NIVERSIDAD FACULTAD DE
AN SEBASTIAN | MEDICINA Y CIENCIA

FACULTAD DE MEDICINA Y CIENCIA
ESCUELA DE BIOQUIMICA
SEDE SANTIAGO

GENETICA REVERSA DEL VIRUS DE LA NECROSIS PANCREATICA
INFECCIOSA

Seminario para optar al Titulo de Bioquimico.

Profesora tutora: Dra. Andrea Aurora Rivas Aravena
Estudiante: Jenny Mucha



© (Jenny Mucha) Queda prohibida la reproduccion parcial o total de esta obra en
cualquier forma, medio o procedimiento sin permiso por escrito del o los autores.

Santiago, Chile
2024




DEDICATORIA

Me gustaria partir agradeciendo a mi familia, que ha creido en mi en todo momento. En
especial a mi mama, por siempre estar a mi lado en los momentos dificiles y por, a
veces, preocuparse mas que yo; a mi papa, por su constante apoyo y consejos; a mi
hermano Gonzalo, por aguantarme todos los dias y por escucharme siempre al
desahogarme o hablar de mis cosas nerds; a la Alejandra, por ser un apoyo
incondicional; y a mis hermanos Maxi y Marc, por siempre sacarme una sonrisa.

También quiero agradecer a mis amigos, por su compafia durante este camino
especial, desde aquellos que me han acompafiado desde el colegio hasta los que
conoci en esta bella etapa, y en especial a Pakary, Felipe, Catalina, Tamara y Nicolas.

A mis compafieros de laboratorio, por su apoyo continuo y por ayudarme a ver las
cosas desde otra perspectiva: Jorge, Mauricio, Brandon, Tamara, Natalia, Daniela y al
Jose, que gracias a €l decidi ingresar a este laboratorio.

A mi tutora, la Dra. Andrea Rivas, por su dedicacion y guia constante en este proceso,
por mostrarme como ser una mejor profesional, tener pasién por la ciencia y aprender a
no estresarme de mas.

Y, por ultimo, a mi misma, por mi perseverancia y esfuerzo, que hicieron que estos
cinco ultimos afios fueran algunos de los mejores, ddndome esperanza para el
siguiente paso.

Gracias a todos por ser parte de estos cinco afnos.

Jenny.



Tabla de contenido

Tabla Figuras /0 TablasS........eceieceieieieieiaieieieneienesesesesesssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssesssssns 5
Tabla Figuras SUPLEMENTArias .......cceceveeinieiaiiiriasieceiassesetessssesesassessssssesssassssesassssesasasses 6
0= 7 2 0 T= T o N 7
P4V o 11 1 = T o1 RN 8
S 111 T [ 7 o7 o7 [ o BN 9
1.1 Introduccion a la SalmMONICUUIA.......cccieierieiiiiiiiriiiieiieiiiitretrtratreteisessessessessassansans 9
1.2 Virus de la necrosis pancreatica iNnfeCCiosSa . ciciiiirrieieriirrececereieerecececenerecececacsssececanes 9
1.3 GENELICA FEVEISA «.euururrnrienieninnienitnienireiieiieienienieeteeteeteesescescescescessesssasssssssssssssssssssssanes 13
o HiPO O SIS cuiuininieiiiiiiieieieiiiiieceteteitsececasesssesesesessssssesesssessssssesssesassssssssssssassssesssssasassane 19
1.5 OBjJetiVo SENEIAL: ....cuiuieieiiiiiiiiiiiiiiiiieieritrtetetesesresesesesasssssesesesassssesesesasassssesssssassssase 19
1.6 Objetivo @SPECITICO: . .cuiiiiiiieiiieiiiiiiiiciiieceiteriietieeetessetessecassessssassesassessssassesassessssnnne 19

1. Evaluar la expresion de las proteinas virales mediante la transfeccion en células CHSE-
214 con los vectores que codifican los segmentos Ay B del virus de la necrosis pancreatica
infecciosa (IPNV), flanqueados por ribozimas. ....ccccceeieiininieiiiiiiieiereniiieiieceneseererecesasensene 19

2. Detectar el ARNm de la proteina viral Vp2 en sobrenadantes derivados de pasajes

celulares sucesivos a partir del lisado de las células transfectadas...............c..c....... 19
2. MaterialesS Y METOUOS: .....cueeeeeeeereeerererererererererereeeresssesesessssssssssssssssssssssssssssssssnnes 20
2.1 CULLIVO CelULAN...cuiuieieiiiiinieieieiiieteieteteteetetesesasssesesesesassesesesesassssesesssssassssesssssasassssasnsns 20

Las células CHSE-214 se cultivan en medio esencial minimo (MEM) con sales balanceadas
de Earl (MEM/EBSS, Hyclone, GE Healthcare, Chicago, IL, USA) suplementado con 10% v/v
de suero fetal bovino (FBS, Biological Industries, Beit HaEmek, Israel), 1x solucion de
penicilina/estreptomicina (100 U/ml de penicilinay 0.1 mg/ml de estreptomicina, Hyclone),
1x aminoacidos no esenciales (MEM Nonessential, Hyclone) y 10 mM de HEPES (Hyclone).

Los cultivos se mantienen a17 °C en ausencia de CO, ...cceiuieinierenrerececesesrrececesesasssecnsesass 20
2.2 INfECCION AELVITUS ..euviiiieininieieiiieinieseieieereresesassssesesesasassesesesssasassesesesssassssesesssasasseseseses 20
A VLY od o] (=X T PRI 20
2.4 ObtenNCIiON dE VECTOIES ..cuiuieieieiiiieieieieireretececesesrerecocasesssesocesassssssosecasassssesesesassssssasasns 21
b B N =1 o 1 (oY g g = Tod Lo Tl = = o1 (= £ 1= | o - VOO 21
2.4.2 Purificacion de ADN plasmidial. .......ceiceuueiieiiieeieiiiee et eeeiie e e etiieeeesaieeeesneeeseenaanesessnnnseesnnnnns 21
2.4.3 Digestion enzimatica dELADN. .....cuuu it e e e ta e e e ettt e e e eaaaeeeeraaaeesenannnsaenennnnns 22
2.5 TransfecCion de LOS VECTOIreS. ..cciciuieieiiiieieieieseieiretetesesesssesesesasassesesesssassssesesesasasssseseses 22
2.6 Pasajes de virus obtenido desde las células transfectadas.....c.ccccceecereieiiiiececeiececrananns 22
2.7 INMUNOFlUOIE S CENCIA..ciicieieiiiiiieiieeeeaeieteeterencercocancesencescscascssencascscsssessssssencascnssscnsancane 23
2.8 Extraccion del ARN e identificacion del producto PCR.......cccceeieieiieieiniecenrerececacecerececne 23
2.8.1 Extraccion ARN genNOMICO (ARNE) c.uuuiiiiiiiiiieiiiee et e et e e eete e e etteeeeerateeeeananseenseneeenannnsaensnnnnns 23
2.8.2 PCR con TranscripCion INversa. (RT-PCR)....ccuuuoiiiiiiee it eete e e eete e e e raaee e e e rae e e e enana s 24



I R X1 £ = Lo [0 X TN 26

3.1 PUrificacion delVECTOr ........cuuieuieuiiuiiniiniiiiiiiiiiiiiiitiretrerecitrecrettestaraeseessessessessassonss 26
ST I I - 1 B =T o o2 4 =T € N 26
3.3 Detectar la expresion de las proteinas virales luego de la transfeccion de los vectores
que codifican los segmentos Ay B del virus de la necrosis pancreatica infecciosa. ........... 30
3.4. Pasajes sucesivos del lisado de las células transfectadas.....cccccceeeieieceieieiiiecncecenrnnaens 36
2 B 3 1T V] [+ ] o TR N 39
LT 0:70 Y T [T (o o TN 45
R =T =T = 1 L] - RN 46

Tabla Figuras y/o Tablas

Figura 1: Representacion esquematica del ARN genémico del segmento A de IPNV. . 10

Figura 2: Representacion esquematica del ARN genomico del segmento Bde IPNV.. 11

Figura 3: Representacion esquematica del ciclo replicativo de IPNV............cccccuceneeee 12
Figura 4: Estructura secundaria e intermedio de reaccion de la ribozima cabeza de

2 T T 7 1 TN 15
Figura 5: Estructura secundaria de las ribozimas genémicas del HDV. ...................... 16

Figura 6: Representacion esquematica del proceso posterior a la transfeccion de los
VECTOI S . cuineieiniaeieitareecoressacesescacassscacassssasassscasassssssassnsssassssssessnsssassnsssassnsassssnsassnsnse 18

Figura 7: Digestion enzimatica de los vectores que codifican para segmento By A de

o 1 26
Figura 8. Transfeccion de 500 ng del vector eGFP-HA con Lipofectamine™ 3000
Transfection Reagent a las 24 horas en las células CHSE-214..........ccceceuceieiincarecencens 27
Figura 9: Transfeccion de 500 ng del vector eGFP-HA con Lipofectamine™ 3000
Transfection Reagenta las 24y 72 horas en las células CHSE-214........cccceeviviureenane 28
Figura 10: Transfeccion de 1 ug del vector eGFP-HA con Lipofectamine™ 3000
Transfection Reagent a las 24 horas en las células CHSE-214..........cccecivcereiincaseisncans 29
Figura 11: Transfeccion de 2 ug del vector eGFP-HA con Lipofectamine™ 3000
Transfection Reagent a las 24 horas en las células CHSE-214. .......ccccevivieveiircasesncans 29
Figura 12:Inmunofluorescencia de células CHSE-214 infectadas con IPNV. .............. 31
Figura 13: Inmunofluorescencia de células CHSE-214 infectadas con IPNV. ............. 32

Figura 14:Inmunofluorescencia de células CHSE-214 transfectadas con los vectores
SegB PCDNA 3.1 () Y VPT PCDNA 3.....uueiinieiiiieienieiecesasiecesessosssessssesessssesessssesssasssses 33



Figura 15:Inmunofluorescencia de células CHSE-214 transfectadas con los vectores

SegA PCDNA 3.7 (1) Y VP2 PCDNA 3.....u.uueneeinieiiieiesierecesaorecesessosesessssesessssesessssesssasssses 34
Figura 16:Inmunofluorescencia de células CHSE-214 transfectadas con los vectores
SEEB PCDNA 3.7 (F). cucuiuiiiiiiittecetetetetesesesesssesesesesssssesssssssssssssssesssssssssssssssssssssssee 35
Figura 17:Inmunofluorescencia de células CHSE-214 transfectadas con vectores

SEZA _PCDNA 3.7 (F). ceueuininiiiniurnirierairetesasserecesseressssssessssssossssssasesessssessssssesssassesssssssses 36
Figura 18: Deteccion de VP2 por RT- PCR. . .....ucuiuiiieiniiienesicesassssecassssessssssessssssesesasse 38
Tabla 1. Secuencias primers utilizados €N RT-PCR. .........uceieiiuieieiiinreiiinceseisecassssenens 24
Tabla 2. Programa del RT-PCR. .........cuieiiiiuiuriiieiesisretesesserecessoresesssresessssssssassssessssssesess 24

Tabla Figuras suplementarias

Figura SuUplementaria T .........ceeeieieieiiiinitcereretececereresesesesesesesssssesesssssssesesesssssssssesens 49
Figura suplementaria 2. ..........cceveiieiuieiiinieiieiecesecsecessssecsssssessssssssssssssssssssssessssssesssasse 49
Figura suplementaria 3. ..........ceieieiiiiiitctertececereresososecesesssesesssesssssssesesssssssssssssens 50
Figura suplementaria 4. .........ccceveiieiuieiiinienieincessosecessssecssassesssssssssssssssssssssessssssesssasse 50
Figura suplementaria b .........ceeeueeieieiiieieiiiieieiiiiieiaireiesasrecesasssesassssesessssesssassesssasssses 51



Resumen

La acuicultura es una de las principales actividades econOmicas de Chile. En
consecuencia, los patdégenos de los organismos acuaticos pueden ocasionar grandes
pérdidas econdmicas. Una de las patologias mas graves en salmonidos es provocada
por el virus de la necrosis pancreatica infecciosa (IPNV), que es conocido por causar la
enfermedad de necrosis pancreatica infecciosa (IPN). A pesar de la introduccion de
estrategias de vacunacioén, el nimero de brotes de IPN ha aumentado en los ultimos
afos. Por este motivo, un conocimiento mas acabado sobre la biologia molecular del virus
resulta sumamente importante para futuras tacticas de control de brotes de IPN. La
genética inversa ha demostrado ser una herramienta provechosa para comprender los
mecanismos de replicacion viral y el disefio de estrategias para prevenir y tratar
enfermedades virales. Esta consiste en clonar el genoma viral en vectores que puedan
ser transfectados en células blanco. La utilidad de esta técnica es que, al tener clonado
el genoma viral, pueden modificarse sus proteinas y genomas, con el fin de estudiar su
participacion en el ciclo viral. Sin embargo, para aplicar esta herramienta para IPNV, es
necesario que las secuencias 5" y 3" no traducidas (UTR) no tengan ninguna modificacion
respecto al virus silvestre, ya que ambos extremos son requeridos para la sintesis de
ARN viral. Por lo tanto, se utilizaron ribozimas para conservar la secuencia exacta de los
extremos 5'y 3'. Mediante la transfeccion de los vectores que contienen el genoma viral,
es posible reconstituir el virus en las células transfectadas. Luego de sucesivos pasajes
de los sobrenadantes de las células infectadas a un nuevo cultivo celular, este virus se
puede amplificar, lo que puede corroborarse mediante la deteccion de los ARNm virales.
Por lo que mediante un sistema de genética reversa, se espera que la expresion de
vectores que contienen los segmentos A y B del genoma del virus de la necrosis
pancreatica infecciosa (IPNV), flanqueados por ribozimas, en células CHSE-214 permita
detectar el ARNm de las proteinas virales en pasajes celulares sucesivos.



Abstract

Aquaculture is one of the main economic activities in Chile. As a result, pathogens of
aquatic organisms can cause significant economic losses. One of the most severe
diseases in salmonids is caused by the Infectious Pancreatic Necrosis Virus (IPNV), which
is known to cause Infectious Pancreatic Necrosis (IPN). Despite the introduction of
vaccination strategies, the number of IPN outbreaks has increased in recent years. For
this reason, a more thorough understanding of the virus's molecular biology is crucial for
future strategies to control IPN outbreaks. Reverse genetics has proven to be a valuable
tool for understanding viral replication mechanisms and designing strategies to prevent
and treat viral diseases. This involves cloning the viral genome into vectors that can be
transfected into target cells. The advantage of this technique is that, by having the viral
genome cloned, its proteins and genome can be modified to study their role in the viral
cycle. However, to apply this tool for IPNV, it is necessary that the 5" and 3' untranslated
regions (UTRs) remain unchanged compared to the wild-type virus, as both ends are
required for viral RNA synthesis. Therefore, ribozymes were used to preserve the exact
sequence of the 5" and 3' ends. By transfecting vectors containing the viral genome, the
virus can be reconstituted in the transfected cells. After successive passages of the
supernatants from infected cells to a new cell culture, the virus can be amplified, which
can be confirmed by detecting viral MRNA. Therefore, using a reverse genetics system,
the expression of vectors carrying segments A and B of the infectious pancreatic necrosis
virus (IPNV) genome, flanked by ribozymes, in CHSE-214 cells is anticipated to enable
the detection of viral protein mMRNA across successive cell passages.



1. Introduccién

1.1 Introduccion a la salmonicultura

En Chile, los salmoénidos representan la exportacion no minera mas importante del pais,
equivalente al 16,2% del total de estas (1). La existencia de patologias en los organismos
acuaticos cultivados es una amenaza latente, pudiendo generar significativas pérdidas
economicas (1). Los patdégenos infecciosos, especialmente virales, se han convertido en
un desafio relevante para la acuicultura, debido a la complejidad que lleva su
investigacion y la capacidad de controlar los brotes, lo cual es crucial para asegurar el
crecimiento sostenible de esta industria. En Chile, el primer brote del virus de la Necrosis
Pancreatica Infecciosa (IPN, por sus siglas en inglés) se confirmo el afio 1984 en cultivos
de salmén del Atlantico (Salmo salar) (2). Desde entonces, el virus se ha extendido
rapidamente por los diferentes centros de cultivo del pais, convirtiéendose en un gran
problema sanitario a la industria del salmén en etapas de agua dulce y, posteriormente,
en el traslado de los peces al mar en el proceso de esmoltificacion. A pesar de que se
introdujeron estrategias de vacunacién y se lleg6 a contar con cultivos de un salmon del
Atlantico como en truchas arcoiris (Oncorhynchus mykiss) genéticamente resistente, el
namero de brotes mortales de IPN se ha incrementado en los ultimos afios, no solamente
en Chile, sino también en otros paises y particularmente en la fase de cultivo de agua
dulce (3-5), demostrando que es un patégeno resistente a las alternativas preventivas,
por lo que su investigacion permitird un conocimiento mas acabado de su ciclo replicativo

y de sus posibles blancos terapéuticos .

1.2 Virus de la necrosis pancreética infecciosa

El virus de la necrosis pancreatica infecciosa (IPNV, por sus siglas en inglés Infectious
Pancreatic Necrosis Virus) es un virus que afecta especialmente a los salmones y truchas
(6). Pertenece al género Aquabirnavirus dentro de la familia Birnaviridae (7). Es un virus
sin manto lipidico y posee una Unica cubierta que corresponde a una cépside icosaédrica

de aproximadamente 60 nm (8,9). El IPNV es altamente contagioso y los peces



sobrevivientes se transforman en portadores asintomaticos que contintan esparciendo el
virus al ambiente e infectando peces sanos (10). Este virus afecta a mas de 63 especies
diferentes de peces, moluscos y crustaceos, lo que lo convierte en el virus mas extendido

tanto en piscifactorias como en la naturaleza (1).

El genoma de IPNV estd compuesto por dos segmentos de ARN de doble hebra,
denominado ARN gendmico (QARN). EI gARN no presenta cap en su extremo 5’ ni cola
de poli(A) en el extremo 3’. Dobos y su grupo han demostrado que el extremo 5’ de ambos
segmentos presenta unida covalentemente la proteina estructural Vpl, la cual en esta
forma se denomina Vpg, por viral protein genome (7,11).

El segmento A (QARN-A) (Figura 1) tiene un tamafo aproximado de 3,1 kb y presenta
dos marcos de lectura abiertos (ORF) sobrepuestos. EI ORF mayor (ORF L), de 2916 nt
de largo, codifica para una poliproteina (PP) de 106 kDa (NH2-pVp2-Vp4-Vp3-COOH)
(7,9). La PP es modificada co-traduccionalmente mediante cortes proteoliticos mediados
por la proteasa viral Vp4, que presenta actividad autoproteolitica (12), lo que genera las
proteinas estructurales Vp2 y Vp3. La proteina Vp2 tiene un tamafio molecular de 54 kDa,
es la unica proteina que compone la capside viral (8) y también es el principal blanco de
los anticuerpos contra IPNV (13). La proteina Vp3, cuyo peso molecular es de 31 kDa, es
una proteina de matriz viral (8). El segundo ORF del segmento A (ORF S) codifica para

la proteina Vp5, a la cual se le ha atribuido una actividad antiapoptotica por su similitud

con otras proteinas miembros de la familia . ., SUTR
@— ORF L —
Bcl-2 (14) _
3UTR S5'UTR "/\" -\\]
_/
Figura 1: Representacion esquematica del ARN l
genomico del segmento A de IPNV. Creado con Bol -
oliproteina
BioRender.com. v v v

vws | [ ve2 || vpa || vP3 |

El segmento B (JARN-B, Figura 2) tiene un tamafio aproximado de 2,9 kb y presenta solo
un marco de lectura que codifica para la proteina Vpl. Esta proteina tiene un peso

molecular de 94 kDa y estd compuesta por 845 aminoacidos (12).
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BioRender.com. l

El ciclo replicativo de IPNV, empieza con la Vel

unién de la proteina Vp2 a los receptores especificos de la superficie de las células
hospedera [etapa 1, figura 3], el cual se sugiere que podria ser la Miosina-9 (15), seguida
de su entrada mediante macropinosistosis (16). Una vez en el interior, el genoma de ARN
bicatenario, compuesto por los segmentos Ay B, se libera al citoplasma [etapa 2, figura
3] , donde comienza su replicacion (17).

A continuacion, ocurre la sintesis de ARNm monocatenario positivo (sSRNA+) [etapa 3,
figura 3]. Este ARNm es traducido a las proteinas virales [etapa 4, figura 3] , donde se
sintetizan las proteinas Vpl, Vp2 y Vp3, Vp4 y Vp5, que son fundamentales para la
replicacion (18,19).

Posteriormente, Vp1l sintetiza el ARN gendmico viral, que se asocia con la proteina Vp3,
la cual interacciona con la proteina Vp2 [etapa 5, figura 3], ensamblandose los nuevos
viriones [etapa 6, figura 3], que son liberados mediante lisis celular [etapa 7, figura 3],

destruyendo la célula hospedera y permitiendo la propagacion del virus (19).
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Figura 3: Representacion esquematica del ciclo replicativo de IPNV. Creado con BioRender.com.

Una de las particularidades de este virus es la sintesis de su ARN viral. Para esto, el
primer paso es la autoguanilacion de Vpl, la cual sucede en una serina ubicada en la
region N-terminal de Vpl, produciéndose la unién de dos GMP mediante un enlace
fosfodiéster (11). Una vez se completa este proceso, Vpl es capaz de interactuar con el
ARN viral molde en el extremo 3" mediante el alineamiento por pares de bases de las dos
guaninas de Vpl con dos citosinas del extremo 3" del ARN viral. Esto le permite actuar
como partidor de la sintesis de ARN. Segun el modelo de sintesis de ARN viral propuesto
por Dobos (20), una Vp1 libre extiende el 3'OH de la guanina, comenzando de esta forma
la sintesis de la hebra complementaria del ARN viral. Debido a este modelo de
replicacion, es requerido para la actividad de Vpl que el ARN viral comience con

dos guaninas y termine con dos citosinas
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Normalmente, un ARN mensajero (ARNm), que es un tipo de ARN de cadena Unica que
participa en la sintesis proteica, presenta cap y cola de poli(A) para permitir su expresion.
Sin embargo, el ARN de IPNV no posee ninguna de las dos estructuras. En el laboratorio
se demostré que el ARNm del segmento A (ARNm sA) presenta un IRES en la region 5
UTR, que permite la traduccion de la poliproteina. Adicionalmente, se demostré que la
traduccion del ARNm sA es dependiente de la temperatura, ya que los estudios
evidencian que el 5° UTR del ARNm sA pierde parcialmente su conformacion a una
temperatura mayores de 33°C, lo que provoca que el IRES pierda su actividad y la
traduccion dependiente de IRES del ARNm sA sea inhibida. Sin embargo, si a este ARN
se le agrega un cap, puede traducir de manera cap-dependiente a mayores
temperaturas(21). Por otro lado, el ARN del segmento B no posee un IRES, y cuando se

le agrega un cap y poli(A) puede expresar proteinas en células CHSE-214 (22)

Por otro lado, como carece de una cola de poli(A) en su extremo 3", se sugiere que la
region 3"'UTR deberia poseer las propiedades necesarias para simular un ARNm celular
gue sea reconocido de manera competitiva por la maquinaria traduccional celular y
defenderse de la actividad exonucleasa. Si se llegara a modificar su extremo 3", una de
estas propiedades podria verse alterada. Sumado a esto, se ha demostrado en otro
miembro de la familia Birnaviridae, el virus de la bursitis infecciosa (IBDV), que en el
extremo 3" se forma una estructura secundaria de bucle. Al verse afectada por
modificaciones en su secuencia y, por lo tanto, en su estructura, el bucle puede generar
gue se disminuya la efectividad en el inicio de la replicacion (23)

Por lo tanto, modificar el extremo 5" podria interferir con el IRES, que permite la
traduccion de la poliproteina, y modificar el 3" podria afectar funciones esenciales

que el virus requiere para su replicacion.

1.3 Genéticareversa

A pesar de la importancia econémica que reviste IPNV, es escasa la investigacién que

se ha realizado sobre su ciclo replicativo. Un conocimiento mas profundo de la biologia
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molecular del virus es de suma importancia para futuras estrategias de control de brotes
de IPN.

El sistema de genética reversa consiste en el clonamiento del genoma viral en vectores,
los cuales pueden ser transfectados in vitro, para reconstruir al virus. Esta es una de las
herramientas mas poderosas en la virologia molecular, mediante la cual se genera un
virus recombinante infeccioso que puede ser manipulado genéticamente a partir del
vector codificante para su genoma viral. Con esta estrategia, se puede investigar la
funcion de genes virales especificos, manipular sus genes, comprender los complejos
mecanismos de replicacion viral y desarrollar estrategias eficaces para prevenir y tratar
enfermedades de origen viral, por lo que seria muy Util para el estudio del ciclo replicativo
de IPNV.

En 1998, el equipo de Kun Yao (24) gener6 un sistema de genética reversa para IPNV,
basado en el uso de transcritos de ARN de hebra positiva derivados de clones de ADNc.
Para poder mantener las dos citosinas en el extremo 3’, requeridas por el modelo de
replicacion, incorporaron un sitio de restriccion para Smal (CCCC/GGGG), modificando
el extremo 3’ original (24). Esta modificacion podria alterar el ciclo replicativo natural del
virus, dado que, durante la replicacion, la hebra negativa se sintetiza a partir de la hebra
positiva, por lo que se necesita mantener ambos extremos integros para obtener una
secuencia fiel al molde. Sumado a esto, para mantener las dos guaninas en el extremo
5’, agregaron el promotor de la RNA polimerasa T7, la cual agrega una guanina al inicio

de la transcripcion.

En el laboratorio se disefi6 un sistema de genética reversa utilizando la ribozima del virus
de la hepatitis delta (HDV, ver mas abajo) en el extremo 3" y un promotor T7 en el extremo
5" de ambos segmentos para asegurar la presencia de las GG y CC requeridas por el
sistema de replicacion. Este sistema requiere que los segmentos se transfecten como
ARN, lo que implica la obtencién de ARN en grandes cantidades para su transfeccion, el
cual es dificultoso de obtener en grandes rendimientos y conlleva altos costos. Ademas,
las células CHSE-214, utilizadas en el trabajo, no son facilmente transfectables debido a
la temperatura a la que se mantienen las células, que es a 18°C y debido a su

composicion lipidica, que puede no ser compatible con la del liposoma. Se ha visto que
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los complejos liposoma-ADN han mostrado diferentes comportamientos de adsorcion
dependiendo de la composicion lipidica de los modelos de biomembrana(25), lo que
disminuye la eficiencia de transfeccion con los liposomas utilizados. Ademas, estos ARN
deben ser transfectados con cap y cola de poli(A), como se observo en resultados
preliminares, lo cual es muy distinto a los ARN virales de IPNV. Por estos motivos, utilizar
transcritos de ADN resulta ser una estrategia mas prometedora, por lo que, en este
trabajo, se desea modificar el sistema de genética reversa, para que sea posible

transfectarlo con ADN.

En 2007, el equipo de Xiaole Qi (26) gener6 un sistema de genética reversa para IBDV
utilizando un promotor para la ARN polimerasa Il. En este estudio, para mantener ambos
extremos 5" y 37, se utilizaron las ribozimas Hammerhead y la ribozima HDV (26).

Las ribozimas son ARN cataliticos que tienen la capacidad de actuar como ribonucleasas,
generando reacciones de escision especificas en moléculas de ARN en secuencias sitio-
especificas, pero no necesitan de una especificidad de secuencia. Las ribozimas mas
utilizadas son la ribozima Hammerhead y la ribozima del virus de la hepatitis delta (27).
La ribozima Hammerhead es una ribozima pequefia con una estructura tridimensional

caracteristica similar a un “martillo”. Fue una de las primeras ribozimas descubiertas y

estudiadas en detalle. La escision se produce A GU AA
mediante un ataque nucleofilico del grupo hidroxilo 2' semm C— G
U-A
del residuo C17 sobre el grupo fosfato adyacente, ’;g—g‘“ /
rompiendo el enlace fosfodiéster y produciendo un A&u c” ,
. 5 Stem 11 @12 13 1,1ACCAC;3
fosfato ciclico 2',3' (28) GGCGC,, L
Fil :gUGGUGs
3CCGQ . Stem 1
& Uk

Figura 4: Estructura secundaria e intermedio de reaccidon de la

ribozima cabeza de martillo. (28)

Por otro lado, la ribozima del virus de la hepatitis delta fue descubierta en el genoma del
virus de la hepatitis delta. Se encuentra en los extremos de los ARN concatémeros, ya
que, durante la replicacion en circulo rodante del virus, varias copias del genoma son

producidas en forma de concatémeros. Después de la transcripcion, la HDV cataliza su
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propia escision y se genera la liberacion del ARN circular del genoma viral para que
posteriormente se forme el ensamblaje viral. La ribozima del HDV cataliza la escisién de
su cadena principal de ARN mediante un ataque nucleofilico en el que el grupo hidroxilo
2' de la citosina nucleofilica (C75) ataca al grupo fosfato adyacente, lo que conduce a la
escision del enlace fosfodiéster. Esta reaccion produce dos fragmentos de ARN: uno con
un fosfato 2',3'-ciclico y el otro con un grupo hidroxilo 5' libre (29). Interesantemente, se
ha demostrado que la actividad de esta ribozima es dependiente de la ARN polimerasa

Il, debido a que la secuencia de esta ribozima es parte del

>

U——G-c———3
genoma que es dependiente de esta polimerasa y no del S §Z§
. . . " ¢-G P2
antigenoma, que es independiente (30), por lo tanto, su " §§ \g -
cleavage -
.. , . . dite N, G-C N
actividad es mas eficiente en clonamientos de ADN para que sv___GA\L}s;(U mg:g\A
: . - - p1a §-gUCGCUG-C A
sea transcrito en el nudcleo, utilizando un promotor especifico CS M I
Ap |
para esta polimerasa. AU
u-A M
& oV
c-G
50G -C
Figura 5: Estructura secundaria de las ribozimas gendmicas del HDV. La Ae
G-C
. 2 far . . ' ' . -C
numeracion de los nucleétidos en las ribozimas es de 5' a 3' desde el sitio E:ﬁsv
c_G
Cc

de escisidn, con el nucleétido 5' del sitio de escision asignado. (29)

La estrategia de transfectar ADN en lugar de ARN conlleva varias ventajas. El ADN es
mas estable que el ARN, ya que el ARN se degrada mas facilmente debido a su estructura
guimica menos estable, la presencia de ribonucleasas y su estructura de hebra simple.
Esto lleva a que el manejo del ADN sea mas sencillo para distintas técnicas. Ademas, si
se logra una transfeccion exitosa, esta puede ser mas prolongada en el tiempo y generar
de manera mas eficiente el ARN viral. Por otro lado, la produccion de ADN es de bajo
costo y permite obtener grandes cantidades, lo que facilita la entrada del ADN en las

células de manera eficiente y menos invasiva para la técnica de transfeccion.

Con el fin de generar una genética reversa que pueda ser transfectada como ADN, en
esta propuesta se utilizardn ambas ribozimas para mantener la fidelidad de la secuencia
de los extremos 5' y 3'. La ribozima Hammerhead se insertd en el extremo 5' para

garantizar un 5' adecuado, debido a que se utilizard el promotor eucarionte del
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citomegalovirus (CMV), uno de los promotores mas estables y potentes utilizados para
impulsar la expresion en diferentes lineas celulares eucariontes.

En la literatura se muestra (31) que este promotor requiere que los vectores sean
disefiados de manera que el promotor se encuentre adyacente a la secuencia del gen de
interés para iniciar la transcripcion con el nucleétido deseado. En el laboratorio, el vector
fue construido comercialmente, insertando los segmentos virales y las ribozimas a la
secuencia original del vector pPCDNA 3.1(+), que presenta el promotor CMV. Dado que el
disefio se baso en la secuencia original, que tiene 10 nucle6tidos de distancia entre el 3'
del promotor CMV y el sitio de inicio de transcripcidn putativo, esto interferiria con las GG
requeridas. La adicion en el extremo 3' de la ribozima HDV, asegura mantener la
secuencia exacta del 3. Los vectores deben ser transfectados en la linea celular
estandar para el estudio de IPNV, que es la linea celular chinook salmon embryo, CHSE-
214. Una vez transfectados, los vectores deberan ingresar al nucleo, donde se llevara a
cabo la transcripcion por la ARN polimerasa Il de los segmentos Ay B con las ribozimas
respectivas en cada extremo. Tras la transcripcion de los segmentos, las ribozimas se
estructuraran en su conformacion secundaria y generaran los cortes especificos
necesarios para que el ARNm viral comience con dos guaninas y termine con dos
citosinas. De esta manera, posteriormente se traduciran estos ARNm para obtener las
proteinas virales. La sintesis de Vpl permitira la replicacion y la obtencién del genoma
viral. Posteriormente, el genoma debera ser reconocido por Vp2, lo que deberia llevar a

su encapsidacion y a la generacién de particulas virales.
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Figura 6: Representacidon esquematica del proceso posterior a la transfeccién de los vectores. Creado
con BioRender.com.

Estas particulas se encontraran en el sobrenadante del cultivo celular, que seré utilizado
para infectar, en sucesivos pasajes, nuevas células CHSE-214 para amplificar el virus.
La verificacion de la correcta transfeccién y del traspaso del virus en los pasajes

subsiguientes se realizara mediante transcripcion inversa seguida de PCR (RT-PCR) del
ARNmM de la proteina viral Vp2.
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1.4 Hipétesis:

Mediante un sistema de genética reversa, la expresion de vectores que contienen los
segmentos A y B del genoma del virus de la necrosis pancreatica infecciosa (IPNV),
flanqueados por ribozimas, en células CHSE-214 permitira la deteccion del ARNm de sus

proteinas virales en pasajes celulares sucesivos.

1.5 Objetivo general:

Demostrar, mediante un sistema de genética reversa, que la expresion de vectores que
contienen los segmentos Ay B del genoma del virus de la necrosis pancreatica infecciosa
(IPNV), flanqueados por ribozimas, en células CHSE-214 permite la deteccién del ARNm

de las proteinas virales en pasajes celulares sucesivos.

1.6 Objetivo especifico:

1. Evaluar la expresion de las proteinas virales mediante la transfeccion en células
CHSE-214 con los vectores que codifican los segmentos A y B del virus de la

necrosis pancreatica infecciosa (IPNV), flanqueados por ribozimas.

2. Detectar el ARNm de la proteina viral Vp2 en sobrenadantes derivados de pasajes

celulares sucesivos a partir del lisado de las células transfectadas.
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2. Materiales y Métodos:
2.1 Cultivo Celular

Las células CHSE-214 se cultivan en medio esencial minimo (MEM) con sales
balanceadas de Earl (MEM/EBSS, Hyclone, GE Healthcare, Chicago, IL, USA)
suplementado con 10% v/v de suero fetal bovino (FBS, Biological Industries, Beit
HaEmek, Israel), 1x solucion de penicilina/estreptomicina (100 U/ml de penicilina y 0.1
mg/ml de estreptomicina, Hyclone), 1x aminoacidos no esenciales (MEM Nonessential,
Hyclone) y 10 mM de HEPES (Hyclone). Los cultivos se mantienen a 17 °C en ausencia
de CO2

2.2 Infeccién del virus

IPNV se propaga en células CHSE-214 cultivadas en medio de infeccién (MEM 2% v/v
SFB, 100 U/ml de penicilinay 0.1 mg/ml de estreptomicina , 1x aminoacido no esenciales,
10mM HEPES, /EBSS, Hyclone) a 18 °C en ausencia de CO2 por 48 h o hasta observar
evidente efecto citopéatico (ECP). Para ello, células CHSE-214 se cultivan en placas de
24 pocillos, hasta alcanzar un 70%-80% de confluencia. Luego, la monocapa se lava dos
veces con tampdn fosfato salino (PBS). Posteriormente, las células se infectan con IPNV
(cepa Hetch) a una multiplicidad de infeccion (m.o.i.) de 0,1 ufp/célula a 18 °C. Luego de
1 hora de adsorcién, se retira el inoculo, las células se lavan 2 veces con PBS y se

agregan 500 pul de medio de infeccion fresco.

2.3 Vectores.

Los vectores SegA _pcDNA 3.1 (+) y SegB_pcDNA 3.1, que codifican los segmentos Ay
B; las regiones 5’"UTR y 3'UTR del virus IPNV de la cepas Jasper ; y las secuencias de
la  ribozima Hammerhead al extremo 5 de cada segmento 5'-
GGCTCTCTTTCCTGATGAGTCCGTGAGGACGAAACTATAGGAAAGGAATTCCTATA

GTC-3"y la secuencia de la ribozima de la hepatitis delta al extremo 3"de cada segmento
5" GGCCGGCATGGTCCCAGCCTCCTCGCTGGCGCCGGCTGGGCAACATTCCGAGG
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GGACCGTCCCCTCGGTAATGGCGAATGGGACC-3" (Qietal., 2007) , son construidos
por la empresa Genscript (GenScript Biotech Corporation, NJ, USA).

El vector comercial eGFP-HA (Addgene) se utiliza como control para las transfecciones,
y los vectores Vpl pcDNA 3 y Vp2_ pcDNA 3 se utilizan como control para las
inmunofluorescencias. EI mapa de estos vectores se presenta en las figuras

suplementarias.

2.4 Obtencién de vectores

2.4.1 Transformacién Bacteriana.

Se agrega 100 ng de ADN plasmidial a 50 pl de E. coli IM109 quimiocompetentes, y se
incuban en hielo por 30 minutos. Posteriormente, se aplica un shock térmico a 42°C por
90 segundos y se incuba en hielo durante 10 minutos. Se agrega 1 ml de medio LB (10
g/L de triptona, 0,17 M de NaCl, 5 g/L de extracto de levadura) y se incuba a 37°C con
agitacién suave durante una hora. Se centrifuga por 5 minutos a 3000 x g, se elimina el
sobrenadante, y el pellet de bacterias se resuspende en el volumen de medio LB
restante. Finalmente, se siembran las bacterias en placas de LB agar/Ampicilina (10 g/L

de triptona, 0,17 M de NaCl, 5g/L de extracto de levadura y 15 g/L de agar).

2.4.2 Purificacion de ADN plasmidial.

Se utiliza el sistema GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Scientific), de acuerdo con
las instrucciones del proveedor. Para ello, se cultivan 5 ml de E. coli transformada con
1% del antibiotico de seleccion durante la noche. EI ADN obtenido se eluye en 50 pl de
buffer de Elution. Luego, se cuantifica la concentracion de ADN (NanoDrop™ Lite Thermo
Scientific™) y se verifica la integridad de este mediante electroforesis en gel de agarosa
al 1% (Lafken) en buffer Tris-Borate-EDTA (TBE) Buffer pH 8.3, tefiido con safeview 1X
(NBS Biological). Para obtener mayores concentraciones, se utiliza el sistema GeneJET
Plasmid Midiprep Kit (Thermo Scientific), de acuerdo con las instrucciones del proveedor.
Para ello, se cultivan 100 ml de E. coli transformada con 1% del antibiotico de seleccion

durante la noche. EI ADN obtenido se eluye en 350 pul de buffer de Elution. Segun las
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indicaciones del kit, se realiza una segunda dilucion de las columnas con 150 pul de buffer
de Elution. Luego, se cuantifica la concentracion de ADN (NanoDrop™ Lite Thermo
Scientific™) y se verifica la integridad de este mediante electroforesis en gel de agarosa
al 1% (Lafken) en buffer Tris-Borate-EDTA (TBE) Buffer pH 8.3, tefiido con safeview 1X
(NBS Biological).

2.4.3 Digestion enziméatica del ADN.

Se digieren 200 ug de cada vector. Para el vector pcDNA3.1(+) sB, se utiliza la enzima
Apal (Thermo Fisher) y pcDNA3.1(+) sA, la enzima Sspl (Thermo Fisher), de acuerdo con
las condiciones indicadas por el proveedor, en un volumen final de 30 ul para comprobar
la integridad de los vectores purificados. Ambas reacciones se inactivan a 80°C por 20

minutos.

2.5 Transfeccion de los Vectores.

Se utilizan células CHSE-214 con un 70 y un 90% de confluencia, cultivadas en placas
de 24 pocillos con cubreobjetos. Se emplea el kit Lipofectamine™ 3000 Transfection
Reagent (Thermo Fisher), de acuerdo con las condiciones indicadas por el proveedor,
para realizar la transfeccion de los vectores. La transfeccion del vector eGFP-HA se

observa en un microscopio de fluorescencia invertido (Olympus LS).

2.6 Pasajes de virus obtenido desde las células transfectadas.

Para obtener el virus, se utiliza una pipeta como rastrillo para despegar las células
transfectadas de la monocapa. Posteriormente, todo el contenido se trasfiere a un tubo
eppendorf. Estos se incuban a -80°C por 10 minutos y luego a temperatura ambiente por
20 minutos para lisar las células; este proceso se repite 3 veces. Luego, se centrifuga a
15.000 g por 15 minutos y se recoge el sobrenadante. Para los pasajes virales, las células
se cultivan en placas de 24 pocillos hasta alcanzar un 70%-80% de confluencia, y luego
la monocapa se lava dos veces con PBS. Posteriormente, las células se infectan con los
sobrenadantes de las células transfectadas. La infeccion se realiza con 75 pl de
sobrenadante o con una dilucion 1/10 (7,5 pl del sobrenadante en 67,5 pl de medio MEM),
segun el protocolo de infeccion de IPNV y se mantuvieron durante 10 dias o hasta un
ECP.
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2.7 Inmunofluorescencia

Se remueve el sobrenadante de las células, las cuales se lavan dos veces con 500 pl de
PBS y se fijan con 300 pl de metanol a -20°C por 5 minutos. Luego, se lavan dos veces
con 500 ul de PBS. Posteriormente, las células se permeabilizan durante 10 minutos a
temperatura ambiente con 100 ul de Triton-X 100 al 0,3% y se lavan dos veces con PBS.
Luego, se bloquean utilizando 100 ul de una solucién al 1% de albumina sérica bovina
(BSA) en PBS durante 30 minutos a temperatura ambiente. Las células se lavan con PBS
y se incuban con 100 pl de una solucién de DAPI diluido en PBS 1:1000 durante 5
minutos. A continuacién, se incuban con 100 ul de una dilucién de anticuerpo primario
anti-Vp1l (Genscript) 1:500 por 1 hora a temperatura ambiente, o anti-IPNV o Vp2 (Angos)
1:125 (diluido en solucién de bloqueo: PBS 1X + TWEEN 0,1% + BSA 1% + glicina 22,52
mg/mL) durante toda la noche a temperatura ambiente. Luego, se lavan las células dos
veces con PBS y se incuban con 100 ul de anticuerpo secundario anti-lgG de ratdn
conjugado a Alexa Fluor 488 (A11001 Invitrogen) y un anticuerpo secundario anti-lgG de
conejo conjugado a Alexa Fluor 594 (Invitrogen) respectivamente, utilizando una dilucion
1:2000 e incubando las muestras por 1 hora a temperatura ambiente. Finalmente, las
muestras se lavan tres veces con 500 pl de PBS, se montan con 4 pl del reactivo
Fluoromount-G™ (Invitrogen) y se dejan incubando 30 minutos en oscuridad a 4°C.
Luego, se sellan con esmalte de ufias en portaobjetos para ser observadas al microscopio
de fluorescencia Zeiss Axiophot (Zeiss, Oberkochen, Alemania) con el software
Axiovision. Las imagenes se analizan utilizando el programa ImageJ (Wayne Rasband,
NIH)

2.8 Extraccion del ARN e identificacion del producto PCR

2.8.1 Extracciéon ARN gendmico (ARNQ)

Para obtener el ARN gendémico de las células, se utiliza una pipeta como rastrillo para
despegar las células de la monocapa. Posteriormente, todo el contenido se transfiere a
un tubo Eppendorf. Estos se incuban a -80°C por 10 minutos y luego a temperatura
ambiente por 20 minutos para lisar las células; este procedimiento se realiza tres veces.
Luego, se centrifugan a 2.000 g por 5 minutos. Se toman 300 ul del sobrenadante y se

tratan con 1 U de DNase RQI (Thermo) durante 30 minutos a 37°C. Posteriormente, se
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agregan 300 pul de solucion de extraccion (Tris-HCI 0.2 M pH=8, SDS 1%, EDTA 10 mM)
y 7,4 ul de proteinasa K (10 mg/mL). La mezcla se incuba durante 1 hora a 50°C. Luego,
se aflade un volumen de fenol basico, se vortexea durante 30 segundos y se centrifuga
a 14.000 g por 1 minuto a 4°C. Se recoge la fase acuosa y se transfiere a un nuevo tubo
Eppendorf. Se agrega un volumen de cloroformo, se vortexea por 30 segundos y se
centrifuga a 14.000 g por 1 minuto a 4°C. La fase acuosa se transfiere a un nuevo
Eppendorf. Se afladen 2.5 volimenes de etanol 100% frio y 1/10 de acetato de sodio
(3M), dejandose precipitar durante 30 minutos a -20°C. Luego, se centrifuga a 14.000 g
por 30 minutos. Se elimina el sobrenadante por inversion y se afiade 1 ml de etanol 70%
frio. Se centrifuga a 14.000 g por 15 minutos a 4°C. Se elimina el sobrenadante por
inversion, se evapora el etanol restante a 65°C durante 15 minutos y se resuspende el
pellet con 30 pl de agua libre de nucleasas. La concentracion se determina midiendo la

absorbancia a 260/280 nm (Tecan).

2.8.2 PCR con Transcripcion Inversa. (RT-PCR)

Para la identificacion de la presencia del ARNm de la proteina viral Vp2, se utiliza el kit
Takyon 1 -Step QRT-PCR converter (Eurogentec) de acuerdo con las condiciones

indicadas por el fabricante.

Tabla 1. Secuencias primers utilizados en RT-PCR. En la tabla se muestran las secuencias utilizadas para la

amplificacion de Vp2 del segmento A .

Segment | Experiment | Primer (forward) Primer (reverse)
o o
A (Vp2) RT-PCR 5'- 5-

CCGCAACTTACTTGAGATCCATTATG | CGTCTGGTTCAGATTCCACCTGTAGT
c-3’ G-3’

Tabla 2. Programa del RT-PCR. En la tabla de muestran los programas a utilizar para cada PCR.

RT-PCR | Hold PCR (40 X) Melt Curve
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Vp2

Paso 1: 48 °C - 30 min
Paso 2: 95°C - 30 seg

Paso 1: 95°C —30 seg
Paso 2: 50°C — 50 seg

Paso 1: 95°C — 30 seg
Paso 2: 60°C — 50 seg
Paso 3: 95°C—30 seg
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3. Resultados

3.1 Purificacion del vector

Para verificar la integridad de los vectores SegA_pcDNA 3.1 (+) y SegB_pcDNA 3.1 (+),
se realiz6 una digestion enzimética. El vector SegA_pcDNA 3.1 (+), fue digerido con Sspl
y el vector SegB_pcDNA 3.1 (+), fue digerido con Apal, y fueron visualizados por
electroforesis en gel de agarosa al 1% . En la Figura 6, se observa el corte correcto de

los vectores, verificando su integridad.

3.2 Kb 2.1Kb

N\

SegA_pcDNA 3.1 (+) SegB_pcDNA 3.1 (+)

5.5Kb 6.2 Kb

Figura 7: Digestion enzimatica de los vectores que codifican para segmento B y A de IPNV. (A)
Electroforesis en gel de agarosa al 1%. Carril 1: AccuRuler 1 Kb Plus DNA; Carril 2: SegA_pcDNA 3.1 (+)
no digerido; Carril 3: SegA_pcDNA 3.1 (+) digerido con Sspl; Carril 4: SegB_pcDNA 3.1 (+) no digerido;
Carril 5: SegB_pcDNA 3.1 (+) digerido con Apal. B. Esquema de los cortes con enzima de restriccién en

los ambos vectores.

3.1 Transfeccion eGFP

Para determinar las condiciones Optimas de transfeccién con Lipofectamine™ 3000, se
utilizé el vector eGFP-HA. En un primer ensayo, se utilizaron las condiciones sugeridas
por el proveedor, siendo 0.75 pl, 1,1 ply 1,5 ul del Lipofectamine™ 3000 Transfection
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Reagent y 500 ng de ADN. Este experimento se realiz6 a 17 °C debido a que es la
temperatura a la que se debe mantener la linea celular CHSE-214, sin embargo, no se

logroé ver una transfeccion eficiente a las 24, segun lo observado en la figura 7.

Fluorescengia Invertida Contraste de Fase

500 ng eGFP -HA 500 ng eGFP -HA

Figura 8. Transfeccion de 500 ng del vector eGFP-HA con Lipofectamine™ 3000 Transfection Reagent a

las 24 horas en las células CHSE-214. Transfeccion se realizé a 17 °C. n=1.

Las lineas celulares de peces presentan una baja eficiencia en la transfeccion (32). Sin
embargo, en un estudio realizado en la misma linea celular, para optimizar un protocolo
de transduccién de Lentivirus para la integracién eficiente de constructos en el genoma
se observo que, al aumentar la temperatura, se mejora la eficiencia de transfeccién, por

lo que se simulé las condiciones establecidas por los autores (28).

En la transfeccion, se utilizé 500 ng del vector eGFP-HA con 1,5 ul de Lipofectamine™
3000 Transfection Reagent y se mantuvo a 22 °C durante las primeras 24 horas, y
posteriormente se disminuyo gradualmente la temperatura hasta llegar a los 18 °C. Como
se muestra en la figura 8, a las 24 horas de transfeccién se obtuvo un porcentaje de

transfeccion de aproximadamente 9.4 % , el cual no aumento6 luego de 72 horas.
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Fluorescencia Invertida Contraste\dé Fage
A

500 ng eGFP -HA

Fluorescencia Invertida

500 ng eGFP -HA 500 ng eGFP -HA

Figura 9: Transfeccion de 500 ng del vector eGFP-HA con Lipofectamine™ 3000 Transfection Reagent a
las 24 y 72 horas en las células CHSE-214. (A) Transfeccion de 500 ng del vector eGFP-HA a las 24 horas
de transfeccidn; (B) Transfeccion de 500 ng del vector eGFP-HA a las 72 horas de transfeccion.

Transfeccion se realizé a 22 °C. n=1.

Posteriormente, para aumentar el rendimiento, se realiz6 una transfeccion con el doble
de la concentracion, es decir, 1 pug del vector eGFP-HA, obteniéndose un 11,7 % de
rendimiento de transfeccion, el cual no aumenté hasta las 72 horas, con respecto a las
24 horas.
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Fluorescencia Invertida

%

1 ug eGFP -HA 1 ug eGFP -HA

Figura 10: Transfeccion de 1 ug del vector eGFP-HA con Lipofectamine™ 3000 Transfection Reagent a las

24 horas en las células CHSE-214. Transfeccion se realizé a 22 °C. n=1.

Aunque el porcentaje de transfeccion obtenido es suficiente para desarrollar este
proyecto, realizamos otra transfeccién con el doble del vector eGFP, por lo tanto, serian

2 Ug.

Contraste de Fase * ©

2 ug eGFP -HA 2ugeGFP-HA

Figura 11: Transfeccion de 2 ug del vector eGFP-HA con Lipofectamine™ 3000 Transfection Reagent a las

24 horas en las células CHSE-214. Transfeccion se realizé a 22 °C. n=1.
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En esta transfeccion se obtuvo un porcentaje de 13,8 % de rendimiento de transfeccion
el cual no aumento hasta las 72 horas.

Para este proyecto se decidio utilizar las concentraciones 1 ug y 2 ug de vector, debido
al rendimiento en la transfeccion y, ya que en distintas genéticas reversas (26,31,34) se
han utilizado distintas concentraciones de ADN, por lo que se busc6 un promedio entre
las concentraciones utilizadas y se va a probar si estas dos concentraciones son

adecuadas para este proyecto.

De esta forma, la recuperacion del virus se genera gracias a la expresion de la proteina
y genoma viral en algunas células, y el virus producido infectara a las células vecinas,
propagandose. Por lo tanto, las transfecciones posteriores se realizaron con 1y 2 ug de
vector total y no con 500 ng, como estipula el protocolo de Lipofectamine™ 3000
Transfection Reagent. Por lo tanto, se continué con la transfeccion de los vectores
SegA pcDNAS.1 (+) y SegB_pcDNA3.1 (+) bajo las mismas condiciones que el vector
eGFP-HA.

3.3 Detectar la expresion de las proteinas virales luego de la transfecciéon de los
vectores que codifican los segmentos A y B del virus de la necrosis pancreatica

infecciosa.

Para estandarizar los ensayos de inmunofluorescencia de las proteinas virales, las
células CHSE-214 fueron infectadas y, a las 24 horas, se les realizO una
inmunofluorescencia utilizando el anticuerpo primario anti-Vpl en diluciones de 1:500 y

1:1000, y un anticuerpo secundario acoplado a Alexa Fluor 594 en diluciones de 1:2000.
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Control (-) ANTI-Vp1 1:500 /DAPI ANTI-Vp1 1:500 /DAPI

ANTI-Vp1 1:1000 /DAPI

Figura 12:Inmunofluorescencia de células CHSE-214 infectadas con IPNV. La deteccidn de proteinas se
realizé a través de inmunofluorescencia indirecta a las 24 hpi; la expresion de Vp1 se detecté utilizando
anticuerpo primario anti Vp1 en diluciones de 1:500 y 1:1000 y anticuerpo secundario acoplado a Alexa

Flior 594 en diluciones de 1:2000. n=1.

Como se observo en la figura 11, la dilucién 1:500 del anticuerpo anti-Vp1 (1:500) permitié

detectar la proteina Vp1l, mientras que la dilucion 1:1000 no fue suficiente para detectarla.

Paralelamente, se realiz6 la estandarizacion para el anticuerpo de la proteina Vp2. Las
células CHSE-214 fueron infectadas y, a las 24 horas, se les realiz6 una
inmunofluorescencia utilizando el anticuerpo primario anti-Vp2 en diluciones de 1:250 y

1:125, y un anticuerpo secundario acoplado a Alexa Fluor 488 1:2000.
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-l :
ANTI-Vp2 1:125 /QPI Control (-) ANTI-Vp1 1:125 /DAPI

ANTI-Vp2 1:250 /DAPI

Figura 13: Inmunofluorescencia de células CHSE-214 infectadas con IPNV. La deteccion de proteinas se
realizo a través de inmunofluorescencia indirecta a las 24 hpi; la expresion de Vp2 se detect6 utilizando

anticuerpo primario anti Vp2 y anticuerpo secundario acoplado a Alexa Flior 488 (1:2000). n=1.

Como se observo en la figura 12, la dilucion de 1:125 del anticuerpo anti-Vp2 permitio
una mejor deteccion de Vp2 que la dilucién de 1:250, por lo que se eligio esta dilucion

para los experimentos posteriores.

De la misma forma, se realiz6 un control transfectando los vectores que expresan la
proteina Vpl o Vp2, principalmente debido a que el anticuerpo anti-Vp2 es comercial y
no es especifico para una cepa viral en particular, por lo que se debe determinar si
reconoce las distintas cepas que se diferencian en la region hipervariable de Vp2 (29).
En particular, el virus utilizado es de la cepa HE y los vectores SegA_pcDNA3.1 (+),

SegB_pcDNA3.1 (+),Vpl pcDNA 3y Vp2 pcDNA 3 provienen de la cepa Jasper.

En este experimento, se transfecto 1 pg de los vectores SegA_pcDNA3.1 (+),
SegB_pcDNA3.1 (+), Vpl pcDNA 3y Vp2 pcDNA 3.
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ANTI-Vp1 /DAPI ANTI-Vp1 /DAPI

1ugVp1 pcDNAS

1 ug SegB _pcDNA 3.1 (+)

Porcentaje de expresion de Vp1

ANTI-Vp1 /DAPI

Control negativo

Vector transfectado

Figura 14:Inmunofluorescencia de células CHSE-214 transfectadas con los vectores SegB_pcDNA 3.1 (+)
y Vp1 pcDNA 3. La deteccién de proteinas se realizé a través de inmunofluorescencia indirecta a las 30
hpt; la expresion de Vpl se detecté utilizando anticuerpo primario anti Vp1 (1:500); y el anticuerpo
secundario para anti Vp1 esta acoplado a Alexa Fluor 594 (1:2000). Se analizaron en total 121 células

para la generacidn del grafico de porcentaje de expresion de Vpl. n=1.

Como se observo en la figura 13, se detectd la proteina Vpl tanto en la transfeccién de
SegB_pcDNA3.1 (+) como en la de Vpl pcDNAS3. Se realizé un grafico del porcentaje de
expresion de la proteina Vp1 en lugar de uno basado en el porcentaje de transfeccion, ya
gue este analisis, mediante inmunofluorescencia, identifica inicamente las células que
expresan la proteina. Por lo tanto, este enfoque no permite evaluar directamente el
rendimiento de transfeccidén, ya que las células podrian estar transfectadas, pero el

ARNmM podria estar secuestrado en el nlcleo o degradado en el citoplasma antes de ser
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traducido a proteinas. Aparte, dado que ya se conocia que la transfeccién con eGFP-HA
resultaba en un bajo porcentaje de transfeccion, se asumié que la deteccion de la proteina
Vpl seria aun menor, ya que eGFP, al ser una proteina autofluorescente, se detecta

directamente a diferencia que una proteina detectada por inmunofluorescencia.

Posteriormente, se analizé la expresion de la proteina Vp2.

ANTI-Vp2 /DAPI ANTI-Vp2 /DAPI

1 ugVp2 pcDNA 3 1ugSegA _pcDNA3.1 (+)

ANTI-Vp2 /DAPI Porcentaje de expresion de Vp2

Porcentaje de Expresion (%)

Control negativo

11gVp2pcDNA 3 1 g SegA_pcDNA3.1 (+)
Vector transfectado

Figura 15:Inmunofluorescencia de células CHSE-214 transfectadas con los vectores SegA_pcDNA 3.1 (+)
y Vp2 pcDNA 3. La deteccidn de proteinas se realizé a través de inmunofluorescencia indirecta a las 30
hpt; la expresion de Vp2 se detectd utilizando anticuerpo primario anti Vp2 (1:125) ; y el anticuerpo
secundario Alexa Fluor 488 (1:2000). Se analizaron en total 116 células para la generacion del grafico de

porcentaje de expresion de Vp2. n=1.
Como se observo en la figura 14, se detectd la proteina Vp2 tanto en la transfeccion de

SegA _pcDNA3.1 (+) como en la de Vp2 pcDNA3.1. Se realiz6 un grafico del porcentaje

de expresion de la proteina Vp2 en lugar de uno basado en el porcentaje de transfeccion,
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ya que este analisis, mediante inmunofluorescencia, identifica tnicamente las células que
expresan la proteina. Por lo tanto, este enfoque no permite evaluar directamente el
rendimiento de transfeccion, ya que las células podrian estar transfectadas, pero el
ARNmM podria estar secuestrado en el nicleo o degradado en el citoplasma antes de ser
traducido a proteinas. Aparte, se asumié que, al igual que con la proteina Vpl, la
deteccion de la proteina Vp2 podria ser limitada debido al bajo porcentaje de transfeccién

asociado con eGFP-HA.

Posteriormente, para analizar si la transfeccion de mayor cantidad de ADN puede ser
mas eficiente, se realiz6 la inmunofluorescencia de la transfeccion de 2 pg de los vectores
SegA_pcDNA3.1 (+), SegB_pcDNA3.1 (+).

ANTI-Vp1 /DAPI ANTI-Vp1 /DAPI

2 ug SegB _pcDNA 3.1 (+) Control negativo

Figura 16:Inmunofluorescencia de células CHSE-214 transfectadas con los vectores SegB_pcDNA 3.1 (+).
La deteccion de proteinas se realizé a través de inmunofluorescencia indirecta a las 48 hpt; la expresion
de Vp1 se detectd utilizando anticuerpo primario anti Vp1 (1:500); y el anticuerpo secundario Alexa

Fluor 594 (1:2000). n=1.

Como se observé en la figura 15, se detecto la proteina Vpl luego de la transfeccion de
SegB_pcDNA3.1 (+). Dado que ya se conocia que la transfeccion con eGFP-HA daba
como resultado un bajo porcentaje de transfeccion, se asumid que la deteccion de la
proteina Vpl seria aun menor, ya que eGFP, al ser una proteina autofluorescente, es
detectada directamente, a diferencia que una proteina detectada por

inmunofluorescencia.

Posteriormente, se analizé la expresion de la proteina Vp2.
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ANTI-Vp2 /DAPI ANTI-Vp2 /DAPI

2 ug SegA _pcDNA 3.1 (+) : Control negativo

Figura 17:Inmunofluorescencia de células CHSE-214 transfectadas con vectores SegA_pcDNA 3.1 (+). La
deteccidn de proteinas se realizé a través de inmunofluorescencia indirecta a las 48 hpt; la expresion de
Vp2 se detectd utilizando anticuerpo primario anti Vp2 (1:125); y el anticuerpo secundario Alexa Fluor

488 (1:2000). n=1.

Como se observé en la figura 16, se detect6 la proteina Vp2 luego de la transfeccién de
SegA pcDNA3.1 (+). Se asumio que, al igual que con la proteina Vpl, la deteccién de la
proteina Vp2 podria ser limitada debido al bajo porcentaje de transfeccion asociado con
eGFP-HA.

Con estos resultados de inmunofluorescencia se determind que se logra detectar las
proteinas luego de ambas transfecciones, tanto con el segmento A como con el segmento
B y con las dos concentraciones 1 ug y 2 pg de vector, por lo que se prosiguio a realizar

los pasajes del sobrenadante para la infeccion del virus resultante.

3.4. Pasajes sucesivos del lisado de las células transfectadas

Se transfectaron células en una placa de 24 pocillos con 500 ng del vector
SegA pcDNAS3.1 (+) y 500 ng del vector SegB_pcDNA3.1 (+), completando 1 pg de
vector total, denominado "virus 500", y con 1 pg del vector SegA pcDNA3.1 (+) y 1 ug
del vector SegB_pcDNA3.1 (+), completando 2 pug de vector total, denominado "virus
1000". Estas células se mantuvieron a 22°C durante las primeras 24 horas, Yy

posteriormente se disminuy6 gradualmente la temperatura hasta llegar a los 18 °C.
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Las células se mantuvieron durante 10 dias, siguiendo las condiciones descritas en
estudios previos (24,26,31), en los que se evalud la acumulacion de ARNm viral y
proteinas asociadas a la replicacion viral. En cada uno de los pasajes, se incluyd un
control negativo, mientras que en otra placa se realiz6 una infeccion con la cepa HE de

IPNV como control positivo.

Para determinar la presencia de ARNm viral, se llevo a cabo una extraccion del material
genético y se identific6 ARN codificante para la proteina Vp2 mediante RT-PCR en cada
pasaje celular. Los andlisis se realizaron cada 10 dias o cuando se detectaba efecto

citopatico (ECP), lo que indicaba actividad viral.

Un pasaje viral consiste en transferir el sobrenadante de células previamente
transfectadas o infectadas a una nueva placa de células, permitiendo evaluar la
continuidad de la transcripcion y posible sintesis de proteinas virales. En este caso, las
células transfectadas fueron lisadas mediante ciclos de congelacion y descongelacion,
seguidos de la separacion de residuos celulares por centrifugacion. El sobrenadante

resultante se utilizé para inocular nuevas células.

El sobrenadante obtenido se evalué en dos condiciones: una dilucion 1/10 y otra sin diluir
(100%). Esto permitié analizar si existia algun efecto citotoxico asociado al uso del
sobrenadante puro. No se observd efecto citotoxico en las células tratadas con el
sobrenadante al 100%, por lo que esta concentracion se utilizé en los pasajes siguientes

(datos no mostrados).

En los primeros pasajes de las condiciones "virus 500" y "virus 1000", no se logro detectar
la presencia de ARNm de Vp2 mediante RT-PCR. Sin embargo, en el pasaje 3 del "virus
500", se identific6 el ARNm codificante para la proteina Vp2, lo que se observa en la

figura 17.
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Figura 18: Deteccion de Vp2 por RT- PCR. Electroforesis en gel de agarosa al 2%. Carril 1: AccuRuler 100
bp Plus DNA; Carril 2: P3 del virus 500; Carril 3: P3 del virus 500; Carril 4: P3 del virus 500 control; Carril
5: P3 del virus 500 control; Carril 6: ARN gendmico viral; Carril 7: ARN gendémico viral; Carril 8: Control

negativo RT-PCR; Carril 9: Control negativo RT-PCR. n=1.

Esto sugiere que, al no haber evidencia previa de expresion, el ARNm viral de Vp2
comenz6 a acumularse y a ser detectable después de varios pasajes, o que sugiere que

hay reconstitucion del virus que infecté y se amplificé en cada pasaje.

El enfoque principal de estos experimentos fue determinar la presencia del ARNm viral
en los pasajes celulares sucesivos, lo que podria indicar la continuidad en la expresion
de proteinas virales. La presencia de ARNm de Vp2 en los pasajes posteriores confirma
qgue el material genético y, por ende, las proteinas asociadas, se transfieren

efectivamente a las nuevas células en cada ciclo.
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4. Discusion

En la presente investigacion se usaron vectores de ADN que contiene el genoma de IPNV
flanqueado por ribozimas para reconstruir al virus mediante su introduccion en células
CHSE-214. Existen varios métodos para la incorporacion de vectores dentro de una
célula, como la transfeccion, basados en lipidos y otras no liposomales, como la
electroporacién (36). Sin embargo, ninguna de estas técnicas ha logrado altos
porcentajes de transfeccion en lineas celulares de salmonidos (31). Tal como se observé
en los resultados, el porcentaje de transfeccién utilizando liposomas no super6 el 13,8%
con el vector eGFP-HA, sin embargo, este porcentaje puede variar, segun los vectores
que se transfecten. No obstante, se propone que esto no es un obstaculo para la
obtencion del virus, dado que al transfectar los vectores que contienen los segmentos A
y B del virus, las proteinas virales encapsidaran el genoma viral y formaran particulas
virales. Una vez generadas, las particulas virales lisaran las células transfectadas,
liberandose al sobrenadante, infectando a las células vecinas. Sin embargo, es
importante lograr un porcentaje minimo de transfeccion para asegurar que se genere la
maxima expresion de las proteinas, de acuerdo con los protocolos de transfeccién, y se
produzca una acumulacion de las proteinas. Esto permite que se generen suficientes

particulas virales capaces de infectar a las células circundantes.

Debido a que las ribozimas Hammerhead (HH) y la del virus de la hepatitis delta (VHD),
se encuentran en los extremos 5'y 3', respectivamente, del ARN mensajero (ARNm) del
segmento A y del segmento B, que son sintetizados por la ARN polimerasa Il, provocan
un corte que resulta en la pérdida de la cap (caperuza 7-metilguanilato) y de la cola de
poli A, luego de la transcripcion de los ADNs virales en el nacleo celular. Como resultado
de esta modificacion, se genera un ARN similar al viral. Sin embargo, al perder la cap y
no contar con la proteina Vpg en reemplazo, que es la encargada de reclutar la

maquinaria traduccional en este virus, este ARNm no se traduce con la misma eficacia.

Como se menciond previamente, las lineas células de salmones no son facilmente
transfectables (37). En un estudio que buscaba optimizar un protocolo de transduccién

de Lentivirus para la integracion eficiente de constructos en el genoma de CHSE-214, se
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observo que, al aumentar la temperatura de incubacion de las células transfectadas a
22 °C, se mejora la eficiencia de transfeccién (33). Esto podria atribuirse a la naturaleza
de su bicapa lipidica semipermeable, la cual al aumentar la temperatura podria volverse
mas permeable, facilitando la entrada del vector a la célula. Dado que las primeras 24
horas son criticas para lograr la expresion optima y la captacion celular del material
transfectado, se mantuvieron las células a 22°C durante este periodo inicial.
Posteriormente, la temperatura se redujo progresivamente a la temperatura estandar, ya

gue una exposicion prolongada podria inducir apoptosis en las células (33).

Con respecto al analisis de la inmunofluorescencia (IF), una técnica inmunolégica para
detectar una proteina a través de anticuerpos especificos es importante mencionar que
ninguna técnica de IF alcanza una sensibilidad del 100% debido a las caracteristicas que
presenta. La variabilidad en la afinidad de los anticuerpos primario y secundario, junto
con posibles limitaciones en la permeabilizacion y fijacién de las células, no permite una
deteccion de todos los antigenos presentes en la muestra. Ademas, factores como el
fotoblanqueo de los fluoréforos, la autofluorescencia de las muestras y las variaciones en
la expresion del antigeno afectan en la observacion, reduciendo la sensibilidad total de la
técnica. Estos factores limitan la capacidad de la IF para detectar todas las proteinas
blanco en una muestra, por lo tanto, es probable que haya mas proteinas en las células

gue las detectadas por esta técnica.

Luego de la transcripcion de los segmentos transfectados, las ribozimas se estructuraran
y generaran los cortes especificos necesarios para que el ARNm viral comience con dos
guaninas y termine con dos citosinas. Estos ARNm se traduciran generando las proteinas
virales. La aparicion de Vpl permitird la sintesis de ARN viral, tanto transcrito como
gendmico. Los transcritos virales seran traducidos para ser traducidos a las proteinas
virales VP1, 2, 34,y 5. Laacumulacion de VP1 permitira una mayor sintesis de transcritos
virales y de genoma viral. El genoma sera reconocido por Vp2, lo que llevara a su
encapsidacion y a la obtencién de las particulas virales infectivas. Estas particulas
saldran de la célula y se encontraran en el sobrenadante del cultivo celular, que sera

utilizado para infectar en sucesivos pasajes a nuevas células CHSE-214 para amplificar
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el virus. En cada pasaje del virus en una nueva linea celular, se espera una amplificaciéon

de la progenie viral.

Para aumentar la eficiencia de infeccion de los pasajes, algunos autores (26,34) sugieren
realizar una lisis celular para lograr obtener los virus que se encuentran dentro de las
células y asi aumentar la cantidad de virus infecciosos. En este caso, la lisis celular por
congelacion y descongelacion es una técnica muy utilizada para romper las membranas
celulares y liberar el contenido intracelular. Este proceso implica la congelacion de las
células, lo que provoca la formacion de cristales de hielo dentro de ellas, generando
presion que dafia las membranas celulares. Al descongelarse rapidamente, los cristales
de hielo se derriten y el choque térmico adicional causa mas rupturas en la membrana.
Aungue es un método simple y eficiente, puede haber variabilidad en su efectividad (38):
Cabe destacar que, al ser IPNV un virus desnudo, y muy estable a distintas temperaturas

(39) su infectividad no se ve afectada por este proceso.

Existen distintas técnicas para amplificar el virus proveniente de la genética reversa, en
las que los tiempos de incubacion entre pasajes varian dependiendo tanto del virus como
de la linea celular utilizada. Con algunas técnicas de amplificacion, se logré detectar el
ARN o ADN de la proteina en el pasaje 2, y en otros casos, recién se logré detectar en el
pasaje 6 (24,26,31,34); sin embargo, cada estudio utilizdé técnicas de recuperacion
distintas. Por un lado, para la entrega del material genético a las células, algunos
utilizaron sistemas de transfeccion no liposomales (31,34), mientras que otros emplearon
sistemas de liposomas (24,26,40,41). En algunos estudios, se opt6 por congelar y
descongelar las muestras con el fin de inducir lisis celular (26,34), mientras que otros
utilizaron los sobrenadantes celulares directamente en el traspaso. Entre estos ultimos,
algunos realizaron centrifugaciones (31,40,41) y uno no dio a conocer esta informacion
(24).

Los tiempos de infeccion también variaron, ya que cada linea celular requiere condiciones
especificas de mantenimiento para optimizar los resultados. Por ejemplo, los estudios
realizados en lineas celulares de mamiferos se esperaron entre 24 horas a 48 horas luego
del pasaje (26,31,34,40), mientras que en lineas celulares de peces, como en el caso de

salmonidos, los tiempos de espera fueron de 4 a 10 dias (24,41). Aunque los virus
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estudiados eran de genoma de ARN, el tipo de vectores que se usaron en la transfeccion
también fue variable; algunos autores utilizaron directamente el transcrito in vitro (24,40),

mientras que otros emplearon vectores de ADN (26,34,41)

La deteccion del ARN que codifica para la proteina de interés de los distintos virus
también ha sido variable Por un lado, algunos estudios mostraron la obtencién en el
primer pasaje (31,41), otros detectaron ECP en el pasaje 2 sin especificar en qué pasaje

se realizo el RT-PCR (24), y otro estudio observé ECP en el pasaje 3 (26).

En esta tesis, se transfecté con dos cantidades de virus, esperando que una de ellas
produjera mejores resultados. Al realizar los pasajes se observé que no hubo efecto
citotoxico de las células lisadas no infectadas, lo cual fue inesperado, ya que se
anticipaba citotoxicidad debido a los restos celulares presentes en el sobrenadante, como
proteinas celulares e interferon. Estas moléculas, conocidas como DAMPs (Danger-
Associated Molecular Patterns), son liberadas por células dafiadas o en estrés y activan
inflamacion al interactuar con receptores de reconocimiento de patrones (PRRS) en las
células (42). Por lo tanto, se esperaba que el sobrenadante, rico en DAMPSs, indujera
citotoxicidad, activando vias inflamatorias o estrés celular. Sin embargo, la ausencia de
este efecto sugiere que las moléculas presentes no alcanzaron niveles suficientes o que
las células no activaron los PRRs. Esto permitid usar el 100% del sobrenadante sin

comprometer la viabilidad celular para los pasajes siguientes.

En esta tesis se logré detectar el ARNm de Vp2 en el pasaje 3 del "virus 500", lo que,
comparado con los estudios de genéticas reversas anteriores, es lo que se podria
esperar.

La deteccion del ARNm de Vp2, implica que este deberia estar siendo sintetizado por la
polimerasa viral, Vpl. Esto indicaria que no solo se esta acumulando el ARNm de Vp2,
sino que también el de Vply que este se estaria traduciendo a la proteina Vpl. Mas aun,
estos ARNmy la Vpl deberian estar aumentando en cantidad en cada uno de los pasajes
sucesivos, lo que explicaria por qué no fueron detectados en pasajes anteriores. Si la
deteccion del ARNm de Vp2 se debiera a una contaminacion con ADN plasmidial o con

el transcrito original sintetizado por la ARN polimerasa I, éste debiera haber sido

42



detectado tan pronto como en el pasaje 1, ya que en los pasajes sucesivos no podria
entrar a la célula.

Esto plantea la posibilidad de que el ARNm de Vp2 esté siendo transportado por vesiculas
extracelulares (EVs), un mecanismo conocido por varios virus, como el SARS-CoV-2, el
virus de inmunodeficiencia humana (VIH) y el virus del Zika. Estas EVs, pequefas
particulas rodeadas por membranas, pueden transportar ARNm a células no infectadas,
facilitando la diseminacion viral y la evasion del sistema inmunoldgico (43). Sin embargo,
si efectivamente existieran vesiculas que transporten el ARNm de Vp2, esto implicaria la
presencia proteinas virales que promuevan la generacion de las EVs. Lo que implicaria
qgue este ARNm debidé haberse detectado en los pasajes anteriores. Por otro lado, hasta
la fecha, no se ha documentado que la familia Birnaviridae sea capaz de generar este
fenémeno.

Para evaluar la posibilidad de que las EVs sean generadas por las proteinas virales, se
propone transfectar el ARNm del segmento A junto con vectores que codifiquen
exclusivamente para las proteinas del segmento B, como VP1, y transfectar el ARNm del
segmento B junto con vectores que codifiquen Unicamente para las proteinas del
segmento A, como VP2, VP4 y VP3. Este disefio experimental funcionaria como un
control, ya que, si alguna de estas proteinas individuales fuera capaz de inducir la
formacion de EVs, se esperaria detectar el ARNm transportado por dichas vesiculas. No
obstante, en este contexto no se formarian particulas virales completas, dado que no

estarian presentes todas las proteinas esenciales para el ensamblaje del virion.

Por ultimo, los resultados también muestran que las ribozimas estan funcionando
correctamente, ya que hay traduccion de los ARN mensajeros. Esto implica la obtencién
del ARN viral que es reconocido por VP1 interaccionando con las dos citosinas
necesarias para su replicacion. Aun asi, es necesario realizar experimentos adicionales
para confirmar la presencia de particulas virales. Entre estos, la microscopia electronica,
gue permitiria visualizar directamente las particulas virales y evaluar su morfologia y
tamafio. Ademas, seria fundamental llevar a cabo ensayos de titulo viral, como la

cuantificacion de unidades formadoras de placa (PFU) en células, para medir la
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capacidad infectiva del virus y determinar si las particulas generadas son funcionales y

capaces de infectar nuevas células.

Los resultados de este trabajo tienen el potencial de contribuir significativamente al
entendimiento del ciclo replicativo del virus de la necrosis pancreatica infecciosa (IPNV)
y de mejorar las herramientas de genética reversa utilizadas en su estudio. Por ejemplo,
podria permitir identificar con precision la serina especifica en la que la proteina viral Vpl
se autofosforila (44), un proceso critico para la sintesis del ARN viral o el mecanismo de

procesamiento de la proteasa Vp4, esencial para la generacion de las proteinas virales.

Estos hallazgos serian un avance fundamental en la comprension de los mecanismos
moleculares que regulan la replicacion del virus y abririan la posibilidad de desarrollar
estrategias dirigidas a inhibir la polimerasa de este virus.

Ademas, este trabajo podria sentar las bases para disefiar herramientas mas eficientes
en el control de brotes virales en la industria acuicola. Una mejor comprension de los
mecanismos de replicacion del IPNV y la optimizacidén de sistemas de genética reversa
permitirian el desarrollo de vacunas mas efectivas y métodos de diagndéstico mas

precisos, ayudando a mitigar las pérdidas econémicas asociadas a esta enfermedad.

Finalmente, los resultados podrian establecer un marco de referencia para la aplicacion
de estas tecnologias a otros virus de interés. Este enfoque tiene el potencial de contribuir
tanto al avance de la investigacion en la virologia como al desarrollo de aplicaciones

biotecnoldgicas en el &mbito de la acuicultura y en otros sectores relevantes.
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5. Conclusién

Se detecto la expresion de las proteinas virales Vpl y Vp2 tras la transfeccion con 1 g
y 2 ug de los vectores que codifican los segmentos A y B del IPNV, confirmando la

funcionalidad de los vectores y su expresion.

Se detectd el ARNm de Vp2 en el pasaje 3 del “virus 500”.
Debe confirmarse la obtencion de viriones de IPNV mediante experimentos de titulacion

viral y visualizacion por microscopia electrénica.

La proxima fase del proyecto deberia enfocarse en optimizar las condiciones de
transfeccion y pasaje viral, con el fin de lograr una mayor acumulacion y expresion del
ARNmMm viral, lo que a su vez podria llevar a la produccién efectiva de particulas virales. El
avance en este sentido es fundamental para poder prosperar en la caracterizacion del
ciclo viral y en la evaluacion de posibles aplicaciones en el estudio de la biologia

molecular de este virus.

Ademas, la investigacion podria contribuir a la creacién de terapias antivirales dirigidas a
interferir con etapas criticas del ciclo viral, reduciendo el impacto de IPNV en la industria
acuicola. Este enfoque también podria extenderse a otros patdégenos de interes,
promoviendo avances en la virologia molecular y en la biotecnologia aplicada a la salud

animal.
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Figuras Suplementaria

Figura suplementaria 1. Mapa del vector SegA_pcDNA3.1 (+).
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Figura suplementaria 2. Mapa del vector Segb_pcDNA3.1 (+).
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Figura suplementaria 3. Mapa del vector Vp1_pcDNA 3
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Figura suplementaria 4. Mapa del vector Vp2_pcDNA 3
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Figura suplementaria 5. Mapa del vector eGFP-HA
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