de particulas virales IPNV/ ml
n° de particulas virale de IPNV /ml

Horas post infeccién

Horas post infeccion

Figura 19: Produccion 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 descartd el inoculo viral y se
reemplazo con medio de mantencion. A cada punto el sobrenadante fue titulado por
inmunofluorescencia semicuantitativa, el titulo fue obtenido haciendo diluciones seriadas de
cada punto (100- 10‘7). Se evalué el numero de focos fluorescentes por microscopia de
fluorescencia y se estimd el nimero de particulas virales infectivas /ml. Ambas gréficas

representan lo mismo, lzquierda, el eje Y en escala logaritmica y la grafica derecha en escala

lineal.
andlisis de varianza | F(5,13) = 54,235 | p = 0,0001 95% de confianza
ANDEVA de 2 vias (MGL)

En relacién a la liberacion de las particulas virales a causa de la infeccion aguda de las
células CHSE-214, a las 18 horas post infeccién se comienza a obtener particulas en
el sobrenadante, y a las 72 horas post infeccion es facilmente obtener titulos de 10’
(Romero-Brey et al, 2009).
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Luego se procedio a evaluar la efectividad inhibitoria del péptido GIM 182 en este

modelo de infeccion productiva.
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w
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Figura 20: A, Evaluacion 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, Inhibicion de expresién 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|F (1,12)=4,01 p=0,068 95% de confianza.
(MGL)

B** | ANDEVA de 1 via (MGL) | F (1,14) =4,1082 | p=0,06216 | 95% de confianza

* Comparacién entre el sobrenadante v/s el pellet celular.

** Comparacioén entre el % de inhibicién v/s la concentracion (0,7 y 1,7uM)

En la figura 20, A no es posible distinguir el grado de inhibicion, transformado los datos
respecto al blanco tenemos lo siguiente en 20 B.

A la concentracion mayor de 1,7uM se observa una inhibicion de la expresion de IPNV
de un 30% tanto en la monocapa celular como en el sobrenadante. El resultado es
mas evidente evaluando el sobrenandante celular, donde se obtienen valores

directamenete proporcionales a la dosis de péptidos administrada.
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Para corroborar los valores obtenidos en la expresién de VP2 de IPNV, se realizd un
ensayo de infectividad del aislado viral con el péptido GIM 182. Ademas se ensayo
una y dos dosis consecutivas administradas, la primera una hora post infeccion y la
segunda 6 horas post infeccion. 18 horas post infeccién las placas de cultivo celular
fueron evaluadas por fluorescencia. Ademas se verifico con este ensayo la estabilidad

del péptido disuelto, que fue mantenido a -20°C por mas de un afo.

A B

600 "
8 Primera dosis

%3 Segunda dosis

B3 Primera dosis

: 3 %4 Segunda dosis
m !
w
= /]

Inhibicién %

Figura 21: A, Inhibicion de expresion por el péptido GIM182 en células infectadas con IPNV
utilizando inmunofluorescencia semicuantitativa. Se adicioné 1 y 2 ddsis de péptido. Los
valores de FF corresponden a focos fluorescentes o unidades formadores de placa, que
corresponden a células individuales fluorescentes. B, Inhibicién de células infectadas con IPNV
utilizando inmunofluorescencia semicuantitativa. Se adicioné 1 y 2 ddsis de peéptido. Los

valores de FF fueron transformados a valores de porcentaje de inhibicion.

A* | ANDEVA de 1 via (MGL) | F (3,28) = 60,005 | p=0,00001 | 95% de confianza

B | ANDEVA de 2 vias|F(1,18)=9,0743 | p=0,00748 | 95% de confianza
(MGL)

B | ANDEVA de 1 via (MGL) | F (2,21) = 48,793 | p = 0,00001 | 95% de confianza

* Al comparar la unidades de foco fluorescente v/s el péptido.
** Al comparar el % de inhibicién v/s el péptido.

En la figura 21, se observan los valores de inhibicién, para los cuales con la segunda
dosis se potencia la accién inhibitoria. Con la primera désis tenemos una inhibicion
promedio de 39% y en la segunda désis un promedio de 51,5%.

La expresion del virus en presencia del péptido fue disminuida al utilizar una segunda
dosis sucesiva, disminuyendo también el numero de particulas infectivas en el
sobrenadante.

Se logra una inhibicién de mas del 50% con una segunda aplicacion, ademas se
observa que GIM 182 es estable disuelto; hasta un afio ya que no varia

significativamente su actividad.
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» Caracterizacion de polisomas virales y la sintesis de novo de proteina
blanco VP1y VP2, via mRNAs:
a) Gradiente de Sacarosa fraccionada
b) RT-PCR-tiempo real

La caracterizacion de los polisomas se realizé de dos maneras; Primero, evaluando en
las gradientes de sacarosa a 3 tiempos post infeccién (6, 12, 18), la absorbancia de
cada fraccion, el RNA de cada fraccion y el nimero de transcritos de VP2 IPNV de
cada fraccién. Segundo, se evalud la misma cinética a los mismos tiempos post
infeccion, pero adicionando 2uM del péptido GIM182, midiendo la expresion de los
transcritos de VP1 y VP2 de IPNV.
Evaluacién n®1:

Medicion de Absorbancias de fracciones polisomales en infeccion de

novo.
12 hpi 18 hpi
2.0 - A260 2.0 ~+— A260
- A280 = A280
1.54 —— 260/280 1.5 —+— 260/280
< 1.0 < 1.0
D.S-] 0.5
=TT T T T T T 0.0
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
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Figura 22: Absorbancias, 260, 280 y tasa (260/280) en fracciones polisomales de células
CHSE-214 infectadas con IPNV, 12 horas post infeccion y 18 horas post infeccion

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 mas altos de absorbancia, tanto a 260 como 280 nm.
Observandose un peak entre la fraccion 14 y 16 en ambas gradientes. Se discute que
el peak en ambas gradientes corresponda al monosoma 80S como fue descrito por
Warner et al. (1962). La ultima fraccion deberia corresponder a restos celulares que no
lograron bajar por la gradiente de sacarosa y que presentan altos valores de

absorbancia. Luego se extrajo el RNA de las fracciones polisomales.

64



Concentracion de RNA
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Figura 23: Concentracion de RNA total de fracciones polisémicas, en gradiente continua de
sacarosa, de células infectadas con IPNV a 6, 12 y 18 horas post infeccion.

A una alicuota de cada fraccion se le extrajo el RNA total por el método de trizol, y se
grafic6 como muestra la figura 23, en donde podemos observar que entre la fraccién
14-16 se obtuvo concentraciones de hasta 3 veces mas que en el resto de las otras
fracciones en los tres tiempos ensayados. Esto puede deberse a la 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 mas tiempo ha
transcurrido desde la infeccion, es decir, el area bajo la curva es progresivamente
mayor en los tres tiempos consecutivos ensayados.

Cuantificacion de nimero de copias de IPNV por RT-QPCR real time. (Usando 1step
Stratagene RT-qPCR real time Sybr Green).

Gradiente de sacarosa RT-qPCR
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Figura 24: Expresion de VP2 IPNV en fracciones polisomales, en gradiente continua de
sacarosa, en células CHSE-214 infectadas con IPNV a 6, 12 y 18 horas post infeccion.

Analisis de varianza ANDEVA | F (2,60) = 1905,0 | p = 0,00001 | 95% de confianza
de 2 vias (MGL)
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Se observa una distribucién de la expresion de IPNV en los dos primeros tercios de la
figura 24, en donde el aumento en la expresion de IPNV esta dado por el tiempo post
infeccion. Se observan diferencias absolutas de hasta 2 log (10) entre el tiempo 6
horas post infeccion y 18 horas post infeccion. Es decir a cada tiempo ensayado (6,12
y 18hpi) se observa un progresivo aumento en la sintesis de mensajes de IPNV.

Luego se realizé la caracterizacion de los polisomas, aplicando el péptido GIM182, y
los valores obtenidos se muestran en las figuras 25, 26 y 27.

Cuantificacién de RNA. (Extraccién de RNA total con Trizol)
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Figura 25: Concentracion de RNA total de fracciones polisémicas, en gradiente de sacarosa,
de células CHSE-214 infectadas con IPNV a 6, 12 y 18 horas post infeccién, con y sin péptido
GIM 182.



El test estadistico, del modelo general lineal arroj6 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 continuacion, en la figura 26 se graficé cada tiempo post infeccion evaluando VP1y

VP2

Cuantificacién de niamero de copias de IPNV por RT-QPCR real time. (Usando 1step

Stratagene RT-gPCR 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)=42451 |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)=2370,07 |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 evaluacion de los polisomas nos permite evidenciar el estado de sintesis celular del
mensaje viral y la sintesis de proteinas asociadas al mensaje. Lo primero a través de
cuantificacion por RT-qPCR tiempo real y lo segundo, por western blott, a las

fracciones obtenidas en las gradientes de velocidad de sacarosa.

En el periodo de evaluacion que fue tempranamente luego de la infeccion viral, a las
12 horas es posible apreciar claramente la disminucién del nimero de copias de
mRNAs de IPNV en el tratamiento con el péptido. A este tiempo es posible discriminar
claramente la accién del péptido, disminuyendo a lo menos 10 veces la expresion de
IPNV en las primeras fracciones polisomales.

Al tiempo 18 horas post infeccion la diferencia entre péptido y control sin péptido
pierde significancia, como se observa en la tabla anterior (E, F).

El tiempo al que se obtuvo mayor significancia en las diferencias fue el tiempo 12
horas post infeccidn, como se observa en tabla estadistica (C, D).

En todos los tiempos, la expresion de VP1, la polimerasa viral fue siempre mas baja

que la expresién de la proteina de la capsida VP2.
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A continuacién en la figura 27, se agrupan los valores de expresion de VP1 y VP2 en

cada tiempo ensayado, en la infeccién de novo:
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Figura 27: Expresion de VP1 y VP2 IPNV de células CHSE-214 infectadas de novo con y sin

peptido, en gradientes de sacarosa. RT-PCR tiempo real.

Comparando la expresion de VP1 y VP2 a los tres tiempos post infeccion, se puede

decir que a tiempos tempranos (t6 hpi) la expresién de VP2 disminuye drasticamente,

al tiempo intermedio (112 hpi) ain se mantienen las diferencias significativas entre con

y sin GIM 182, sin embargo a 18 horas post infeccion, los perfiles de expresion son

similares.
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7.8. Evaluacion del potencial interferente de los péptidos sintéticos sobre
la expresion de la proteina VP2 de IPNV en la linea celular
persistentemente infectada.

. Cuantificacién de transcriptos blanco (VP1y VP2) de IPNV por RT-PCR

tiempo real.

Se propago6 la linea celular CHSE-214 persistentemente infectada con IPNV NVIO15,
linea celular que no presenta efecto citopatico y que fue proveida desde el laboratorio
del Dr. Oystein Evensen de la Escuela de Medicina Veterinaria de Oslo, Noruega.

Estas células persistentemente infectadas tienen la capacidad de liberar particulas
virales infectivas pero en una proporcién 3 a 4 veces menor que una infeccion
productiva, obteniéndose titulos virales de entre 10° y 10* particulas virales
infectivas/ml, lo que desde un punto de vista técnico presenta ventaja versus la
infeccién productiva ya que no es necesario agregar un inéculo de virus, ademas de
no presentar efecto citopatico y es posible aislar desde el sobrenadante, el RNA

genomico, para cuantificacion del nimero de copias de IPNV.

Cinética IPNV (PI)
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Figura 28: Cinética de infeccion de IPNV en células CHSE-214 persistentemente infectadas a
diferentes tiempos. Evaluacion mediante RT-PCR tiempo real. Se muestran la cuantificacion
absoluta del numero de copias de IPNV y una cuantificacién relativa normalizada con la

expresion celular factor de elongacion ELF 1a.

Andlisis de Varianza F (6,42) = 4,2601 p=0,00194 | 95% de confianza
(ANDEVA) de 2 vias (GLM)

En la figura 28, podemos ver que la expresion de IPNV en la linea celular

persistentemente infectada tiene valores relativamente bajos en comparaciéon con la
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infeccion productiva. Ademas, es posible sefialar que si bien la tendencia es la misma,
los valores entre cada cuantificacion (absoluta y relativa) varian significativamente.

En el modelo de infeccion permanente con el virus IPN o infeccion no litica, la
expresion de transcritos de VP2 es significativamente diferente cuando se realiza la
cuantificacion absoluta en comparacién a la cuantificacion relativa al factor de
elongacion proteica EF1a. Si bien la tendencia se mantiene en el tiempo de
evaluacion, la cuantificacion absoluta es dos veces mas que la cuantificacion relativa.
Se postula que para el trabajo con el modelo de células persistentemente infectadas,
la evaluacion con un sesgo menor es la que se realiza en relacion a un gen de
referencia.

Debido a la baja concentracién de particulas infectivas liberadas en el medio, se puede
establecer como 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 continuacion se evalué el potencial interferente de los péptidos seleccionados.

2 20000 150
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3'1 = 07uM J 1.7uM
2 e I 1,7uM 5 1004
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E 100004 g
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(%]
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66 182 66 182

Péptidos

Figura 29: A, Células CHSE-214 persistentemente infectadas con IPNV, inhibicion de los
péptidos 66 y 182 evaluando expresion de VP2-IPNV por TR-PCR tiempo real. Se les aplico
péptido por 4 horas y luego se lavd con PBS1X y luego se agregé medio de mantencion. 96
horas post tratamiento se evalud el nimero de copias de VP2 en el mRNA obtenido de IPNV
en el sobrenadante, se extrajo RNA viral con Quiagen viral RNAeasy kit. Y se realizé el RT-
PCR con el Kit: 1 step Stratagene RT-gPCR. B, Inhibicién de expresiéon de VP2 IPNV en
sobrenadante y células CHSE-214 persistentemente infectadas.
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A ANDEVA de 2 vias|F (3,35) =|p=0,00001 95% de
(MGL) 19,249 confianza

A* ANDEVA de 1via(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 la expresion de VP2 v/s el péptido
** Al comparar el % de inhibicion v/s el péptido

En la figura 29 B se puede observar que el péptido GIM 182 inhibe la expresion de
VP2 en el modelo de infeccién persistente con mayor actividad que el péptido GIM 66,

en B se muestran los valores de expresion de IPNV en funcion del porcentaje de
inhibicién.

En este modelo de infeccién persistente se obtuvo inhibiciones mayores a las
obtenidas en el modelo de infeccién productiva, alcanzando hasta el 97% de inhibicion
en la expresion e infectividad de IPNV. Con el péptido GIM 182 se logré una inhibicion
mayor en la 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 realizé un ensayo de infectividad obteniéndose valores similares de inhibicion.

Luego de obtener los péptidos con mejor actividad inhibitoria se procedié a optimizar la

concentracion de péptido a usar.
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Figura 30: A, Expresion de IPNV en una gradiente de concentracion con el peptido GIM 182,
las nuevas copias de IPNV fueron detectadas (con partidores para VP2) en el sobrenadante y
evaluado por RT-PCR tiempo real. B, Evaluacién de diferentes concentraciones del péptido
GIM 182 en su actividad inhibitoria, evaluado por TCIDsge.
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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 wvia|F (863) =|p=0,00001 95% de
(MGL) 28,234 confianza

B** ANDEVA de 1 via|lF (89 =|p=0,02504 95% de
(MGL) 4,1000 confianza

c»** | ANDEVA de 1 via|lF (162) =|p=0,00001 95% de
(MGL) 254,10 confianza

* Al comparar la expresion de VP2 v/s la concentracidn del peptido.

** Al comparar TCIDspe, V/s la concentracion del péptido.
*** Al comparar RT-PCR v/s TCIDsoq

En ambos graficos de la figura 30, se optimizé la concentracion a la cual el péptido

inhibe mayormente, se definid la concentraciéon de 500ng-1pg por pocillo en placas de

24 pocillos y se observa que la concentracion adecuada corresponde a 1,7 uM.

Se determind también la concentracion minima a la cual se obtiene grado de

inhibicién, encontrandose que la concentracién minima es, 0,2uM; sin embargo

cuando se realizd el mismo ensayo mediante TCIDsqy, se determiné que el rango de

accién optima es de entre 0,2-2 pM.

Cuando se comparo los valores obtenidos por RT-PCR con los de TCIDspy, Se obtiene

correlacién entre ambos, demostrando que ambas evaluaciones permiten determinar

la concentracion 6ptima para el uso de GIM182 como inhibidor de la expresion de

IPNV in vitro.




Caracterizacion de polisomas virales y la sintesis de proteina blanco VP1 y VP2, via
mRNAs:

a) Gradiente de Sacarosa fraccionada
b) RT-PCR-tiempo real

A B

6 hpt
A260 6hpt
1 —+— no peptide
—— No péptido -=- Peptide GIM-182
8 -= péptido GIM182

)
g

g

Abs
RNA conc (ng/ul]
, 8 8

...............
RS R D04 D 9,000 NNE
Fraction

...............

12345678 9101112131415
Fraccién

D 12 hpt
A260 12hpt 2500 -
i -=— no peplide
-+ No péptido =5 2000 —= peptide GIM-182
8 -= péptido GIM182 EL
£ 1500
s 2
£ 3 1000
¢ E:
@ 500

..... T T T T T T
NS R oA D 9,0NDME
Fraction

..............

Fraccién

18 hpt
A260 18hpt 2500
p == no peplide
-+ No péptido = 2000 -+ peptide GIM-182

8 = péplido GIM182 2

£ 1500
[3 o

.;S: § 1000
4 <

2 500

---------------

12345678 9101112131415
Fraccién

Figura 31: Absorbancias 260nm y concentracion de RNA total (ng/ul) en fracciones
polisomales, en gradiente de sacarosa, de células infectadas con IPNV a 6, 12 y 18 horas post
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tratamiento, sin péptido y con péptido GIM 182 en el modelo de infeccion persistente.

D | 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 Vvias|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 infeccién productiva, se obtiene
un peak de absorbancia y de concentracién de RNA total, en este caso, la infeccién

persistente, el peak de absorbancia se encuentra entre las fracciones 10 -12.
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Figura 32: Expresion de mensajes de VP2 de IPNV de fracciones polisémicas, en gradiente de
sacarosa, de células CHSE-214 persistentemente infectadas con IPNV a 6, 12 y 18 horas post
tratamiento, con y sin péptido GIM 182

Con respecto a las gradientes de sacarosa donde se evalud la expresion de VP2, a las
12 horas post tratamiento con el péptido la expresion 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 la particula viral, es necesario
evaluar por microscopia electronica, la concentracién y estructura de la particula
(Imajoh et al., 2007).

De todos los ensayos para obtener el perfil de expresion de la proteina VP2 mediante
western blott en las fracciones polisomicas obtenidas tanto en el modelo de infeccion
permanente como el modelo de infeccién productiva, se pudo evidenciar complejos
proteicos de masa variable, pero no fueron concluyentes (datos no mostrados).

7.9. Microscopia electronica de transmision

Se fotografié muestras obtenidas de una infeccion celular con IPNV tratada con
el péptido GIM182 y sin el péptido observandose diferencias en ambos casos. La
siguiente figura muestra en A a las particulas virales en una concentracion mayor que
en B, donde es aplicado 10puM de péptido GIM182. En B también es posible apreciar
artefactos simétricos de menor tamarno, atribuidos a ensambles de otras proteinas del
virus que no estan conformando viriones. Si bien la abundancia relativa de viriones en
cada muestra es diferente, no se realizd una cuantificacion exhaustiva del contenido
de cada muestra, que permita aseverar una diferencia significativa entre los dos

diferentes tratamientos.

Figura 33: Micrografia electrénica de transmision de sobrenadantes de células CHSE-214

infectadas con IPNV, tratadas y no tratadas con el péptido GIM 182, 36 horas post infeccion.
Mediante tincién 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 al. (2007),
Pan et al. (2007), Ofa et al. (2003), Maraver et al. (2003) y Martinez-Torrecuadra et al.

76



(2000), entre otros que han demostrado que hacer mutantes de las diferentes
proteinas de la poliproteina, alteran el ensamblaje normal de las particulas virales
produciendo estructuras similares a las obtenidas en este trabajo. Se cree que estas
estructuras mas pequefias con estructura pseudoicosahedrica pudieran ser
agregaciones de pVP2 o VP2 a medio ensamblar. Las particulas virales tienen un
tamano estimado de entre 55 y 62nm. Los artefactos simetricos observados en B

tienen diametro aproximado de 18nm.

7.10. Seleccion del o los mejores péptidos interferentes.

¢ Seleccion de los péptidos con mayor actividad inhibitoria

Luego del disefio y sintesis quimica de los peptidos, se probé una bateria compuesta
por mas de treinta y dos péptidos derivados de IPNV, los que fueron evaluados por
RT-gPCR tiempo real, de los cuales solo cuatro lograron inhibir en algun grado la
expresion de IPNV. De los cuatro péptidos seleccionados 2 y se hicieron los diferentes
ensayos y pruebas (peptidos GIM 66 y GIM 182).

Se selecciond el péptido GIM 182 como el que logré una inhibicion mayor en la
expresion del virus IPN in vitro inhibiendo en mayor medida la sintesis de mensajes en
el modelo de infeccién persistente; por el contrario, el péptido GIM 66 que si bien
disminuy6 de manera categorica los titulos obtenidos en modelo de infeccion de novo,
el largo de su secuencia hace inviable su candidatura como herramienta

biotecnoldgica principalmente por el costo asociado a su sintesis.
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8. DISCUSION

El ensamblaje de viriones de la familia Birnaviridae, especialmente para sus
representantes IBDV en aves e IPNV en peces, requiere de la formacién de una triada
de monémeros de la proteina VP2, la componente estructural mas relevante del virion
tanto desde el punto de vista cualitativo como cuantitativo, para gatillar un proceso
sinérgico aparentemente irreversible que permitira asociarse al RNA gendmico vy la
formacion de una particula infectiva madura dentro de la célula infectada. Esta,
concomitantemente podra ser yemada, o simplemente liberada al medio externo como
producto de la lisis celular, maxima expresion del efecto citopatico viral. Este proceso,
evidenciado por el analisis cristalografico del virus IBDV, presenta homologias
indiscutibles con IPNV, que a diferencia de su par en aves, se manifiesta,
patolégicamente, 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 la

serie de impactos que ello involucra.

En este marco referencial, esta tesis tuvo su génesis frente a la innovadora estrategia
discutida en la literatura del uso de péptidos como una alternativa viable para controlar
la persistencia en virus de RNA, especialmente eficientes al dia de hoy para la familia
de los Ortomixovirus, donde destaca el virus de la influenza humana (Ghanem et
al,.2007).

Asociamos entonces, el conocimiento del proceso de ensamblaje del virus y el
acabado detalle de la estructura del virus IBDV con especial énfasis de su proteina
VP2, con el de su hermano en familia IPNV (Coulibaly et al., 2010), para disefar una
bateria de péptidos que pudiesen interferir con el proceso de ensamblaje de éste
ltimo, desde estados muy tempranos en la célula infectada. Estos péptidos, todos
ellos componentes de dominios de la 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 toxicos para las ce€lulas hospederas,
ser de un tamario discreto para favorecer su sintesis, tener una estructura y

composicién que permita un ingreso pasivo a las células, ser estables dentro de ellas y

78



demostrar una alta actividad especifica para que su aplicacion pase casi desapercibida

en el entorno celular en que se aplicaria.

A pesar de que ninguno de los péptidos analizados logra inhibir en su totalidad la
sintesis de RNA viral, el modelo representa un avance sustancial en el uso de terapias
biocompatibles, de amplio espectro en administracién y de efecto especifico contra
este patdgeno, 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 &cidos de largo. El primero,
altamente eficiente tanto in vitro (esta tesis) como in vivo (laboratorio hospedante) que
se encuentra en proceso de proteccion intelectual. El segundo, también de alta
eficiencia in vitro presenta ademas, por su caracter anfipatico y estructura flexible, una
interesante actividad antimicrobiana que ha permitido tener dos publicaciones [SI

aceptadas, la primera en prensa Y la segunda en revision (Anexo ).

En resumen, ambos péptidos son capaces de interferir en forma significativa a la
expresion del virus in vitro en los dos modelos de evaluacion presentados: el primero,
de infecciéon de novo, donde e un esquema semi-sincronizado de parte de un estado
no infectado a la expresién maxima del virus al generar la destruccion de la célula y la
liberacién de un numero 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 la actividad viral es constante,
aparentemente no sincronizada, donde todos los niveles de expresion viral estan
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 la busqueda de antivirales, especialmente
para casos de persistencia viral donde la Unica posibilidad de interferir es “desde
dentro” de las células aparentemente sanas. De ser asi, la otra caracteristica distintiva
que a nuestro juicio presentan los péptidos que tienen como blanco especifico el
ensamblaje, es que dependen de las innumerables variantes, principaimente
patogénicas, asociadas a los virus de RNA, del que IPNV no constituye excepcion: el
proceso inhibitorio seria sobre una actividad independiente de la patogénesis y comun
para cualquier virus de la familia, es decir, su ensamblaje especifico. Proponemos
entonces que estos pequefios 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 oligbmeros que impiden la concrecibn de un proceso gatillado
sinérgicamente y con una relacién estequiométrica precisa que de no estar, anula el
proceso. Recientemente, este enfoque fue reportado para la polimerasa del virus de la

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 usé como
referencia un gen celular reportero, en nuestro caso el validado en nuestro laboratorio
para éste propodsito, el correspondiente al factor de elongacion 2 de la biosintesis
proteica. Estimamos que la concentracion adecuada de péptido fue del rango 1.0 — 2.0
uM 1000 veces inferior a la que presenta un 50% de toxicidad celular. El tiempo de
exposicion al péptido fue, en los experimentos que fue removido, de 4 horas, tiempo

en el cual el péptido esta integro dentro de la célula.

A continuacion se presenta una tabla resumen de los ensayos mas relevantes con los
péptidos GIM 66 y GIM 182, que permiten visualizar el panorama general de actividad
de los péptidos propuestos.

Porcentaje de Inhibicion 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/ml)
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 relacion estequiometrica que presenta entre el nimero de
moléculas peptidicas entregadas y a la carga viral aparente dentro de este modelo de
infeccion. En el modelo de infeccién productiva se observa inhibicién, sin embargo, la
alta tasa sintética de moléculas virales, hace menos evidente la actividad de los
péptidos. El hecho que GIM 66 no inhiba la expresién de particulas virales infectiva en
el modelo persistente, es un resultado no esperado, sin embargo, su accion se ve
claramente reflejada cuando es aplicado en el modelo de infeccion productiva donde la

inhibicién lograda hace interesante desde un punto de vista profilactico. Con los
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antecedentes presentados en la tabla anterior podemos aseverar que ambos péptidos

tienen actividad frente a diferentes blancos virales, en concordancia al disefio inicial.

La evaluacion de los perfiles polisomales nos indica el comportamiento de la
transcripcion involucrada en la sintesis proteica viral. Al adicionar el peptido GIM 182,
el perfil normal de polisomas se ve desplazado hacia la zona mas liviana de la
gradiente, lo que se traduce en mensajes de menor tamafio y una sintesis proteica

menaor.

Otro antecedente que nos permite aseverar la actividad del péptido GIM 182 es la
imagen obtenida de tincién negativa por microscopia electrénica de transmision donde
podemos observar que en la infeccion tratada con el péptido, se producen estructuras
pseudo icosahedricas de menor tamafio y una concentracion de particulas virales
menor que a la infeccién sin el péptido, es decir se produce una interferencia en el
ensamblaje viral. Al realizar la tincion de estructuras celulares, se pudo observar que el
ensamblaje viral realizado en vacuolas en el citoplasma célular esta fuertemente

desregulado, alterando las formas y tamarios clasicos de una infeccién con IPNV.

8.1. Péptidos: Disefio, efecto, incorporacion.

Como ha quedado explicito en el trabajo, los péptidos sintetizados a partir de
secuencias de IPNV tienen la capacidad de traspasar la membrana celular de la linea
celular CHSE-214. Una evidencia de la movilidad de los componentes peptidicos a
través de las celulas 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 caracter catiénico, interactiian con las membranas celulares, sin embargo,
los péptidos con una carga neutra pasan a través de las membranas celulares (Alonso
C, 2007 com. pers.).

En cuanto al péptido GIM 66, que es un analogo del péptido p46 (20 aminoacidos 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,

ademas demostrd que el diametro promedio del poro formado por la desestabilizacion
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de la membrana lipidica es de 5-8 nm de diametro, y que corresponde a un péptido
protector osmético, es decir, protege a los eritrocitos de la hemolisis.

Es importante notar ademas que el extremo amino-terminal del péptido p46, es decir
p22 de Galloux, comprende el dominio perforante del péptido p46 y produce poros con
diametro entre 4-6 nm. Estos resultados relevantes en el mecanismo de entrada
fueron obtenidos mediante analisis 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 analogo de GIM66, posee una estructura a-hélice, al igual que el extremo
amino-terminal del p46 y que los primeros 15 aminoéacidos se penetran en la micela.
Galloux et al. (2010), siguiendo el estudio anterior determiné que la zona contenida
entre los residuos 14-22 del p46 (en nuestro analogo GIM 66: aminoacidos 14, 15, 17
y 18) corresponde a un dominio fuertemente hidrofébico: aquellos residuos se ven
fuertemente afectados cuando son tratados con acido 5-0 16°-doxil estearico, como
por ejemplo Ala-14, Val-15, Val-17, Val-18 y Phe-22. Aquellos residuos hidrofébicos
estan ubicados en la misma disposicion de p46 (14-22) y constituyen la plataforma
hidrofébica del péptido.

Los resultados obtenidos por Galloux implican que, la interrupcién de la hélice
provocada por el residuo Pro-16 es probablemente crucial para la actividad de
permeabilizacion de p46. La ocurrencia de hélice interrumpida también fue reportada y
esta presente en el péptido-y del Flock House Virus (nodavirus) (Maia et al, 2006) y en
otros péptidos antimicrobianos como la Gaegurina (Park et al., 2002), Maculatina (Chia
et al., 2000), Buforina Il (Park et al., 2000), y Melittina (Terwilliger et al., 1982).

Con respecto al disefio de péptidos es necesario conocer de antemano los costos de
cada aminoécido y el largo de la secuencia a sintetizar, debido a que el tamafio es un
aspecto relevante y a la vez un punto critico en la sintesis de péptidos para uso en
terapias. Por ejemplo, lisina y arginina, que poseen grupos reactivos protegidos, tienen
un precio muy por encima de los otros aminoacidos disponibles, ademas, el largo del
péptido constituye un rasgo importante: mientras menos residuos aminoacidicos
contenga el péptido menos costoso es sintetizarlo. Es destacable la relevancia e
implicancia de esta consideracién, debido a que cuando se obtiene un péptido con la
actividad deseada, es menester comenzar el proceso de optimizaciéon de la secuencia,
de manera de determinar los aminoacidos importantes en ella (la secuencia) y la

posibilidad de reemplazarlos por otros menos costosos (Scan-Alanina).
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8.2. Mecanismos de accién 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 la estomatitis vesicular (Rav) e
Influenzavirus A y virus no envueltos como: Echovirus tipo 11 y Reovirus tipo 3 (Reo-
3). Sorprendentemente al incubar el péptido con cada aislado viral, s6lo se inactivaron
los primeros y los virus no envueltos no pudieron ser inactivados, demostrando que la
defensina HNP-1 solamente actia en la envoltura lipoproteica del virus (Daher et al,
1986).

Otro péptido antiviral, S1S5, perteneciente a la familia de las dermaseptinas fue
evaluado como agente antimicrobiano contra el Virus del herpes simple (HSV1)
encontrandose inhibicion sélo al incubar la dermaseptina antes de la infeccién con el
virus. Este hecho revela que existe una inhibicion de la capacidad de infectar por parte
del péptido (Belaid et al., 2002) sin embargo, no previene la infeccion si es expuesto al

péptido durante la infeccion.

Un medio de actividad antiviral novedoso es el que actia en el escape del virus
posterior a su entrada al endosoma, Horne et al. (2005) describe que un péptido ciclico
tiene la capacidad de entrar con el adenovirus a la célula hospedera inhibiendo la

capacidad de acidificar el endosoma y posterior entrada al citoplasma celular.

Segtn los estudios realizados por Galloux (2007 y 2010) el péptido p22 derivado de
p46 (extremo carboxi-terminal de la proteina pVP2) parece situarse en la superficie de
la membrana al igual que algunos péptidos pro-apoptéticos 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).

Ademas Galloux (2010) propone que p46 y su andlogo p22 (GIM66), se agregan y su
multimerizaciéon produciria un efecto en la desestabilizacion de la 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 la
liberacién de las 780 copias de p46 presentes en la particula viral, dentro del
endosoma, son probablemente suficientes para inducir la agregacion y la formacion de

poros, favoreciendo la entrada del virus.

Se puede prever que el extremo amino-terminal de pep46 (pep22), dependiendo de su
concentracién, se comporta como péptido antimicrobiano, lo que fue descrito por Jofré
et al. (2011) para el extremo amino-terminal de p46 (GIM66), con la formacién de
poros toroidales. Como ya se ha informado en el caso de reovirus (lvanovic et al.,
2008), los poros formados son de tamafio insuficiente (alrededor de 10nm) para el
paso de una particula de virus. En efecto, los poros formados por pep46 son 10 veces

mas pequefio que la particula de IBDV (700A de didametro) (Coulibaly et al., 2005)

La mayoria de los péptidos naturales antimicrobianos descritos que han sido probados
en su capacidad antiviral, actian antes de que éstos penetren la membrana celular del
hospedero. Es muy novedoso que un péptido obtenido de la secuencia del mismo
virus tenga una actividad antiviral que actle desde dentro de la célula.

Un numero creciente de nuevos péptidos antimicrobianos (AMPs) de diferentes
organismos son regularmente resefiados con sus caracteristicas e implicaciones
biolégicas (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 patégenos.

Otros péptidos antimicrobianos aislados, son las hepcidinas de Tilapia (THs), TH1-5,
TH2-2 y TH2-3 que han sido evaluadas en su caracter antimicrobiano (Pan ef al.,
2007; Rajanbabu et al., 2010; Huang et al., 2007) al igual que el péptido GIM66 de
IPNV (Jofre et al., 2011). Importante es el reporte de Rajanbabu et al. (2011) quien
probé el efecto de un péptido antimicrobiano en la infeccién con IPNV en el mismo

modelo celular que el usado en la presente investigacion.

8.3. Péptidos y funciones antivirales
En estudios de evaluacion de la respuesta antiviral por parte del hospedero,
generalmente se utiliza el acido poliinosinico-policitidilico (poly(l:C)) como control
positivo de respuesta. Poly (I:C) es un analogo sintético del RNA de doble hebra

(dsRNA), que produce un patron de respuesta antiviral, asociado al receptor tipo Toll
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(TLR-3), demostrandose en estudios con Poly (I:C), la actividad antiviral del péptido
TH1-5 (Huang et al., 2007).

La transfeccion de células CHSE-214 con Poly (I:C) induce un estado antiviral contra
IPNV, a través de la induccion de proteinas antivirales, segun lo informado por Jensen
et al. (2002). Ademas se ha reportado que Interferén alfa/beta (IFNa/B) produce un

estado antiviral contra IPNV, tanto in vitro como in vivo (Larsen et al., 2004).

Por otro lado, hubiese sido importante también evaluar la respuesta inmune de las
células hospedera en la administracién de nuestra terapia a base de péptidos. Para el
caso del péptido TH1-5 (Rajanbabu et al., 2011), se estudid la expresion de diferentes
genes asociados a la infeccidn patogénica, para poder determinar el mecanismo
molecular de accion, los genes que se evaluaron fueron annexina (Chiu et al., 2010),
interleukina (IL) (Chiu et al., 2010), Factor de Necrosis Tumoral (TNF)-a (Johansen et
al., 2004), Meta (Kling y Olsson, 2000), Metb (Kling y Olsson, 2000), MHCI (Jergensen
et al., 2006), MHCII (Kim et al., 2000) y VISP (Cho et al., 2002).

Varios péptidos antimicrobianos han sido reportados con funcién antiviral (Kovalchuk
et al., 2007; Wachinger et al., 1998; VanCompernolle et al., 2005). Rajanbabu et al.
(2011) evidencio que aplicando el péptido TH1-5 hasta concentraciones de 125 mg/ml,
no causa inhibicién de la proliferacion celular en la linea CHSE-214, durante un
maximo de 48 horas. Ademas, el co-tratamiento de TH1-5 con IPNV en una MOI de
0,1, controla la infeccion con IPNV y el nivel de control de la infeccién se ve

aumentado junto con un aumento de la concentracion del péptido.

Se destaca que la concentracion que se empled en ésta investigacion estd muy por
debajo de la concentracion utilizada en el trabajo de Rajanbabu, ya que ellos utilizaron
una concentracion de entre 25-100mg/ml y en el presente trabajo se usaron entre 0,01
y 0,img/ml. Es importante hacer notar también que el péptido GIM66 en el ensayo de
placa (inmunofluorescencia) pre incubado justo antes de la infeccion con IPNV,
muestra una actividad antiviral, disminuyendo la carga viral en al menos 4 logaritmos
de concentracion, a una concentracion de 0,1mg/ml, que es significativamente mejor a
lo expuesto por Rajanbabu, que obtuvo una actividad antiviral por parte del péptido
TH1-5 cuando era expuesto a la infeccion con IPNV en la linea celular CHSE-214, a
concentraciones varias veces mayores, utilizando una metodologia similar de

identificacion de las particulas virales que son liberadas post infeccion.



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 peptido GIM 66 sintetizado en esta investigacion, cuando se presenta en la
superficie celular, donde se fusiona la particula viral a la célula, es adsorbida por la
membrana celular (Espinoza et al., 2000).Es posible inferir lo propuesto anteriormente
principalmente debido a los reportes de Jhan y Siidhof (1999), donde Influenzavirus A
y el Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) presentan péptidos anfipaticos, al
igual que el nuestro, que son insertados en las membranas celulares, reorientandolas

e induciendo una desestabilizacién de la 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 la capacidad de infeccion y el tipo de hospedero esta definida en el
genoma particular de cada virus. Siendo relevante que: la estructura de la capsida, la
caracteristica de envueltos o no por una cubierta lipoproteica, y la singularidad del
genoma de cada virus, es una estrategia particular para cada familia de virus. Por esta
razén es que para poder entender el mecanismo de propagacién de IPNV en células
susceptibles a su infeccion, es necesario entender primero de qué manera actdan
todos los Birnavirus, sus caracteristicas principales y luego cémo actéan 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) la entrada de los birnavirus se produce
luego de la interaccion entre la particula viral y la célula hospedera, produciéndose una
invaginacion de la membrana plasmatica que contiene la particula (endosoma) donde
posteriormente se produce una liberacion, desde la particula, de multiples copias del
peptido p46 (780 copias aproximadamente por particula) el que se agregaria y
produciria la disrupcién de la membrana del endosoma y una posterior liberacion de la

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 mas concluyentes son los de Chevalier et al. (2002) y
Villanueva et al. (2004) que destacan el procesamiento de la poliproteina por parte de
la proteasa viral VP4, que hace madurar la poliproteina clivando las proteinas de la
capsida para que posteriormente se ensamblen y ademas indican que el proceso final
de maduracion de la particula radica en una disminucion de tamario, principalmente
debido al clivaje final de pVP2 en VP2, lo que hace que se ensamble la particula en un
virién. Imaho et al. (2007), Pan et al. (2007), Ofa et al. (2003) Maraver et al. (2003) y
Martinez-Torrecuadra et al. (2000) entre otros, han demostrado que hacer mutantes de
las diferentes proteinas de la poliproteina, alteran el ensamblaje normal de las
particulas virales generando estructuras similares en forma pero de diferente tamario y
crean tubulos que finalmente no son transformados en particulas virales funcionales.
Destacan ademas la interdependencia de todas las proteinas del virus en el correcto
ensamble de los viriones, haciendo hincapié en la relacion que tiene VP2 con VP3, la
interaccién que tiene VP3 con VP1 y el material gendmico, y la especificidad del
sustrato por parte de la proteasa viral VP4. Todos estos factores hacen que sea

posible un correcto empaque de la particula viral.

8.6. Interferencia de péptido en el ensamblaje de IPNV

Segun los datos obtenidos en los experimentos realizados en la obtencién de los
polisomas virales en células CHSE-214 infectadas con IPNV, se infiere que la
actividad antiviral del péptido 182 estaria inhibiendo la expresion de VP2 y por
consiguiente imposibilitando el ensamblaje normal de la particula viral competente. Sin
embargo no es capaz de inhibir totalmente la expresién y generacion de nuevas
particulas virales.

Otro antecedente que permite aseverar la actividad del péptido 182 es la imagen
obtenida por microscopia electrénica de transmision donde es posible observar que en
la infeccion tratada con el péptido, se producen estructuras pseudo-icosaédricas de
menor tamafio y una concentracion de particulas virales menor que en la infeccion sin

la administracion de peptido.
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Se propone el siguiente esquema, como modo de accién de nuestro péptido.

Interferencia mediada por el péptido GIM182

Figura 34: Esquema de Inhibicién del ensamblaje de IPNV mediado por el péptido GIM182.

En consecuencia, el péptido 182 estaria desestabilizando la interaccién 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 disminucion de sintesis de las proteinas
virales en los aislados polisomales cuando se aplica el péptido 182, debido
principalmente a que la inmunotipificacion de los aislados polisomales no pudo ser
llevada a cabo con éxito. Hay pocos antecedentes que faculten demostrar la inhibicion
de la actividad viral utilizando polisomas. Bittencourt et al. (1997) demostré que el virus
Mayaro (alphavirus) en infeccion de células de mosquito Aedes albopictus es inhibido
debido a un choque térmico, disminuyendo la expresion y sintesis de la proteina viral

de la capsida (p34) en aislados polisomales.

En conclusién, faltan antecedentes para poder demostrar la real accion de los péptidos
66 y 182, es decir antecedentes de respuesta inmune, mecanismos de accion
molecular, vias metabdlicas que se ven afectadas en la infeccién, etc. Se espera que
futuros trabajos puedan identificar mas acertadamente, bajo cual mecanismo de

accion se desencadena la respuesta antiviral.
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9. CONCLUSIONES

e Se disefo, sintetizd y caracterizd 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 citotdxicos en células de peces hasta concentraciones

de 1,5mM, 1000 veces la dosis al cual se obtiene inhibicion.

» El péptido seleccionado GIM 66, inhibid el 99% de la infeccién viral productiva y

en la linea celular persistentemente infectada la inhibicion alcanzo el 76%.

e El péptido seleccionado GIM 182, inhibio el 36% de la infeccion viral productiva
y en la linea celular persistentemente infectada la inhibicion alcanzo el 97%.

e La concentracion optima para lograr inhibicion es entre 0,2 yM — 2uM en el
modelo in vitro, siendo necesario realizar las pruebas de campo, evaluar y

optimizar la concentracion 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 infeccion y con aplicacion del péptido se logra la

inhibicién en la expresién del virus.

e En conclusion, los resultados de los experimentos realizados en esta

investigacion demuestran la validez de la hipotesis propuesta.
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10. RECOMENDACIONES

¢ Eluso de la tecnologia de sintesis quimica en fase sélida para la generacién de
cualquier péptido, permite mucha versatilidad tanto en la secuencia como
estructura deseada. Sin embargo, los mecanismos de accién de estas
moléculas no son faciles de descifrar. No existe una metodologia estricta para
la evaluacion, debido a esto es que se propone el desarrollo nuevas
metodologias para evaluacién de ultraestructura con microscopia electronica
de transmision, que nos porvee de informacion visual de la accion de los

péptidos.

¢ El modelo propuesto de evaluacion de los péptidos tanto en la linea celular
permanentemente infectada como en la infectada de novo con el virus IPN,
segun los analisis estadisticos muestran que los ensayos presentan diferencias
significativas entre los tratamientos en la 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 aminoacidos a utilizar y la concentracion a la cual es efectiva, para poder

cuantificar y evaluar su uso.

» Se recomienda que para futuros trabajos con IPNV y péptidos, la evaluacion de
la respuesta inmune que puede dar luces de los mecanismos por los cuales

actuan estas moléculas.

» Se sugiere ademas estudios de colocalizacion entre la molécula de interés y el

patégeno que demuestren directamente su actividad.
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11. Nomenclatura

AA
ADN
AMB
ANOVA
ARN
ATCC
BSA

C

CD
cDNA
CHSE-214
cmp
CP
DAB
DEPC
DI
DNAsa
dNTPs
ds RNA
E

EDT
EDTA
ELF-12
ELISA
F

FITC

F-moc

G-10
GFP
GLM
GMP
GMP

Aminoécidos

Acido desoxirribonucléico
Antimicrobiano

ANDEVA: analisis de varianza

Acido ribonucléico

American Type Culture Center

Albumina de suero Bovino

Capsomeros

Dicroismo circular

ADN complementario

Células embrionarias de Salmon Chinook
Conteos por minuto

Crossing Point

3.3’-diaminobenzidina tetrahidroclorido
Dietil pirocarbonato

Particulas Defectivas Interferentes
Desoxirribonucleasa
deoxirribonucledétidos trifosfato

ARN de doble hebra

eficiencia de cada partidor

Etanaoditiol

Etilendiamina tetracetato

Factor de elongacion proteica

Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas
Proporcion entre la variaciéon entre grupos dividida por la varianza
dentro de los grupos

Fluoresceina isothiocyanato
9-fluorenilmetoxicarbonil

fuerza gravitatoria

Sephadex G-10 (matriz de dextran y epiclorohidrina)
Proteina verde fluorescente

General Linear Model

Buenas practicas de manofactura

Guanosina Monofosfato
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hpi

HPLC

hpt

IBDV
IPNV
ISAV
M.W.
MALDI-TOF
MEM
MMLV
MOl
mRNA
MS

Mx

n

nt

OID

OIE

ORF

Y
P.salmonis
PBS

PCR
PEG-6000
gPCR

RZ

rBv

RFLP
RNA-BD
RNasa
RP-HPLC
rpm
RT-PCR
RT-gPRC rt
SBF

SDS
SDS-page

Horas post infeccion

Cromatografia liquida de alta presion

Horas post tratamiento

Infectious Bursal Disease Virus

Virus de la Necrosis Pancreatica Infecciosa

Virus de la Anemia Infecciosa del Salmén

Peso molecular

Desorcion/ionizacion laser asistida por matriz — en tiempo de vuelo.
Modified Eagle’s Medium

Transcriptasa inversa del virus de la leucemia Murina-Maloney
Multiplicidad de Infeccion (particulas virales/ células)
ARN mensajero

Espectrometria de masa

Proteina inmune Mx

Numero de réplicas

nucleétidos

Dominio de oligomerizacion

Oficina Internacional de Epizootias

Marco de lectura abierta

Probabilidad

Piscirickettsia salmonis

Buffer fosfato salino

Reaccion en cadena de la polimerasa

polietilen glicol 6000

PCR cuantitativa.

coeficiente de determinacién

Baculo virus recombinante

Restriction fragment lenght polimorfism

Dominio de union al ARN

Ribonucleasa

Cromatografia liquida de alta presién en fase reversa
revoluciones por minuto

Transcripcion reversa acoplada a PCR

Transcripcion reversa acoplada a PCR cuantitativa en tiempo real.
Suero Bovino Fetal

Sodium Dodecyl Sulfate

Sodium Dodecyl Polyacrylamide Gel Electrophoresis



SPPS
ssRNA

t-Bu
TCIDso%

TFA
TIS
VIH-1
VP1-BD

Unidades

°C
pL
pm
UM
A°
cm
cm?
d

h

kb
kDa
M
mg/L
mM
mm
ng
nm
nM

pb

Sintesis de péptidos en fase solida

ARN de hebra simple

Tiempo

Triangulacién

Grupo tert-butilo

Dosis que infecta el 50% del tejido o cultivo celular, corresponde a la
concentracién del agente patégeno, se mide en ml.
Acido trifluoroacético

Triisopropilsilano

Virus de la inmunodeficiencia tipo 1

Dominio de union a VP1

grados celsius
Microlitro
Micrémetro
micromolar
Amstrong
Centimetro
centimetros cuadrados
Dias

Horas

Kilobases
KiloDaltons

Molar

Miligramos por litro
Milimolar

Milimetro
nanégramo
nanometro
nanomolar

Pares de bases
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Cdédigos de unay tres letras para los aminoacidos

Alanina

Arginina

Acido aspartico
Asparagina
Cisteina

Acido Glutamico
Glicina
Glutamina
Histidina

Isoleucina

Ala, A
Arg, R
Asp, D
Asn, N
Cys, C
Gly, E
Gly, G
Gin, Q
His, H
lle, |

Leucina
Lisina
Metionina
Fenilalanina
Prolina
Serina
Tirosina
Treonina
Triptofano
Valina

Leu, L
Lys, K
Met, M
Phe, F
Pro, P
Ser, S
Tyr, Y
Thr, T
Trp, W
Val, V
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e 13. Anexos

13.1. Presentaciones a congresos
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13.2. Alineamiento de secuencias del segmento A de los 6 genogrupos de
birnavirus. (Clustal W).

Genogrupo Cepa NCBI Nucleétido | NCBI Proteina | Swiss-Prot
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 AAK32164 Q990M6

Alineamiento Clustal de genogrupos de IPNV. La region de los péptidos selecionados
esta marcada en gris.

Q990M6 VR299 MSTSKATATYLRSIMLPENGPASIPDDITERHILKQETSSYNLEVSESGS 50
P05844 Gl Ja MSTSKATATYLRSIMLPENGPASIPDDITERHILKQETSSYNLEVSESGS 50
Q990P9 G2 Ab MSTNKATATYLKSIMLPETGPSSIPDDITERHILKQETSSYNLEVSDSGS 50
Q703G9Y9 G3 Sp MNTNKATATYLKSIMLPETGPASIPDDITERHILKQETSSYNLEVSESGS 50
Q990P7 G4 Te MNTNKATATYLKSIMLPETGPASIPDDVTERHILKQETSSYNLEVSESGS 50
Q990P5 G5 C2 MNTNKATATYLKSIMLPETGPASIPDDITERRILKQETSSYNLEVSDSGS 50
Q990P8 G6 He MTNNKNTATYLKSIMLPESGPASIPDDVTERHILKQETSSYNLEVSESGS 50

* o okkokok ke kkkok kR Ak odbdkkhaddkhdrrdbhddtardbddiiro.kkt

Q990M6 VR299 GLLVCFPGAPGSRVGAHYRWNLNQTALEFDQWLETSQDLKKAFNYGRLIS 100
P05844 G1 Ja GLLVCFPGAPGSRVGAHYRWNLNQTALEFDQWLETSQDLKKAFNYGRLIS 100
Q990PY9 G2 Ab GVLVCFPGAPGSRVGAHYRWNVNQTELEFDQWLETSQDLKKAFNYGRLIS 100
Q703GS G3 Sp GVLVCFPGAPGSRIGAHYRWNANQTGLEFDQWLETSQDLKKAFNYGRLIS 100
Q990P7 G4 Te GVLVCFPGAPSSRVGAHYRWNANQTELEFDQWLETSQDLKKAFNYGRLIS 100
Q990P5 G5 C2 GLLVCFPGAPGSRVGAHYKWNANQTALEFDQWLETSQDLKKAFNYVRLIS 100
Q990P8 G6 He GILVCFPGAPGSRIGAHYRWNANQTQLQFDQWLETSQDLKRAFNYGRLIS 100

ek khdhkhkhkk Fohkekkdohakk Fhbhk kekbhkhkaxkdkbokkkk oo bk ok ok ¥ ¥ kK

Q990M6 VR299 RKYDIQSSTLPAGLYALNGTLNAATFEGSLSEVESLTYNSLMSLTTNPQD 150
P05844 G1 Ja RKYDIQSSTLPAGLYALNGTLNAATFEGSLSEVESLTYNSIMSLTTNPQD 150

Q990P9 G2 Ab RKYDVQSSTLPAGLYALNGTINAATFEGSLSEVESLTYNSLMSLTTNFQD 150
Q703G9 G3 Sp RKYDIQSSTLPAGLYALNGTLNAATFEGSLSEVESLTYNSLMSLTTNPQD 150
Q9S0P7 G4 Te RKYDIQSSTLPAGLYALNGTLNAATFEGSLSEVESLSYNSLMSLTTNPQD 150
Q990P5 G5 C2 RRYDIQSSTLPAGLYALNGTLNAATFEGSLSEVESLTYNSLMSLTTNPQD 150

Q990P8 G6 He RKYDIQSSTLPAGLYALNGTINAATFEGSLSEVPNLSYNSLMSLTTNPQD 150

Fohkk ke dokkkhkhdkok ok kkhdk ok o kb ok ok ok ok F ok etk ko ke E ok ke ok ok ke ok ok

Q990M6 VR299 KVNNQLVTKGITVLNLPTGFDKPYVRLEDETPQGPQSMNGARMRCTAAIA 200
P05844 Gl Ja KVNNQLVTKGITVLNLPTGEDKPYVRLEDETPQGPQSMNGARMRCTAAIA 200
Q990P8 G2 2Ab KVNNQLVTKGVTVLNLPTGFDKPYVRLEDETPQGPQSMNGARMRCTAAIA 200
Q703G8 G3 Sp KVNNQLVTKGVTVLNLPTGFDKPYVRLEDETPQGLQSMNGAKMRCTAAIA 200
Q990P7 G4 Te KVNNQLVTKGVTVLNLPTGFDKPYVRLEDETPQGLQSMNGAKMRCTAAIA 200
Q990P5 G5 cC2 KVNNQLVTKGITVLNLPTGFDKPYVRLEDETPQGLLSMNGAKMRCTARIA 200
Q990P8 G6 He KVNNQLITKGVTVLILPTGFDKPYVRLEDETPKGLQSMNGSTMRCTGVIS 200
J"J'#"'f*:‘}"."i‘:?’(#’r i'*x?'}"‘r'\'*'ir}"i'L'\':k}*}*:i }‘*if\": P#f‘.‘r:
Q990M6 VR299 PRKYEIDLPSERLPTVAATGTPTTIYEGNADIVNSTTVTGDITFQLEAEP 250
P05844 Gl Ja PRRYEIDLPSERLPTVAATGTPTTIYEGNADIVNSTAVTGDITFQLEAEP 250
Q990P9 G2 Ab PRRYEXDLPSERLPTVAATGTPTTIYXGXGDIVNSTTVTGDISFSLANNP 250
Q703G9 G3 Sp PRRYEIDLPSQRLPPVPATGTLTTLYEGNADIVNSTTVTGDINFSLAEQP 250
Q990P7 G4 Te PRRYEIDLPSQRLPTVPATGTLTTIYEGNADIVNSTTVTGDINFRLPAAP 250
Q990P5 G5 C2 PRRYEIDLPSERLPPAQATGTLTTMYEGNADIVNSTTVTGDISFSLATAP 250

Q990P8 G6 He PRRYEIDLPNEALPPVPATGTYVTLYEGNADIVNSTTGSGDINFNLQQAP 250

kk ok kkd o kb K Kk P Hohok ok ok ke ok ok o+ ok »
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VNETRFDFILQFLGLDNDVPVVTVTSSTLVTADNYRGASAKFTQSIPTEM
VNETRFDFILQFLGLDNDVPVVTVTSSTLVTADNYRGASAKFTQSIPTEM
TADIKFDFQLDFLGLDNDVPVVTVTSSVLVNADNYRGASAKMTMSIPTEN
ADETKFDFQLDFMGLDNDVPVVTVVSSVLATNDNYRGVSAKMTQSIPTEN
PADTKYDFQLDFVGLDNDIPVVSITSSVLATAANFSGVSAKFTQSIPTED
AAETTFEFQLDFLGLDNNVPVVTVISTALATKENHLGVSAKMTQAIPTES
ANETKFDFKLEFLGLDNDEPVVTVVSSVLATEANYRGISAKMTQSIPTEN

e ek ke ke ok ok kR . KK . * . * * * d ok ke s K ko
.. P . .. . .. . . .

ITKPITRVKLAYQLNQQTAIANAATLGAKGPASVSFSSGNGNVPGVLRPI
ITKPITRVKLAYQLNQOTATANAATLGAKGPASVSFSSGNGNVPGVLRPI
ITKPITRVKLSYKVNQQTAIANPATLGTLGPASVSFSSGNGNVPGVLRPI
ITKPITRVKLSYKINQQTAIGNVATLGTMGPASVSFSSGNGNVPGVLRPI
ITKPITRVRLSYKVNQQAARITTAATLGALGPASVSFSSGNGNVPGVLRPI
ITKPITRVRLSYKLNQQTEIGNAATLGALGPATVSFSSGNGNVPGVLRPI
ITKPVTRVRLSYKINQQTEIGNTATLGVLGPASVAFSSGNGNVPGVLRPI

Fkhok o T kb ek ek ek kke F dok ok ke Ar ke ok ek F ok ok ok kR Rk ok ok xRk

TLVAYERKMTPQSILTVAGVSNYELIPNPDLLKNMVTKYGKYDPEGLNYAK
TLVAYERMTPQSILTVAGVSNYELIPNPDLLKNMVTKYGKYDPEGLNYAK
TLVAYERKMTPQSILTVAGVSNYELIPNPELLKNMVTRYGKYDPEGLNYAK
TLVAYEKMTPLSILTVAGVSNYELIPNPELLKNMVTRYGKYDPEGLNYAK
TLVAYERMTPQSILTVAGVSNYELIPNPELLKNMVTRYGKYDPEGLNYAK
TLVAYEKMTPQSILTVAGVSNYELIPNPDLLKNMVTKYGKYDPEGLNYAK
TLVAYEKMTPQSVLTVAGVSNYELIPNPDLLRNMVTHYGKYDPEGLNYAK

Fhbk Ak Ak hFE kedhdhhkkhkrrobhkxhkhkdok e kk ek kK e kb ok kxR kR kA K,
. . . .

MILSHREELDIRTVWRTEEYKERTRAFKEITDF
MILSHREELDIRTVWRTEEYKERTRAFKEITDF
MILSHREELDIRTVWKTEEYKERTRVEFNEITDF
MILSHREELDIRTVWRTEEYKERTRVENEITDF
MILSHREDLDIRTVWKTEEYRERTRVENEITDF
MILSHREELDIRTVWRTEDYKERTRVENEITDF
MILSHREDLDIRTVWRTEDYKERTRVFNEITDE

i'k*'”*i*-;k**k**:*io*o‘i‘*** Foe kok ok ok E e ook

LFPMAAPLIGAADQFIGDLTKTNSAGGRYLSHAAGGRY
LEPMAAPLIGRADQFIGDLTKTNSAGGRYLSHAAGGRY
LEPMARPLIGVADQLIGDLTNTNAAGGRYRSMAAGGRY
LFPMAAPLIGMADQFIGDLTKTNAAGGRYHSMAAGGRY
LFPMAAPLIGVADQLIGDLTNTNAAGGRYRSMAAGGRY
LFPMAAPLIGIADQFIGDLTKTNAAGGRYNSMAAGGHH
FPMAAPLIGMADQFIGDLTKTNASGGRYNSHAAGGRY

hk ok ok ok ok o ok wkok ok ok kR ok r*i--*'."\i'i‘{"-"r}o:*'**')' * =kkk e o
. . . . ..

HDVMDSWASGSEAGSYSKHLKTRLESNNYEEVELPKPTKGVIFPVVHTVE
HDVMDSWASGSEAGSYSKHLKTRLESNNYEEVELPKPTKGVIFPVVHTVE
KDVMDSWASGGPDGKFSQALKNRLESANYEEVELPPPSKGVIVPVVHTVQ
KDVLESWASGGPDGKFSRALKNRLESANYEEVELPPPSKGVIVPVVHTVK
KDVLESWASGGPDGKFSQALKNKLESTNYEEVELPAPSKGVIVPVVHTIR
RDVMESWASGKODGRFSQSLKNRLESANYEEVELPPPQKGVIVPVVHTVE
KDVLETWASGSNTGRFSMSLKKRLESTNYEEVELPRPERGVIVPVVHTVEK

R * e ¥ ok ekhkk kkkhkAkkd ke kdk i—v’«‘}*&:

SAPGEAFGSLVVVIPGAYPELLDPNQQVLSYFKNDTGCVWGIGEDIPFEG
SAPGEAFGSLVVVIPEAYPELLDPNQQVLSYFKNDTGCVWGIGEDIPFEG
SAPGEAFGSLAIIIPGEYPELLDANQQVLSHFANDTGCVWGIGEDIPFEG
SAPGEAFGSLAIIIPGEYPELLDANQQOVLSHFANDTGSVWGIGEDIPFEG
SAPGEAFGSLAIIIPGEYPELLDANQQVLSYFANDTGCVWGIGEDIPFEG
SAPGEAFGSLAIIIPGEYPELLDANQQVLSHFANDTGSVWGLGEDVPFEG
SAPGEAFGSLAIIIPGEYPELLDPNQQVMSSFLGDTGCIWGIGEDLPFEG
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KAk F bk ok kxF e e kR khkkhkrdk hkEF ok K bk ok kok ek kk e bk ko

DDMCYTALPLKEIKRNGNIVVEKIFAGPVMGPSSQLALSLLVNDIDEGIP
DDMCYTALPLKEIKRNGNIVVEKIFAGPAMGPSSQLALSLLVNDIDEGIP
DDMCYTALPLKEIKPNGNIIVEKIFAGPIMGPSAQLGLSLLVNSIEEGVP
DNMCYTALPLKEIKRNGNIVVEKIFAGPIMGPSAQLGLSLLVNDIEDGVP
DDMCYTALPLKEIKPNGNIIVEKIFAGPIMGPSAQLGLSLLVNDIDEGVP
DNMCYTALPLKEIKKNGNIIVEKIFAGPIMGPSAQLGLSLLVNDIDEGVP
DDMCYTALPLKEIKANGNIVVEKIYAGPIMGPSAQLGIYLLVNDIQEGVP

keokdFhkhkkhhdkhtdk hkkdkeoeihkFhke kik gk ok o b . ER *owow ke K

RMVETGEIADDEETVIPICGVDIKAIAARHEHGLPLIGCQPGVDEMVANTS
RMVFTGEIADDEETVIPICGVDIKAIAAHEHGLPLIGCQPGVDEMVANTS
RMVFTGEIAADEETITIPICGVDIKAIAAHEQGLPLIGCQPGVDEEVSNTS
RMVFTGEIADDEETIIPICGVDIKAIAAHEQGLPLIGNQPGVDEEVENTS
RMVFTGEIASDEETIIPICGVDIKAIAAHEQGLPLIGNQPGVDEEVANTS
RMVFTGEIAEDEETIIPICGVDIKAIAAHEQGLPLIGNQPGVDEEVKTTS
RMVFTGELGQDEESIIPICGVDIKAIAARHELGLPLVGNQPGVDEEVPTTS

ok kok ok w ok . hk ke ekkd bk Ak x bbbk hohd kkkd ek kA F bk K * %

LASHLIQSGALPVQKAQGACRRIKYLGQLMRTTASGMDAELQGLLQATMA
LASHLIQGGALPVQKAQGACRRIKYLGQLMRTTASGMDAELOGLLQATMA
LAAHLIQTGTLPVQKRKAKGANKRIKYLGELMSSIASGMDEELQRLLSATMA
LAAHLIQTGTLPVQRAKGSNKRIKYLGELMASNASGMDEELQRLLNATMA
LAAHLVQTGALPVQKAKGYVNKRIKYLGELMTSIASGMDEELQRLLNATMA
LAAHLIQSGTLPVQKAKGASKRIKYLGELMQTTASGMDEELQNLLAATMA
LAAHLIQKGTLPVQKACGVDKRIKHLGLLMDSNASGMDEELQRLLSATMA

ok Kk ek * ek kok ok ek - ek ke ok k * ¥ . B &k H * XK koK
. . . . . . .

RAKEVKDAEVFKLLKLMSWTRKNDLTDHMYEWSKEDPDAIKFGRLVSTPP
RAKEVKDAEVFKLLKLMSWTRKNDLTDHMYEWSKEDPDAIKFGRLVSTPP
RAKEVKDAEIFKLLKLMSWTRKNDLTDHMFEWSKEDPDAIKFGRLISTPP
RAKEVODAEIYKLLKLMAWTRKNDLTDHMYEWSKEDPDALKFGKLISTPP
RAKEVKDAEIFKLLKLMAWTREKNDLTDHMFDWSKEDPDAIKFGRLISTPP
RAKAVKDAEIYKLLRLMSWTRKNDLTDHMYEWSREDPDAIKFGKLISTPP
RAKEVKDAEIYKLLRLMSWTRKNGLTDHMYEWSREDPDAVKFGRLISTPP

hhh ok ek s kb e kok o bokkkok Fohkokk e s kk oo kokohok ok s hkokok ook oo kokok ok

KHREKPKGPDQHTAQEAKATRISLDGVKAGADFASPEWITENNYRGPSPG
KHQEKPKGPDOHTAQEAKATRISLDAVKAGADFASPEWIAENNYRGPSPG
KHPEKPKGPNQHAAQEARAVRISLDAVRAGAEFATPEWVATNDYRGPSPG
KHPEKPKGPDQHHAQEARATRISLDAVRAGADFATPEWVALNNYRGPSPG
KHPEKPKGPDQRTAQEARATRISLDAVRAGADFATPEWVALNNYRGPSPG
KHPEKPKGPDQHQAQEAKAIRISLDAVRAGANFATTEWVAENHYRGPSPG
KHQEKPKGPDQHTAQEARAARISLDAVKAGADFASPEWIAENNYRGPSPG

*F hkhkkFFohke ke Fohhkdek FhkAxk -}r‘**‘ir:i--l-- dkoew & kokokdkkokok

QFKYYMITGRVPNPGEEYEDYVRKPITRPTDMDKIRRLANSVYGLPHQEP
QFKYYMITGRVPNPGEEYEDYVRKPITRPTDMDKIRRLANSVYGLPHQEP
QFKYYLITGRTPDPNDGYEDYIKQTITKPTDMNKIRRLANSVYGLPHQEP
QFKYYLITGREPEPGDEYEDYIKQPIVKPTDMNKIRRLANSVYGLPHQEP
QFKYYLITGRTPDPDDEYEDYIKQTITKPTDMTKIRRLANSVYGLPHQEP
QFKYYMITGEAPEPGEEYEDYIKRPIVKPTDMTKIRRLANSVYGLPHQEP
QFKYYKITGNTPNPGDEYEDYVTRPITRPTDMTRIRRLANSVYGLPHQEP

*ok ok ok ok Kk ok ok koo ke kkokF e e ko ek kkh ek kk kb ok kokkhoh ok kkkH
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APDDFYQAVVEVFAENGGRGPDQDQMODLRDLARQMKRRPRPAETRRQTK
APDDFYQAVVEVFAENGGRGPDQDQMODLRDLARQMKRRPRPAETRRQTK
APEEFYDAVAAVFADNDGRGPDQDQMQDLRELARRMKRRPRTAEAPRRTR
APEEFYDAVAAVFAQNGGRGPDQDQMODLRELARQMKRRPRNADAPRRTR
APEEFYDAVAAVFADNDGRGPDQDOMQODLRELARRMKRRPRNADTPRKTR
APEPFYEAVAAVFAENGGRGPDQDOMQDLRELARHMKRHPKNAATPRKTR
APEEFYNAVAAVFSENGGRGPDQDQMLDLRDLARSMKRPPRTAATPRRAR

{"ﬁ': ""i':*i'. '.l'-ﬁ::k_i-{-i*-}'}r'l‘\“\' 'k'k‘i’:%"ki' ok ok '*: * z A:::
TPPRAATSSGSRFTPSGD---- 968
TPPRAATSSGSRFTPSGDDGEV 972
APAREPAPQRSSRFTPRGE---- 968
APAEPAPPGRSRFTPSGDNAEV 972
APTEPAPQRSSRFTPRGE---- 968
PPAEKAPSSGSRYIPPGL---- 968
APAETAPARTSRFTPLGN---- 968

* * *ok e ok k

950
950
950
950
950
950
950

118



13.3. Modelacién de péptidos seleccionados

GIM 66

Figura 35. Representaciones de columna veriebral y de la superficie de la estructura
secundaria de péptidos GIM 66. El modelo se construyd sobre la base de la identificacién de
AP 2IMU. EI cédigo de color utilizado: basico azul, blanco, verde y rojo acido hidrofébicas,
polares, sin carga alguna. Creado con VMD.

GIM 182

Figura 36. Representacion del péptido GIM 182, en verde, generado con SPdb.
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13.4. Resultado de secuenciacion 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 la zona de la proteina VP2, clonados en TOPOTA, y
secuenciados, resultados de secuencias identificadas en Genbank.
pTOPO_IPNV_213pb.

gb|AY354521.1| Infectious pancreatic necrosis virus isolate Sp122 12-kDa nonstructural protein, 108-kDa
polyprotein, and 25-kDa nonstructural protein genes, complete cds
Length=3097

2e-97
0/202 (0%)

Score = 363 bits (196), Expect
Identities = 200/202 (99%), Gaps
Strand=Plus/Plus

Query 7 CAACAGGGTTCGACAARACCATACGTCCGCCTAGAGGATGAGACACCCCAGGGTCTCCAGT 66
PEEErrererer et e e et e e e e e e e ter et el
Sbjct 618 CAACAGGGTTCGACARACCATACGTCCGCCTAGAGGACGAGACACCCCAGGGTCTCCAGT 677

Query 67 CAATGAACGGGGCCAAGATGAGGTGCACAGCTGCAACCGCACCGCGGAGGTACGAGATCG 126
FEREEEEEEEr e et e e et e e e b e e e e e el
Sbjct 678 CAATGAACGGGGCCAAGATGAGGTGCACAGCTGCAACTGCACCGCGGAGGTACGAGATCG 737

Query 127 ACCTCCCATCCCAACGCCTACCCCCCGTTACTGCGACAGGAACCCTCACCACTCTCTACG 186
FEEETErr e e ettt e e e e e et e e e e e e et e e el
Sbjct 738 ACCTCCCATCCCAACGCCTACCCCCCGTTACTGCGACAGGAACCCTCACCACTCTCTACG 797

Query 187 AGGGARRCGCCGACATCGTCAAR 208

FELEEEEEEr e
Sbjct 798 AGGGAAACGCCGACATCGTCAR 819

214 pb (VR-299 carril 16)
GCCCTTCAACAGGGTTCGACAAACCATACGTCCGCCTAGAGGACGAGACACCCCAGGGTCTCCAGTCAATGAACGGGG
CCAAGATGAGGTGCACAGCTGCAACCGCACCGCGGAGGTACGAGATCGACCTCCCATCCCAACGCCTACCCCCCGTTA
CTGCGACAGGAACCCTCACCACTCTCTACGAGGGAAACGCCGACATCGTCAAAGGGC

5'3' Frame 3

PSTGFDKPYVRLEDETPQGLQSMNGAKMRCTAATAPRRYEIDLPSQRLPPVTATGTLTTLYEGNADIVKG

gi|9630637|ref|NP_047196.1]| KVNNQLVTKGITVLNLPTGFDKPYVRLEDETPQGPQSMNGARMRCTARIA 200
pr3r  eeseeeSeeosmess PSTGFDKPYVRLEDETPQGLQSMNGAKMRCTAATA 35

Khkdkhrkrhhhkrhhhhhddx dhhrhkrhk . hhkxdhd *

gi|9630637|ref|NP_047196.1| PRRYEIDLPSERLPTVAATGTPTTIYEGNADIVNSTAVTGDITFQLEAEP 250
53" PRRYEIDLPSQRLPPVTATGTLTTLYEGNADIVKG---——-——-—————— 70

Fhhkhkdhhkhhk.ddkhk *.hdkdkhk *h.hkdkhrrhhd.

213 pb (VR-299 carril 14)
GCCCTTTGACGATGTCGGCGTTTCCCTCGTAGAGAGTGGTGAGGGTTCCTGTCGCAGTAACGGGGGGTAGGCGTTGGG
ATGGGAGGTCGATCTCGTACCTCCGCGGTGCAATTGCAGCTGTGCACCTCATCTTGGCCCCGTTCATTGACTGGAGAC
CCTGGGGTGTCTCGTCCTCTAGGCGGACGTATGGTTTGTCGAACCCTGTTGAAGGGC

3'5' Frame 3
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PSTGFDKPYVRLEDETPQGLQSMNGAKMRCTARIAPRRYEIDLPSQRLPPVTATGTLTTLYEGNADIVKG

gi|9630637|ref|NP_047196.1| KVNNQLVTKGITVLNLPTGFDKPYVRLEDETPQGPQSMNGARMRCTAAIA 200
3y T SeeeeeeeeEmme—— PSTGFDKPYVRLEDETPQGLQSMNGAKMRCTAAIA 35

dhkhkhkhkhkhkhhhkhhkhhdkdr dhhhkrh o hdkhhhdhhr

gi|9630637|ref|NP_047196.1| PRRYEIDLPSERLPTVAATGTPTTIYEGNADIVNSTAVTGDITFQLEAEP 250
357 PRRYEIDLPSQRLPPVTATGTLTTLYEGNADIVKG--=----==-——=——= 70

dhkhkkhkhkhhk.dkhdhk *o.hkkh **;**i*****:_

214pb (NVIO15 carril 21)
GCCCTTCAACAGGGTTCGACAAACCATACGTCCGCCTAGAGGACGAGACACCCCAGGGTCTCCAGTCAATGAACGGGG
CCAAGATGAGGTGCACAGCTGCAATTGCACCGCGGAGGTACGAGATCGACCTCCCATCCCAACGCCTACCCCCCGTCA
CTGCGACAGGAACCCTCACCACTCTCTACGAGGGAAACGCCGACATCGTCAAAAGGGC

5'3'" Frame 3

PSTGFDKPYVRLEDETPQGLQSMNGAKMRCTAAIAPRRYEIDLPSQRLPPVTATGTLTTLYEGNADIVKR

gi|9630637 | ref |NP_047196.1] KVNNQLVTKGITVLNLPTGFDKPYVRLEDETPQGPQSMNGARMRCTAAIA 200
st3» . wecesccsecccsee- PSTGFDKPYVRLEDETPQGLQSMNGAKMRCTAARIA 35

hhkkhkhkhhkhkhkdhhhkhhhdhkdk *hhdhkhohhrhdrdhrh

gi|9630637|ref|NP_047196.1| PRRYEIDLPSERLPTVAATGTPTTIYEGNADIVNSTAVTGDITFQLEAEP 250
S¥3 PRRYEIDLPSQRLPPVTATGTLTTLYEGNADIVKR-——=-—===——==—= 70

Fhkkkkkkhkkhk s hkdk kokkkk kkokkkkhkkkk,

Aislado IPNV en CHSE-214 Resultado del Blast (NCBI, genbank)
VR-299 carril 16 isolate Sp122

VR-299 carril 14 isolate NVI-020

NVI015 carril 21 isolate NVI-013
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Esquema Plasmido TOPO TA IPNV.

Los sitios de restriccion estan marcados

acZa ATG ;
M13 Reverse Primer | Hird Il Kpn Sac| BamHl  Spel

| Jlie | I
CAG GAA ACA GCT ATG ACL ATG ATT ACG CCR AGC TTG GTA CCG AGC TCG GAT CCA CTA
GTC CTT TGT CGA TAC TG[S TAC TAR TGC GGT TCG AAC CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT

BstX| EcoR| EC?R I

GTA ACG GCC GCC AGT GTG CTG G TTC GCC CTTF-Ty-F- PR neeeari; GGC GAR TTC TGC
CAT TGC CGG CGG TCA CAC GRC CTT ARG CGG GAjZ) ¢ TTC CCG CTT AAG ACG

M13 Forward (-20) Primer
AGT GAG TCG TAT TA[ RAT TCA [CTG GCC GTC GTT TTA CRA Ci
\ TCA CTC AGC ATA AT|G TTA AGT |GAC CGG CAG CAA AAT G

GT CGT GAC TGG GAA AAC
T GCA GCA CTG ACC CTT TTG

P

Producto PCR IPNV 213 p.b.
5-3

GCCCTTCAACAGGGTTCGACAAACCATACGTCCGCCTAGAGGACGAGACACCCCAGGGTCTCCAGTCAATGAACGGGG

CCAAGATGAGGTGCACAGCTGCAATTGCACCGCGGAGGTACGAGATCGACCTCCCATCCCAACGCCTACCCCCCGTCA

CTGCGACAGGAACCCTCACCACTCTCTACGAGGGAAACGCCGACATCGTCAAAAGGGC
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13.5. Reaccion de clonacion Topo (para E. coli quimicamente

competentes)

PCR producto 3 pL (0,5-4 pL)

Solucion Salina 1L

H,O agregar a un volumen total de 5 pL
Topo vector 0.7 yL

Volumen Final 6 pL

Incubar por 12 minutos a temperatura ambiente y luego poner en hielo.

Agregar topo + PCR a 50 uL 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 agitacion horizontal, agregando 250 pL de
medio LB.

e Plaqguear en agar LB + Km (50 pg/ml)
¢ Incubar toda la noche a 37°C.
Colony PCR

Picar al menos 20 diferentes colonias y hacer reacciones independientes de
PCR para cada una, verificacién del inserto por electroforesis en gel de
agarosa al 2% tefiido con gel red o bromuro de etidio.

Primers: SNPF-R: VP2

Purificacion de plasmido 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 o pipetear up and down)

Adicionar 250 pL de Buffer P2 y mezclar cuidadosamente invirtiendo los tubos
4-6 veces (no vortex)

Adicionar 350 uL 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 decantacién o pipeteo

Centrifugar por 30-60 segundos descartar fluido

Obs: Lavar la columna QlAprep spin adicionando 0,5ml Buffer PB y centrifugando
por 30-60 seg. Descartando el fluido.

e Lavar la columna QlAprep spin adicionando 0,75ml de Buffer PE y centrif
30-60 seg

e Descartar el liquido y centrifugar por 1 minuto para remover el buffer
residual

e Traspasar la columnaQlAprep a un Ependorff limpio de 1,5ml. Para eluir el
DNA, adicionar 50 pL de Buffer EB (10mM Tris-HCI, pH 8,5) o agua en el
centro de la columna QlAprep, dejar actuar 1 minuto y centrifugar por 1
minuto.
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13.6. Curvas de calibracién de RT-gPCR

A continuacién se presentan las curvas de calibracion, para la cuantificacién absoluta
de VP2 de IPNV.

A B
401 40-
30+ 30
O 20- 5 20

‘o y =-0,0003x + 11,611 y = -3,6286x + 40,791

R? = 0,9959 b i
3 T T T T T T T c T T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 2 3 4 5 6 7 8 9
Log 4o del n° de copias de plasmido Topo-VP2 Log 44 del n° de copias de plasmido Topo-VP2

Figura 37. Curvas de calibracion para interpolacion de datos en cuantificacion absoluta para
RT-qPCR.

En la grafica A, lo mas remarcable son los puntos 1 al 4 de la recta, que corresponden
a las concentraciones de plasmido-VP2, de 10° hasta 10%, que son ademas, los limites
esperados para obtener informacién acerca de la Infeccion persistente y tiene un R?
muy cercano a 1, lo que hace muy confiable la evaluacion. Por el contrario, en la
gréfica B, lo destacable son los puntos del 6 al 9, que corresponden a valores de 10° a
10°, que son los valores esperables en el modelo de infeccién de novo, y también

presentan una distribucion linear con un R? muy cercano a 1.
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The larger segment of the infectious pancreatic necrosis virus (IPNV) codifies most of the structural and
non-structural proteins of the virus in two overlapping open reading frames (ORFs). The longer of the
two ORF is expressed as a polyprotein which generates a number of variable length peptides of unknown
function during processing. Since an 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
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a common co-infectant of IPNV insalmonid fish, the specificactivity of the novel peptide was significantly
higher than that displayed for bactericidal fish farm antibiotics such as oxolinic acid, flumequine and
florfenicol, which are commonly used to control Piscirickettsiosisin the field.It is potentially significant
that the approach presented in this report providesa novel alternative for generating new and ideally
more efficient and friendly safeguards for bacterial prophylaxis.
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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].

Introduction

Mortality due to disease, decreased growth rates and decreased

d efficiency due to infections are major factors of economic loss
aquaculture. 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
m disease outbreaks have become so significantthat they may
ectthe survivalof the industry. This was the case when Chilean
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iail addresses: claudio jofte c@yahoo.es(C. Jofré), fanny. guzman@ucv.cl
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Albericio), smarshal@ucv.cl (SH. Marshall).
iculture was almost devastated by an aggressive outbreak of

9781/% —see front matter © 2011 Elsevier Inc. All rights reserved.
).1016/j.peptides.2011.01.026

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]. Antimi-
crobial peptides (AMPs) are short amino acid sequences (<100
residues) that are important in the innate immunity of
inverte- brates 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 1
20 homologue peptides from APD database [50].

Peptide Source % Homology % Hydrophobic residues Net charge
p20 IPNV synthetic peptide - 50 3
AP00015 Aurein 2.2; Southern Australian bell frog 40,9 56 1
AP00352 Citropin 1.2 Australian blue mountains tree frog 40.0 56 1
AP00696 Dahlein 1.1 Litoria dahlia Australian aquatic frog 38.1 53 0
AP00353 Citropin 1.3 Australian blue mountains tree frog 38.1 56 1
APO00351 Citropin 1.1 Australian blue mountains tree frog 38.1 56 1

n the bacterial membrane up to a threshold concentration [49],
causing permeabilization/disintegration [33]. However the spe-
cific interaction may vary, with peptides having different ways to
rroduce the membrane permeabilization, including channel aggre-
ates, 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:
1) linear peptides with -helical conformation [7.54]; (2)
yep- tides rich in cysteine residues [41]; (3) peptidesthat form -
heet structures [6]; (4) peptides rich in particular amino acid
esidues, such as proline, with a variable structure [5,7.39,41]; (5)
eptides composed of rare and modified amino acids [41].

The Antimicrobial Peptide Database [50] has over 1600 fully
haracterized AMPs from very diverse organisms. 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
eptides and viral fusion peptides [27], which possess inherent
lexibility and structural adaptability and are known to be
esponsible for differ- ent modes of interaction with double-layer
nembranes, AMPs from viruses havenot as yet been reported.

[PNV is an aquabirnavirus belonging to the Birnaviridae fam-
y whose members have a genome composed of two segments
f double-stranded RNA (dsRNA), called segments A and B, which
re encapsulated into a shell-shaped icosahedral particles (T=13)
rom 60 to 70 nm in diameter [16]. One distinctive feature of the
sirus 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-VP3-OH), which is post-
ranslationally self-cleaved by the serine—lysine viral protease VP4,
eleasing pVP2 and VP3 proteins. The second ORF codifiesa 17 kDa
rotein called VP5 [17,18,45].

Segment B, the shorter coding segment, codifies for the unique
iral RNA-dependent-RNA-polymerase (RDRP) [53].

Intriguingly, in IPNV [19], as well as in other birnaviruses such
s IBDV and blotched snakehead virus (BSNV) [12,13], pVP2 has
een found that releases three well-defined small peptides during
rocessing (four in the case of BSNV) derived from its C-terminal.
'he role played by these peptides is at present unknown, in IBDV
t 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
1 a productive infection.

Another major bacterial pathogen that affects salmon sea farms
vorldwide and with specificimpact in Chile is Piscirickettsia salmo-
is. In Chile, the pathogen behaves with extreme aggressiveness,
ind farms in the southern part of the country have been devastated
yvera very short time period [4]. The use of antibiotics both prophy-
actically and during early fish infection with the bacteria appears

to attenuate the growth of the pathogen but, unfortunately, such
treatments have been largely unsuccessful in stopping discase out-
breaks [9]. Similarly, commercial vaccines against P. salmonis have
not provento 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 florfenicol, 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 farms 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 min-
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 ClustalW alignment [31] including
sequences from the 6 IPNV main known genogroups [3] and con-
sidering the processing pattern of pVP2, we were able to determine
a highly conserved region that defined the master peptide p20
(Table I; Fig. 1).

2.2. Design of peptide variants

With the p20 sequenceas 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 after 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 Fmoc chemistry with a
0.64 substituted rink amide resin and Fmoc amino acids [29].
The peptides were cleaved by treatment with trifluoroacetic acid
(TFA)/triisopropylsilan (TIS)/ethanedithiol/H, O (92.5/2.5/2.5:2.5)
for 2 h and then precipitated with cold diethylether.

The raw peptides were desalted by gel exclusion chromatogra-
phy using G-10 columns (Amersham, USA), analyzed by RP-HPLC
to obtain >95% purity and lyophilized until use. The molar masses
of the peptides were determined by MALDI-TOF MS [42,46].
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PO5844_G1_Ja/N-972
Q990P9_G2_Ab/1-968
Q703G9_G3_Sp/1-972
Q990P7_G4_Te/1-968
Q390P5_G5_C2/1-968
Q990P8_G6_He/1-968
P61825_IBDV/1-1012
QBAZMO_BSNV/1-1069
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1. Top:alignment of IPNV genogroups (G1-G6), IBDV and BSNV, in the pVP2processing region. Asterisksindicate the cleavage site for the three IPNV peptides. Thep20
n is colored pink. Bottom: logo of the p20 peptide accordingto alignment between the 6 IPNV genogroups. The propensity of a givenresidue is related to the sizeof the

>sponding character [10]. (Forinterpretation of the referencesto colorin this figure legend, the reader is referred to the web versionof the article.)

Source of antibiotics

The antibiotics used in fish farms, flumequine PESTANAL®
linic 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
>cted variants were obtained at 25 ° C in a 2 mm path
oth cuvette over 190-260 nm using a CD Spectrometer (J-810 Jasco
poration, Japan), with signal averaging over 10 s per 0.5 nm
rval at a concentration of 02 mM each in 30% 2,2,2-
uoroethanol (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 resultingdata [11].

The NMR structure of pep46 from IBVD (infectious bursal dis-
- virus), as registered in the PDB database (PDB ID: 2IMU, [21]),
s 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 [23].

Microbial strains for in vitro testing

[he following strains were used for in vitro testing: Gram-
itive  bacteria:  Micrococeus luteus (ATCC 4698) and
vhylococeus  epidermidis  (ATCC  49461); Gram-negative
teria: Vibrio ordalii (natural isolate); Vibrio anguillarum (ATCC
06), Vibrio alginolyticus (ATCC 19108), and
rophila (ATCC 23213). All bacteria were grown in Trypticase

Broth (TSB, Difco, Bec- ton Dickinson, MD, USA) except V.
uillarum and V. alginolyticus which were grown in Peptone NaCl

Aeromonas

th. The strains of Vibrio were grown at 26°C while all the others were

vn at 37 ¢ C. P. salmonis LF-89 was grown on Mcl broth at 23 « C at
rpm on an orbital shaker for 3 days [22].

Antibacterial activity test

bacterial activity was determined using the microplate
ras previously described [37,47], with slight modifications. Ten
oliters of serial dilutions of each peptide (12-200 M) were

ced with 100 ml of an exponential phase bacteria culture (OD
-0.3 with 95% of viable cells). The test was performedat a start-
OD of 0.001 at 620 nm for each bacterial strain in the specific

broth. After 24 h 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 [1] and K1, a non-toxic peptide from
Trypanosoma cruzi, as negative control [15]. For P. salmonis, the
antibacterial test was performed at a starting OD of 0.01 at 620 nm
and absorbance values were determined after 72 h 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 (CHSE-214) to the peptides in accordance
with stan- dard laboratory procedures [14.47]. Briefly, cell
monolayers at 70% semi confluence were washed with PBS 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
Trypan 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. 1),

p20
2,00E+05 1

1,00E+05
0,00E+00

-1,00E+05

Molar Ellipticity

-2,00E+05 -

-3,00E+05

-4,00E+05

130 200 210 220 230 240 250 260
Wavelength[nm)]

Fig. 2. CircularDichroismspectra of the p20 peptide.
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ig. 3. 3D structural modelof p20. Left: backbonerepresentations with the key residues indicated. Right: surface representation. Thecolor code used: basic blue, acidicred,

olar without charge green and hydrophobic white. Thefigure was 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- Table 2 , _ _ ‘

essed from pVPQ. 2:::1;:;;(;(';}:? Et;r:des used inthe assays.In the scanalanine (1—-18)each amino
The CD spectra of the master peptide show a clear tendency )

oward an -helical structure (Fig. 2), which together with # Peptide Sequence

he known RMN structure of the I[IBDV homologue peptide 1 p20 WGWRDIVRGIRKVAAPVLST
PDB ID 2IMU) allowed us to construct the 3D model for p20. 2 GIM436 AGWRDIVRGIRKVAAPVLST
his turned out to be a neat amphipatic -helix (Fig. 3) and it 3 QIM437 WAWRDIVRGIRKVAARVLST
howed signif-icant matching with homologous peptides from the B i WOHREDIMREIREVASEVEST
: g : EwWl EQUSPEp 5 GIM439 WGWADIVRGIRKVAAPVLST
\PD database (Table 1; Fig. 4). Using p20 as a reference template, 21 6 GIM440 WGWRAIVRGIRKVAAPVLST
-ariants were designed and chemically synthesized via SPS (Table 7 GIM441 WGWRDAVRGIRKVAAPVLST
). 8 GIM442 WGWRDIARGIRKY AAPVLST
Afterwards, the master peptide and the 18 scan-Ala variants N C{‘M'”-‘ WG“:RDW_"G]RKVA"P\,L?T
bmittad 6 tibacterial test inst selected G 10 GIM444 WGWRDIVRAIRKVAAPVLST
v.crc submitted to a.nl ac en:cl ests against selecte ram pos- 7 GTNIRES WGWRDIVRGARKVAAPYLET
tive and Gram negative bacteria. The analyses clearly demonstrate 12 GIM446 WGWRDIVRGIAKVAAPVLST
he relevance of target residues regarding the maintenance of 13 GIM447 WGWRDIVRGIRAVAAPVLST
pecific activity. Of all the bacteria, Vibrio ordalli was the most sus- 14 GIM448 WGWRD“"RGIRK*"""’VE:
; ¢ 15 GIM449 WGWRDIVRGIRKVAAAVLST
.‘eptlble to almost all theT peptides tested (Table 3). \_thn the 23 Gikiiso H S WREV R GREVAABALST
"HSE-214  fish  cell line was exposed to 10 times the 17 GIM451 WGWRDIVRGIRK VAAPYAST
oncentration used for antibacterial testing, cells were 18 GIM452 WGWRDIVRGIRKVAAPVLAT
mnaffected, thus proving that the activity was not due to any 19 GIM453 WGWRDIVRGIRKVAAPVLSA
ntrinsic toxicity of p20 20 GIM454 GWRDIVRGIRKVAAPVLST
T 1 , of h id ; P sal : | 21 GIMA455 WRDIVRGIRKVAAPVLST
e relevancy of each residue against P. salmonis was also 2= oindse WGWRDIVRGIRKVAAPYL
lemonstrated. On the other hand, although the bacterium is 23 K-1 TLEEFSAKL
Iso sensitive to p20 and the scan-Ala variants, a higher range 24 Bat-2 KKKKKKKKKK
f concentration is needed to achieve full inhibition (Table 4).
Nevertheless, when comparing p20 activity with that displayed
y the most commonly used antibiotics against P. salmonis
n the field, the in vitro analysis clearly shows that p20
ppears
0 be much more efficient (Fig. 5). Antimicrobial assay against P.salmonis
1
¥ : - Elzg icol
orfenico
p20/1-20 w X -0 YA o R
AP00015/1-16 Lrl vEERY vEALBSIL g i
) ) T 2 Flumequine
AP00352/1-16 -GIL FE | | VASVV L--- e
£
AP00696/1-13 -GIL F & | | IV L--=--- £
o
AP00353/1-16 -GILF@EI | VASYV | L--- s
AP00351/1-16 -GIL F @&V | VASIV | L---
4. Alignment of the p20 peptide with antibacterial peptides found in the APD
a base [50]. Thecolor code used: basic blue, acidic red, polar without charge green
1hydrophobic white. Thefigure was created with Jalview[51]. (For interpretation of Fig 5. Comparison of p20 activity versus inhibition of antibiotics used in aquacul-
 references to color in this figure legend, the reader is referred to the web ture industry.

'sionof the article.)
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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-1 Bat2
436 437 438 439 440 441 442 443 444 445 446 447 448 449 450 451 452 453
=) A. hydrophila + - - - - - - - - + + - - - + - - - - - -+
E. coli +4+ + ++ - + ++ + + -t -+ ++ - - 4+ + - + ++ A+ - R
V. anguillarum = = - = = + - = = ++ + = - = - = = + + - +
V. alginolitycus =+ - - = - + - + + +++ +++ + — ++ - ++ ++ L ++ - +
V. ordalli +Ht+ o o ++ 4+ A o s — et -+ + - At + b -t 4 e - A
(+) M. luteus - ++ = + = - - - - + + - ++ - - - + - - - e
S. epidermis + - ++ - - ++ - + + ++ ++ + ++ ++ - + - ++ A+ - o
+ = 100% inhibitionat concentration 100 M, ++=100% inhibitionat concentration 50 M, ++ = 100% inhibition at concentration 25 M, ++++ = 100% inhibitionat concentration 12 M, - = no inhibition.
Table 4
Antibacterial test against Piscirickettsiasalmonis
Bacteria Peptide
p20 Scanalanine Meodifications Controls
GIM GIM GIM GIM GIM GIM GIM GIM GIM GIM GIM GIM GIM GIM GIM GIM GIM GIM GIM GIM GIM k-1 Bai2
436 437 438 439 440 441 442 443 444 445 446 447 448 449 450 451 452 453 454 455 456
Piscirickettsia +++ = - - ++ + + - + + + - - - - + - + + - - - - +
salmonis
++ = 100% inhibitionat concentration 200 M, +++ = 100% inhibitionat concentration 100 M, +Z90% inhibitionat concentration 100 M, - =no inhibition

129
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To determine the minimum epitope able to retain
activity, terminal amino acids were removed (rom both, the N
and the C- terminal ends of the molecule (Table 2). We conclude
hat removal of two amino acids from either end completely
wbolishes  the antibacterial activity of p20 against P. salmonis
Table 4).

1. Discussion

The pVP2-processing-derived p20 peptide sequence turned out
0 be highly conserved in all six IPNV genogroups that were ana-
lyzed (Fig. 1). Nonetheless, the minor changes observed among
genogroups corresponded to amino acids sharing similar physic-
schemical properties such as Ig xL, Rg xK, and K,z xR, with
the exception of Gg xQ (Fig. 1). p20 shares a number of fea-
ures associated with known antimicrobial peptides; among them,
1ydrophobicity, cationicity, amphipaticity and a secondary -helix
structure appears to be the most relevant (Table 1: Figs. 4 and 5).

p20, a non toxic peptide on eukaryotic cells, exhibits high
intibacterial activity against both prototype Gram+ and Gram-
»acteria, as well as against P. salmonis, a marine bacteria
hat
-auses high production losses in salmon aquaculture in Chile. Key
‘¢sidues that suppressed antibacterial activity were detected in
he scan-Ala analysis (Tables 3 and 4). It appears that
‘eplace-ment of a cationic amino acid residue, either lysine or
wrginine, reduces the activity, although changing residues
ocated in the central moiety of the -helix Ry and K;,
peptides GIM446 and GIM447) practically abolishes it. Also,
he N-terminal residues
N3 (peptide GIM438), a putative. anchor residue, and P
pep- tide GIM449) 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 Gy and Iy appear to slightly improve the antibacterial
wctivity of p20 (pep-
ides GIM444 and GIM445), while the Gg x A change can confer
etter  stability to the -helix, proven by the fact that
septide GIM444 shows a 57%  -helix structure versus the 48%
hown by p20 (Fig. 4 and CD spectra deconvolution with
“DSSTR). Further-
nore, the 13 ¥ A change reinforces the idea that the central zone
f the moleculeappears to be pivotal in determining antimicrobial
wctivity.

The results discussedso far show that changing internal amino
wcids 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
'. salmonis. We consider this to be consistent evidence that
reptides derived from the polyprotein precursor of IPNV VP2 do
1ave a func- tional activity. In this case, we proved that a master
yeptide and its derivatives display antimicrobial activity, which,
secause of a number of distinctive features discussed, offers a
10vel 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
moiety of P46. This suggests that the IPNV 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.
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essing of Infectious Pancreatic Necrosis Virus (IPNV) pVP2 yields 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 (>84%) VP2 mRNA in persistently
ted cells and reduces (= 27,5%) 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 genomic segments known as “A” and “B”,
ctively (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-pVP2|CTD-VP4-VP3-COOH); which is
leaved by the serine-lysine viral protease VP4 (Wu et al, 1998), to yield VP3 as a mature protein and the precursor
2|CTD (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
lex processing for the 71-74 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 et al., 2002; Da Costa er al., 2003). The putative functions for these
des are unknown. The pVP2|CTD terminus is processed by VP4 (2, 10) to sequentially generate three small peptides: p3, p2
inally a third peptide p44 plus mature VP2 (Figure 1C) (Da Costa et 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 ef al., 2004). Interestingly, the last peptide produced (referred as p44) is the most stable of
id because of that has been characterized for both IBDV and IPNV (Galloux er 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,
ested 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 1D).

second ORF of segment A codifies a non structural 17 kDa protein called VP5 (Duncan & Dobos, 1986; Duncan et al., 1987;
et al., 2005); while Segment B, the shortest coding sequence, codifies for the unique viral RNA-dependent-RNA-polymerase

P) (Xu et al., 2004).
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1lts

y 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-1, 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.

dation 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 ef al.;
ux et al., 2007), the homology with IPNV p20 is high, there are conserved residues as G, Ds, Ig, Rg, Ao, P11, V12, Sio and Tog;

ome changes that shares physicochemical properties as W F, W;F, K4R, VI, K;3R, V31, L1V (Figure 3).

inhibitory effect by fluorescent microscopy. Considering that in de novo infection viral RNA synthesis begins only a few
s later, we evaluated the putative inhibitory action of p20 over CHSE-214 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)

iction 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=0,0001. 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-1 peptide. Additionally, when comparing positive and negative controls

tion with no peptide and with K-1, respectively) did not exhibited significant differences.

" titers was determined after peptide treatments
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V 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

ndard (Figure 6B).

s an amphipatic peptide with a clear a-helix tendency. In order to correlate a putative structural-function relationship of p20
t 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
1 shows the amphipatic distribution of the amino acids.

2 1. Summary of the results according each infection model.

Model Persistent infection de novo infection Related to Figure

'riment % inhibition % inhibition

| Fluorescence - 27,7 # infected >
cells/camp

; titers 3.3 99,9 Infective 5
particles/ml

_R mRNA 76,0 29,8 Genomic 6

mination units/sample
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ussion

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
V: Hedrick and co-authors showed that IPNV can also establish a persistent infection in cell culture, where viral titers in the
r 10° TCID50/ml can be normally found in the culture media, when compared to 10® TCID50/ml which is normally obtained in
sute 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.

, 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.
1s its highly homologue peptide from IBDV, presents an o-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
iid membranes as already report for its IBDV counter part (Galloux et al., 2004; Galloux et al.; Galloux et al., 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 1). 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
ire 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
ator 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 genomic segment A are short-lived.

idition to the fact that p20 coexists in apparently equimolar 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 and/or replication. It is an accepted fact that small peptides do interfere with multi
iin 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 et
2007); the also peptide-mediated oligomerization of Ebola virus transcription factor VP30 which otherwise inhibits full viral

2ssion (Modrof et 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 microRNAs
NAs) in Cytomegalovirus (Meyer ef 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

‘de design, synthesis and purification

220 coding sequence, chosen as indicated in Figure 1, was aligned and compared with its homologues from IBDV and BSNV

are 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 et al, 2002; Santovena ef al., 2002). The innocuous and unrelated peptide K-1 derived from

anosoma cruzii (Diez et al., 2007) was used as a negative control, and was also chemically synthesized and characterized as

-ibed above.
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ular dichroism (CD) spectroscopy and structural model

etermine 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 et 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/ml) as recently described (Priyadarsini,
1) 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 IPNV-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.,

)

7 growth and titration

virus growth and titration were evaluated on two models of infection: fresh CHSE-214 cells infected de novo and the established
—E-214 cell line NVI015 persistently infected with IPNV (Marjara et al., 2010). For de novo infections, the virus propagated on
=E-214 cell monolayers were infected at semi confluency at a multiplicity of infection of 0,001 in Leibovitz’s medium (L-15,
0) at 18°C, supplemented with 50uM 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 NVIO15 cell line was handled as previously
ribed (17). The maintenance medium (MM) was identical except that the serum concentration was reduced to 2%.
inhibitory 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 (MOI = 0,1) for 1 hour,
washed and the peptide added at 10 uM, concentration at which in our hands full inhibition was attained for similar peptides
¢ 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 fixed. 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 min 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-
agated 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).

nhibitory potential by RT-qPCR.

4e novo infection CHSE-214 cells grown until confluency on 24 well culture plaques, during one hour was infected with IPNV
Ol = 0,1 , then the viral suspension was removed and the peptide was added at a total concentration of 10uM (Galloux ez al.,
) for four hours, washed and fresh medium added. CHSE-214 cells persistently infected with IPNV-NVIO15 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 1 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 TTT C-3".
reaction was carried out in 30 pul mixture consisting of Brilliant® Il 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
10 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 et al., 2008). The VP2 amplicon was cloned into PCR 2.1
r (Invitrogen Inc.) and its specificity confirmed by sequencing. Plasmid DNA was isolated using the Quiaprep miniprep kit
igen) 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 1 x 10" copies of genome-
alents/2uL. 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).

foxicity assay

hutative 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 et 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

letermined using the Trypan Blue exclusion technique (Lee et al., 2002).
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lex 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-1 peptides into

~214 cells. Top: Bright field, A. 3 hours post exposure of cells to Rhodamine-p20; B. 3 hours post exposure of

» thodamine-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 IPNV, 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-214
nows 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-1. D. Focal

scence Units on chart and Table (left to right, respectively) shows mean and SD values.
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2 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:
ection control, C+; B. p20; IPNV peptide, C. pK-1; unrelated peptide. All images form each sample (dilution

Positive control, p20 and pK-1 respectively. The MOI used in first infection was equal to 0,1.
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> 6: Antiviral Activity of peptide p20 A. De novo infected cells. B. Persistent infected cells. On N: CHSE-214
rith IPNV, the number of copies of mRNA from VP2 of IPNV was measured with RT-qPCR from supernatant of

3ottom. Calibration curve of number of copies of Topo-VP2 IPNV for qPCR.
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e 7: 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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