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buses en pana y suefio constante.

En 2016 viaj6 a Portland, Estados Unidos a aprender de liderazgo intercultural en Reed
College y fue invitada a formar parte del Directorio de la fundacién Programas
Interculturales AFS. A finales de Julio comenzé una Unidad de investigacion en el
Laboratorio de Biologia Celular y Molecular de la Comisién Chilena de Energia Nuclear,

donde continu6 su trabajo de seminario de titulo, hasta finales de noviembre de 2017.
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Talentos Cientificos de Universcience en 2017 y formé parte de la primera generacion
de Jbvenes por la Ciencia, Tecnologia e Innovacion, iniciativa de la Comision de Ciencia
y Tecnologia del Congreso Nacional, en conjunto con Congreso Futuro. Ademas, fue
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educadores y cientificos reconocidos.
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del Festival Internacional Santiago a Mil 2018, en el espectaculo “Le Grand Continental”,

de Sylvain Emard.
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RESUMEN
En nuestro pais, la necrosis pancreética infecciosa (IPN) es una enfermedad endémica,
prevalente y de importancia econémica, ya que estd ampliamente distribuida en las
salmoniculturas chilenas. El virus de la necrosis pancreatica infecciosa (IPNV) pertenece
a la familia Birnaviridae, género Aquabirnavirus. Se caracteriza por no tener envoltura
lipidica y un didmetro cercano a los 60 nm. Su genoma esta compuesto por dos
segmentos de RNA de doble hebra, segmento Ay B. Los extremos 5’ de cada segmento
tienen unida covalentemente la proteina viral Vpg de 94 kDa. EI RNA mensajero (MRNA)
no posee cola de poliadenina o CAP. Se ha demostrado que la infeccién viral inhibe la
sintesis de proteinas celulares a la vez que los polipéptidos virales comienzan a ser
detectados, por ello se espera que el mecanismo de inicio de la traduccién viral sea
diferente al de la célula huésped. Si bien se han realizado estudios que buscan entender
dicho fenémeno, no se ha descrito qué proteina viral podria ser la responsable de éste.
Basado en estos antecedentes, en este seminario de titulo se buscé evaluar el efecto
de la infeccién viral y la contribucién particular de las proteinas virales VP1, pVP2, VP2
y VP4 en la traduccién de los mRNAs reporteros cuya traduccion fuera dependiente de
CAP o del sitio interno de entrada al ribosoma (IRES). Para ello se evalué la expresiéon
de reporteros bicistrénicos (dual luc o dL) que contienen los IRES del virus de la paralisis
de Cricket (CrPV) y del virus de la hepatitis C (HCV). Se utilizo la linea celular derivada
de células embrionarias de Lepomis macrochirus, CHSE/F, las cuales son susceptibles
a la infeccion de IPNV. Las células fueron infectadas o transfectadas con plasmidios
codificantes de las proteinas virales. Para los experimentos de transfeccion se utilizaron
plasmidios codificantes para VP1y VP4 con los que ya se contaba en el laboratorio y se
generaron, por clonamiento bacteriano, plasmidios codificantes de la proteina estructural

VP2 y su precursora pVP2. Estos vectores bacterianos fueron evaluados mediante PCR

XVi



e inmunofluorescencia.

En el experimento de infeccion de células CHSE/F se observé una disminucién de la
traduccioén CAP dependiente y un aumento de la traducciéon IRES dependiente.

Por otra parte, en el experimento de transfeccion se registréo que VP1 y VP4 inhiben la
traduccion CAP dependiente y estimulan la traduccién IRES dependiente. En el caso de
los ensayos realizados con VP2 y pVP2, en presencia de la proteina estructural
precursora la traduccion CAP dependiente disminuyé a la mitad, mientras que al
transfectar VP2 no hubo cambios significativos. Los resultados respecto a la traduccion
IRES dependiente, en presencia de las proteinas estructurales son poco claros - con
pVP2 no se reportaron cambios significativos, y con VP2 la traduccion aumenté para 1
de los reporteros (dICrPV), mientras que disminuyé para el otro (dIHCV). Estos
resultados muestran que las proteinas virales afectan de distinta manera la traduccion
de los mRNAs, lo que sugiere que son estas las responsables de la inhibicién de la

traduccién CAP dependiente y de la estimulacion de la traduccion IRES dependiente.
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ABSTRACT

In our country, infectious pancreatic necrosis (IPN) is an endemic, prevalent and
economically important disease that is widely distributed in Chilean salmon farms. The
infectious pancreatic necrosis virus (IPNV) belongs to the family Birnaviridae, genus
Aquabirnavirus. It is characterized by having no lipid envelope and a diameter close to
60 nm. Its genome is composed of two segments of double-stranded RNA, segment A
and B. The 5 'ends of each segment is covalently linked to the viral protein Vpg of 94
kDa. The messenger RNA (mMRNA) does not have a polyadenine tail or CAP. It has been
shown that viral infection inhibits the synthesis of cellular proteins at the same time that
viral polypeptides begin to be detected, therefore it is expected that the mechanism of
viral translation initiation will be different from that of the host cell. Although there have
been studies that seek to understand this phenomenon, it has not been described what
viral protein could be responsible for it. Based on this background, this title seminar aimed
to evaluate the effect of viral infection and the particular contribution of viral proteins VP1,
pVP2, VP2 and VP4 in the translation of reporter mRNAs whose translation was
dependent on CAP or the internal ribosome entry site (IRES). To this end, the expression
of bicistronic reporters (dual luc or dL) containing the IRES of the Cricket palsy virus
(CrPV) and the hepatitis C virus (HCV) was evaluated. The cell line derived from Lepomis
macrochirus embryonic cells, CHSE / F, which is susceptible to IPNV infection was used.
The cells were infected or transfected with plasmids coding for the viral proteins. For the
transfection experiments, plasmids coding for VP1 and VP4 that were used were those
already counted in the laboratory and plasmids coding for the structural protein VP2 and
its pVP2 precursor was generated by bacterial cloning. These bacterial vectors were
evaluated by PCR and immunofluorescence.

In the CHSE / F cell infection experiment, a decrease in CAP-dependent translation and
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an increase in IRES-dependent translation was observed.

On the other hand, with the transfection experiment it was recorded that VP1 and VP4
inhibit the CAP-dependent translation and stimulate the IRES-dependent translation. In
the case of the tests carried out with VP2 and pVP2, in the presence of the precursor
structural protein, the CAP dependent translation decreased by half, whereas when
transfecting VP2 there were no significant changes. The results regarding IRES
dependent translation, in the presence of structural proteins are unclear. With pVP2 no
significant changes were reported, and with VP2 the translation increased for 1 of the
reporters (dICrPV), while it decreased for the other (dIHCV). These results show that viral
proteins affect the translation of mMRNAs in different ways, suggesting that they are
responsible for the inhibition of CAP dependent translation and the stimulation of IRES-

dependent translation.
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INTRODUCCION

1.- Salmonicultura en Chile

La acuicultura comercial se comenzo a desarrollar en la década de los 80’s cuando se
incentivd, como politica econdmica, la actividad privada y la apertura al comercio
internacional, privilegiando el cultivo de especies introducidas de alto valor comercial
(Fuente: Food and Agriculture Organization).

Particularmente, los cultivos de salménidos son los que han tenido una permanente
mejora, debido principalmente al mayor desarrollo tecnolégico desde sus inicios. La
adaptacion de tecnologias de cultivo extranjeras, importacidon masiva de alevines y
ovas, inversion en proyectos de investigacion para mejorar las condiciones de cultivo y
reproduccion de los especimenes, entre otros (Comisidon Nacional de Ciencia y
Tecnologia; 2007), han posicionado a la salmonicultura como el segundo sector
exportador del pais, después de la mineria; y ha posicionado a Chile con un tercio del
mercado mundial del Salmén, superado so6lo por Noruega (Fuente: SalmonChile,

Servicio Nacional de Pesca y Acuicultura, Servicio Nacional de Aduanas).

El cultivo del Salmén del Atlantico (Salmo salar), representé 73,13% de la produccion
nacional de salmonidos en 2016, mientras que el Salmén coho (Oncorhunchus kisutch)
y la Trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) representan el 26,87%, alcanzando una
produccion total de 727.812 toneladas. Esto ha generado ganancias de cerca de 4000
millones de dolares FOB que corresponden al 6,44% del total de los ingresos percibidos

por el pais por concepto de exportaciones (Fuente: Servicio Nacional de Aduanas).

Es importante mencionar que la industria salmonera puede verse afectada por distintas



amenazas, entre ellas las enfermedades infecciosas, que son la primera causa de
pérdidas para la industria (Fuente: SalmonChile; Servicio Nacional de Pesca y
Acuicultura).

Dentro de las enfermedades infecciosas, la Necrosis Pancreatica Infecciosa (IPN)
causada por el Virus de la Necrosis Pancreatica Infecciosa (IPNV) es una enfermedad
frecuente en los cultivos de salmonidos del pais. En 2015 y 2016 fue detectada en las
tres especies cultivadas en el pais, alcanzando hasta un 31,2% de los casos detectados
para el salmén coho en el periodo 2016 (Fuente: Servicio Nacional de Pesca y
Acuicultura; 2014 — 2016). A pesar de que se han generado diversas vacunas contra
esta enfermedad, IPNV se mantiene como la primera causa de muerte por infecciones
virales, segun lo reportado por el programa de vigilancia pasivo de los centros

productivos (Fuente: Servicio Nacional de Pesca y Agricultura; 2014 — 2016).

2.- El Virus de la Necrosis Pancreética Infecciosa
IPNV es miembro de la familia Birnaviridae, género Aquabirnavirus. El virus fue aislado
por primera vez en 1957 en Estados Unidos, y a la fecha ha sido clasificado en dos

grupos: grupo A, con 9 serotipos; y grupo B, con sélo 1 serotipo (Hill B. & Way K.; 1995).

Los peces infectados, presentan lesiones en el tejido pancreatico, exoftalmia,
oscurecimiento de la piel, higado palido, hemorragias en los ciegos piléricos y/o grasa
visceral (Santi N. & cols; 2005; Roberts R. & Pearson M.; 2005). Particularmente en
Oncorhynchus mykiss, se ha detectado el virus en leucocitos de rifién y bazo 2 dias
después de la inoculacion, con un maximo entre el dia 7 y 8, y permaneciendo hasta
21 dias después de la infeccion (Tate H. & cols; 1990). También han sido descritas

infecciones persistentes en Salmo salar L, es decir, los peces sobreviven, pero siguen



produciendo particulas virales (Julin K. & cols; 2014).

IPNV es capaz de replicar en lineas celulares derivadas de una amplia gama de
hospederos de agua dulce y salada (Orpetveit I. & cols; 2012), entre ellas la linea celular
CHSE-214, actualmente CHSE/F, derivada de células embrionarias de Lepomis
macrochirus (Fryer & cols, 1965).

El ciclo viral comienza con la entrada del virus a la célula mediado por un receptor no
identificado, tras lo cual se encuentra en compartimientos vesiculares en el citoplasma
(Somogyi P. & Dobos P.; 1980). También se ha descrito, recientemente, la entrada del
virus por macropinocitosis a células CHSE-214 (Levican J. & cols.; 2017). Entre las 4
y 6 horas post-infeccion (hpi) pueden ser identificados los mMRNAs virales 24S. Dichos
RNA son traducidos, detectandose los primeros polipéptidos virales alrededor de las 6
hpi, Entre las 8 y 10 hpi se alcanza el maximo de sintesis de RNA viral genémico,
proceso que decae entre las 14 a 16 hpi (Somogyi P. & Dobos P.; 1980). Las particulas
virales infectivas pueden ser detectadas en el sobrenadante de cultivo
aproximadamente a las 24 hpi (Dobos P.; 1996. Malsberger R.G. & Cerini C.P.; 1965).
El ciclo replicativo finaliza luego de 24 horas, cuando es posible reconocer efecto

citopéatico caracteristico en cultivos infectados (Somogyi P. & Dobos P.; 1980).

IPNV presenta un didametro aproximado de 70 nm y se caracteriza por no tener
recubrimiento lipidico. Su genoma esta compuesto por dos segmentos de RNA de doble
hebra, denominados segmento A y B que no poseen CAP ni cola de poliadenina. El
extremo 5’ de cada hebra de cada segmento gendmico posee unida covalentemente la
proteina viral Vpg de 94 kDa (Calvert J. G. & cols; 1991). El segmento A tiene dos
marcos de lectura (ORF) denominados ORF L y ORF S (L de Large, grande en inglés.

S de small, pequefio en inglés). EI ORF L codifica para una poliproteina, de 106 kDa,



la cual es proteolizada co-traduccionalmente por la proteasa del virus, VP4, para
generar la precursora de proteina de la capside pVP2 y la proteina de matriz VP3y a
VP4. Posteriormente pVP2 sera proteolizada en la regién C- terminal, generando VP2
madura, de 442 aminoacidos (Galloux M. & cols, 2004). El ORF S se sobrelapa en el
extremo 5’ de la regién codificante de la poliproteina, y codifica para VP5 de 17 kDa,
cuya funcién no ha sido totalmente caracterizada, pero se propone que tiene una

actividad antiapoptotica (Santi N. & cols; 2005).

Por su parte el fragmento B codifica para VP1, la RNA polimerasa dependiente de RNA.
VP1 también puede encontrarse unida a cada extermo 5 de cada hebra de RNA,
denominandose Vpg, por viral protein genome (Calvert J. G. & cols; 1991). La unién
de VP1 al RNA como Vpg ocurre porque esta proteina también actlla como partidor de
la sintesis de RNAs virales. Para esto, Vpg se autoguanila dos veces en un residuo de
serina, lo que le permite alinearse con 2 citidinas ubicadas en el extremo 3’ del RNA
templado. El extremo 3'OH libre es extendido por VPL1 libre, generando la hebra

complementaria unida covalentemente a Vpg (Dobos P.; 1993).

Respecto a la traduccién de los mRNAs virales, se sabe que depende de la maquinaria
traduccional de la célula huésped, ya que IPNV, al igual que todos los virus descritos a

la fecha, carece de maquinaria traduccional propia.

3.- Traduccion de mRNAs
La iniciacion de la traduccion es la etapa que comienza con el reclutamiento de la

magquinaria traduccional en el mMRNA y culmina con el posicionamiento del Met- tRNAI,



en el sitio P del ribosoma colocado en el coddn de inicio AUG (IAUG). Esta es la etapa
mas finamente regulada del proceso de sintesis de proteinas (Hershey J. & Merrick W.;
2000).

Se han descrito al menos dos mecanismos mayormente representados, de inicio de la

traduccion: el mecanismo CAP-dependiente candnico y el IRES-dependiente.

3.1 Traduccién CAP dependiente

En el mecanismo CAP dependiente, también conocida como traduccién candnica, una
guanina modificada por metilacion en la posicion 7 (7mGpppN), conocida como CAP y
unida mediante un enlace trifosfato 5’-5’ al extremo 5’ del mRNA (Shatkin A. J.; 1976),
es reconocida por el complejo de factores de inicio eucariético de la traduccion (elF)
elF4F.

El complejo elF4F esta constituido por elF4E, la proteina del unién al CAP (Matsuo H.
& cols; 1997); elF4A, una RNA helicasa ATP dependiente que desenrrolla la estructura
secundaria del mRNA para permitir el acceso de las subunidades ribosomales (Rogers
G.W. Jr. & cols; 1999); y la proteina de andamiaje, elF4G, que media las interacciones
proteina — proteina para facilitar la unién del mRNA al complejo de preiniciacién 43S
(Hentze M.W.; 1997).

El inicio de la traduccién comienza por el reconocimiento de la estructura CAP por
elF4E, posteriormente la subunidad 40S ribosomal unida al complejo ternario,
conformado por elF2-GTP/Met-tRNAi; elF1A y elF3 es reclutada al mRNA por
interaccion de elF3 con elF4G. elF4G interactia con la proteina de union a poli (A)
(PABP), causando la circularizacién del mRNA por uniéon de los extremos 5’y 3’ (Tarun
S.Z. Jr. & Sachs A.B.; 1996. Imataka H. & cols; 1998. Kahvejian A. & cols; 2001).

También son reclutadas elF1 y elF5, elFs que contribuyen en el reconocimiento del



codon IAUG. Entonces el complejo de iniciacion migra en direccién 5 a 3, realizando
un scanning de la region 5’UTR, promovido por elF4A, hasta encontrar el iAUG
(Hershey J. & Merrick W; 2000), que normalmente esta en un contexto conservado para
el inicio de la traduccion, AccAUGG, denominado contexto Kozak (Kozak M.; 1986). La
unién cododn/anticodén entre el IAUG y Met-tRNAI produce la hidrélisis del GTP unido a
elF2, factor que pasara de estado activo, fosforilado, a inactivo, no fosforilado; mediado
por elF5, una proteina GTPasa (Das S. & Maitra U.; 2001). La hidrdlisis del GTP unido
a elF5B, permite la unién de la subunidad 60S con la 40S, dando paso al proceso de

elongacion del péptido (Lee J.H. & cols; 2002. Pestova T.V. & cols: 1998).

3.2 Traduccion IRES dependiente

En el mecanismo IRES-dependiente, la maquinaria de inicio de la traduccion es
reclutada en la region 5’'UTR del RNA, proximo al iAUG, en independencia del CAP
(Komar A. & Hatzoglou M; 2005), aunque se han descrito IRES que también abarcan
parte de la region codificante (de Breyne S. & cols; 2008. Reineke L.C. & cols; 2009.
Liu G. & cols; 2011. Willcocks M.M. & cols; 2011), asi como también otros dentro de la
region codificante (Bieleski L. & cols; 2001. Nicholson M.G. & cols; 2006. Weill L. & cols;
2006). Este mecanismo fue descrito por primera vez en picornavirus (Pelletier J. &
Sonenberg N.; 1988), y depende de que la regién 5UTR adopte una estructura
adecuada para conformar IRES, (Komar A. & Hatzoglou M; 2005). Dado que los sitios
de entrada al ribosoma (IRES) son capaces de iniciar la sintesis de manera CAP-
independiente, tienen requerimientos de elFs distintos que la traduccion CAP-
dependiente. La mayoria (el virus de la Hepatitis A (HAV) es la excepcion) son
independientes del factor que reconoce CAP, elF4E. También se han descritos algunos

gue no tienen necesidad de ningun elF, como el del Virus de paralisis de Cricket (CrPV)



(Pestova T.V. & Hellen C.U.; 2003), el cual adquiere una estructura secundaria que
sustituye al Met-tRNAIi y que es capaz de reclutar la subunidad 40S y luego la subunidad
mayor para iniciar directamente la sintesis de proteinas desde el sitio A del ribosoma
(Wilson J.E. & cols; 2000. Jan E. & Sarnow P.; 2002). Otros IRES necesitan de algunos
factores de inicio y de Met-tRNAI para el reclutamiento de 40S, como por ejemplo el
virus de la Hepatitis C (HCV) cuyo IRES requiere de elF3, elF2 y Met-tRNAI (Sizoua
D.V. & cols; 1998); y algunos requieren de todos los elFs, como el IRES de hepatitis A

(HAV) (Borman A.M. & Kean K.M; 1997 Borman A.M. & cols; 2001).

Se debe destacar que todos los IRES requieren de proteinas celulares diferentes a los
elFs candnicos, conocidos como factores proteicos trans-activadores de IRES (ITAFs),
necesarios para su actividad (Kieft JS.; 2008). Se postula que los ITAFs son necesarios
para que la regién 5’UTR adquiera la conformacién adecuada para reclutar a la
maquinaria de inicio de la traduccion (Belsham G.J. & Sonenberg N.; 1996. Vagner S.
& cols.; 2001). Algunas de ellas son el autoantigeno humano La, ITAF para el IRES de
HCV (Ali N. & cols; 2000. Pudi R. & cols; 2003. Costa-Mattioli M & cols; 2004); la
proteina de unién de poli (rC) 2 (PCBP2), que ha sido asociada a poliovirus (Blyn L.B.
& cols; 1997. Gamarnik A.V. & Andino R.; 1997. Gamarnik A.V. & Andino R.; 2000.); la
proteina de unién al tracto de polipirimidina (PTB) (Conte M.R. & cols; 2000), asociada

a rinovirus (HRV), al igual que la proteina ITAF4s (Pilipenko E.V. & cols; 2000).

Dado que la caracteristica del mecanismo IRES dependiente es que ocurre de manera
CAP independiente, se hizo necesario el desarrollo de herramientas y metodologias
que permitieran estudiarlos adecuadamente. En la actualidad la mejor herramienta para

detectar IRES son los mRNA bicistrénicos. Estos codifican para dos proteinas distintas,



el primer cistrén es traducido de manera CAP dependiente y el segundo es traducido
siempre y cuando en la region intercistronica se encuentre un IRES (Revisado en
Terenin .M. & cols; 2016). De esa manera es posible tener un acercamiento respecto
al fenomeno de la traduccién celular, utilizando un mismo reportero. Dentro de los mas
utilizados se encuentran los que en el primer cistrén codifican para Renilla Luciferasa

y en el segundo para Firefly Luciferasa (Sherf B.A. & cols; 1996).

Recientemente se ha descrito que la regiéon 5’ — no codificante (UTR) del segmento A
posee un sitio de entrada al ribosoma, que permite la traduccion de la poliproteina en
condiciones en la que la traduccion CAP dependiente esté inhibida (Rivas-Aravena A.

& cols.; 2017).

4.- Efecto de la Infeccion Viral en la Traduccion Celular

Se ha descrito que durante la infeccidn viral de IPNV ocurre una inhibicién de la sintesis
de proteinas celulares (Chen L. & cols, 2013. Gamil & cols; 2015), evento que favorece
la traduccién de los mMRNAs virales, tal como se muestra en la figura 1 (Gamil & cols;

2015. Gamil & cols; 2016).
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Figura 1.- Efecto de la infeccién de IPNV sobre la traduccion de proteinas
celulares. Maodificado de figura 2 de Gamil & cols; 2015: El virus de la necrosis pancreética
infecciosa indujo la inhibicion de la sintesis de proteinas en células CHSE-214. Las células se
infectaron, las proteinas sintetizadas se marcaron usando 3°S-metionina y se purificaron en los
tiempos indicados (3, 12 y 24 horas). (a) Los lisados preparados se analizaron por SDS-PAGE,
seguido por autorradiografia usando Typhoon. Los nimeros representan el tiempo en horas
después de la infeccién; (b) Niveles de sintesis de proteina expresados como porcentajes de
las células infectadas después de la medicion de las cantidades promedio de proteinas de tres
bandas diferentes usando el software ImageQuant (GE Healthcare). Los resultados son

representativos de cuatro experimentos independientes. * p <0.05; ** p <0.01.

Segun antecedentes anteriores, la infeccion viral es responsable de inducir el estrés del
reticulo endoplasmatico, particularmente el RNA doble hebra, el cual serviria de sefial
para la proteina quinasa del reticulo endoplasmatico (PERK) (Huang H.L. & cols; 2011).
Estés proteinas fosforilan a elF2a, previniendo el reciclaje de GDP y con ello impidiendo
el inicio de la traduccién (Gamil & cols; 2016), lo que no afectaria la traduccion de

proteinas virales (Garner J.N. & cols; 2003. Gamil & cols; 2016).



Ademas se ha visto en algunos otros virus que la proteasa viral corta el complejo elF4F,
particularmente a la proteina andamio elF4G. Este hecho fue primeramente reportado
en poliovirus (Etchinson D. & cols; 1982) cuya proteinasa 2V corta a elF4Gl entre los
aminoacidos 681 y 682 de la region N-terminal (Lamphear B.J. & cols; 1993.
Sommergruber W. & cols; 1994), dejando al complejo elF4F en dos partes: el dominio
de union de elF4AG a elF4E y el dominio de unién de elF4G a elF3 (Lamphear B.J. &
cols; 1995), impidiendo asi la union del complejo elF4F al CAP y reclutamiento de la
subunidad 40S. Otros virus en los que se ha reportado accién de la proteinasa en la
inhibicion de la traduccién CAP dependiente son el calicivirus felino (Willcocks M.M. &
cols; 2004), rinovirus (HRV) (Haghighat & cols; 1996) y HIV — 1, donde la proteinasa viral
corta no solo a elF4G, sino que también a la proteina de unién a poly(A) (PABP) (Castell6
A. & cols; 2009), favoreciendo la traduccién de los mMRNA virales de manera IRES

dependiente.

De acuerdo a los antecedentes expuestos, IPNV cuenta con un mRNA no capeado ni
poliadenilado unido a VPg, posee un IRES en el segmento Ay la infecciéon por IPNV es
capaz de inhibir la traduccion celular luego de la infeccion, y no la traduccién de los
MRNAs virales. Dado que la mayoria de los mMRNAs celulares son dependientes de
CAP, se espera que la infeccion viral inhiba la traduccién CAP dependiente celular y
que los mRAs virales sean traducidos por un mecanismo alternativo IRES dependiente.
Para ahondar en el conocimiento de como afecta IPNV los inicios de la traduccién CAP
e IRES dependientes, se analizara el efecto de la infeccion por IPNV y se determinara
gue proteinas virales afectan en la traduccion de un reportero bicistrénico que contiene
los IRES de CrPV y HCV.

El entendimiento de cudles son las proteinas virales involucradas en la inhibicién de la
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traduccion celular, es relevante para el entendimiento del ciclo replicativo viral. Las
bases moleculares de la infeccion por IPNV han sido muy poco estudiadas y su
comprension es importante en el disefio de futuras soluciones, que le permitan a la
industria acuicola prevenir y controlar la enfermedad, para asi evitar las pérdidas

econdmicas asociadas.
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HIPOTESIS
La infeccién de IPNV en células CHSE/F inhibe la traduccién CAP dependiente y los

MRNAs virales son traducidos por un mecanismo alternativo.

OBJETIVOS

Objetivo General
Determinar el efecto de la infeccidon del Virus de la Necrosis Pancreatica Infecciosa

(IPNV) en la traduccién proteica en su célula hospedero CHSE/F.

Objetivos Especificos

1.- Evaluar el efecto de la infeccion viral en la traducciéon de proteinas CAP e IRES
dependientes.

2.- Evaluar el efecto de las proteinas virales VP1, pVP2, VP2 y VP4 de IPNV en la

traduccion de RNAs CAP e IRES dependientes por transfeccion en células.
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MATERIALES Y METODOS

1.- Clonamiento de las proteinas virales pVP2y VP2.

1.1.- Andlisis bioinformatico y disefio de primers

Para el clonamiento de las proteinas virales pVP2 y VP2 se disefiaron primers
especificos, utilizando como referencia la secuencia de la cepa Jasper de IPNV
(NC_001915.1). Para ello se utilizaron las herramientas bioinformaticas en linea Blastn

(https://blast.ncbi.nim.nih.gov) y OligoAnalyzer (www.idtdna.com). Ademas en el

disefio de cada oligonucledtido se adicioné una secuencia de reconocimiento para una
enzima de restriccion que permitiera insertar el producto en el sitio de clonamiento
multiple del vector pcDNA 3.1. En el caso del primer directo la secuencia de
reconocimiento elegida es para la enzima Hind 11l y del primer reverso la secuencia para
Eco RV. Para el caso de los genes de ambas proteinas virales, fue necesario incluir en
el disefio de los oligos correspondientes a los primers reversos anticodén de un codon
de término a la secuencia, en azul en la tabla 1. La sintesis de los primers fue realizada

por Integrated DNA Technologies (IDT, San Diego, California, Estados Unidos).
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Tabla 1.- Primers disefiados para amplificaciéon del gen codificante de las

proteinas virales de IPNV pVP2y VP2.

Nombre Secuencia Tm Direccidn
0

VP2 F CCCAAGCTTATGAGCACATCCAAGGCAACC 58,2 D
Hindlll

pvVP2 R CGGATATCTCAAGCCCATGAGTCCATGACATC 57 R
Eco RV

VP2 R CGGATATCTCATGTCCTTTCTTTGTATTCCTCAGTCCTCC 63,3 R
442-443

Eco RV

1.2.- Plasmidos

Se utilizé el plasmido pcDNA 3.1 (Invitrogen, Waltham, Massachusetts, Estados

Unidos) para realizar el subclonamiento de las proteinas virales, ya que cuenta con el

promotor CMV, que permite la expresion de proteinas exdégenas en células eucariontes.

Ademas se utilizé el sistema pGEM-T Easy Vector (Promega, Fitchburg, Wisconsin,

USA, para ligar el gen de las proteinas virales, obtener DNA plamidial puro en grandes

cantidades, y a partir de éste recuperar el fragmento deseado por corte con enzimas de

restriccion, para ligarlo entonces en pcDNA3.1 linealizado. En la tabla 2 se detalla la

informacién de los plasmidios utilizados y obtenidos en este trabajo.
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Tabla 2.- Plasmidios

Nombre

Caracteristicas

pGEM-T

pGEM-T_VP2

pGEM-T_pVP2

pTriex 3 - VP1

pTriex 3 - VP4

pcDNA3.1

pcDNA 3.1

VP2

Vector de clonacion en E. coli con sitio de clonamiento multiple
en el cual se inserta el fragmento. Posee gen de lac z y resistencia
a la ampicilina.

Vector pGEM-t que contiene inserto el gen de VP2, con un codén
de término.

Vector pGEM-t que contiene inserto el gen de pVP2, al cual se le
agreg6 un codon de término.

Vector pTriex3 que contiene inserto el gen de VP1 entre los sitios
de corte Nco | y Not | del sitio de clonamiento multiple.

Vector pTriex3 que contiene inserto el gen de VP4, nucle6tido 514
a 734 del Segmento A de IPNV Cepa Jasper, entre los sitios Nco
| y Xho | del sitio de clonamiento mdaltiple.

Vector con promotor de citomegalovirus (CMV) para una
expresion de alto nivel, sitio de clonamiento mdltiple, sefial de
poliadenilacion de la hormona de crecimiento bovino (BGH) y
secuencia de finalizacion de la transcripcion para una mayor
estabilidad de Mrna. Origen de replicacion episomal SV40 y gen
de resistencia a ampicilina. Origen de pUC para la selecciéon y el
mantenimiento en E. coli.

Vector pcDNA 3.1 que contiene inserto el gen de VP2 (1290 nt)
entre el sitio de corte Hind Ill y Eco RV del sitio de clonamiento

multiple.
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pcDNA 3.1

pVvP2

pcDNAG.1

mCherry

dIAEMCV

dICrPV

dIHCV

pUC57-
Segmento

IPNV

A

Vector pcDNA 3.1 que contiene inserto el gen de pVP2 (1550 nt)
entre el sitio de corte Hind Ill y Eco RV del sitio de clonamiento
multiple.

Vector pcDNA 3.1 que contiene inserto el gen de la proteina
fluorescente mCherry

Vector pGL3-Basic Dual Luc con el IRES parcial del virus de la
Encefalomiocarditis entre los genes codificantes de Renilla y
Firefly Luciferasa.

Vector pGL3-Basic Dual Luc con el IRES del virus de paralisis
Cricket entre los genes codificantes de Renilla y Firefly
Luciferasa.

Vector pGL3-Basic Dual Luc con el IRES del virus de la Hepatitis
C entre los genes codificantes de Renilla y Firefly Luciferasa.

Vector pUC57 con la secuencia del Segmento A de IPNV.

1.3.- Clonamiento

Se amplificaron los genes de las proteinas virales mediante reaccién en cadena de la

polimerasa (PCR), utilizando los partidores disefiados, agua libre de nucleasas y 2x

MyTaqg Red Mix (Bioline, Londres, Inglaterra), segun las especificaciones del fabricante.

Se utilizé como templado para la amplificacion de las proteinas virales pVP2 y VP2 el

Segmento Viral A de IPNV, cepa Jasper, clonado en el plasmidio pUC57 (Genescript,

Piscataway, Nueva Jersey, Estados Unidos). El programa utilizado para la amplificacion

de los fragmentos se detalla en la tabla 3, para ambos genes, pVP2 y VP2, se utiliz6 la
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misma temperatura de hibridacion.

Tabla 3.- Programa utilizado para la amplificacion de los fragmentos codificantes

de las proteinas virales de IPNV pVP2y VP2.

Paso Temperatura Tiempo Numero de ciclos
Denaturacion Inicial 95°C 2 minutos 1
Denaturacién 95°C 30 segundos 35
Hibridacion 58°C 45 segundos
Extension 72°C 30 segundos
Extension Final 72°C 5 minutos 1

Los productos PCR fueron recuperados desde geles de agarosa 1%, tefiidos con
Bromuro de Etidio 0,1 mg/mL, con el Kit “E.Z.N.A Gel Extraction Kit” (OMEGA bio-tek,
Norcross, Georgia, Estados Unidos), utilizado segun las recomendaciones del
fabricante.

El material genético obtenido fue entonces cuantificado en el equipo Infinite m200
(TECAN, Mannedorf, Suiza) y ligado al vector pGEM-T (Promega), en una proporcion
fragmento:vector de 3:1, siguiendo las indicaciones del sistema de clonamiento.
Posteriormente se tomd una alicuota de 2 uL la ligacién, la cual fue utilizada para
transformar 50 uL de células bacterianas quimio - competente por estrés térmico.
Para ello se utilizaron células bacterianas de E. coli Novablue competentes con las que
se contaba en el laboratorio, éstas fueron incubadas en tubos de microcentrifuga de

1,5 ml con alicuotas de los plasmidios durante 30 min en hielo, 45 segundos a 42°C y
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finalmente 10 min en hielo. Tras eso se les agregd medio Lysogeny Broth (LB) liquido
(10 g Triptona, 5 g Extracto de levadura, 10 g NaCl; para 1 L de medio) y se incubaron
a 37°C por 1 hora. Los cultivos se centrifugaron a 3500 x g durante 10 minutos, se
eliminé el sobrenadante y el pellet fue resuspendido en el medio restante, para luego
ser depositado en placas de medio semisoélido LB-AGAR suplementadas con Ampicilina
(2 mg/mL).

Para la selecciéon de las colonias bacterianas se realizé un PCR de colonias, utilizando
el programa detallado en la tabla 3, para determinar cuales contenian el plasmidio con
el fragmento deseado incorporado. Una vez determinado que colonias contaban con el
fragmento se crecieron en LB/ Ampicilina liquido durante la noche y se extrajo el DNA
plasmidial utilizando el kit Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System

(Promega).

1.4.- Subclonamiento

Se recuperd el fragmento ligado al plasmido pGEM-T por digestién con enzimas de
restriccion y posterior electroforesis en gel de agarosa 1%, tefiido con Bromuro de Etidio
0,1 mg/mL, tras lo que se extrajo el DNA del gel con el Kit “E.Z.N.A Gel Extraction Kit”
(OMEGA bio-tek), utilizado segun las recomendaciones del fabricante.

El fragmento fue cuantificado, Infinite m200 (TECAN), y ligado al vector pcDNA 3.1 en
una proporcion fragmento:vector de 3:1 y 1:1, con la enzima T4 DNA Ligasa
(ThermoScientific, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos), segun las indicaciones
de la misma.

Se transformaron células bacterianas quimio — competentes por estrés térmico, y se
seleccionaron colonias mediante PCR de colonias. Se purific6 DNA plasmidial y se

verifico presencia del gen por digestion enzimatica con Xhol (ThermoScientific).
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Una vez que se eligié al clon que contenia el gen de proteina viral en la direccion
deseada, se crecié en medio LB, suplementado con Ampicilina, y se purificé con el Kit
PureYield Plasmid Midiprep System (Promega).

Antes de utilizar los plasmidios obtenidos para transfeccién se cuantificé el material

genético.

2.- Transcripcion In Vitro

2.1.- Transcripcion in vitro

Utilizando el kit “mMMESSAGE mMACHINE® T7 Ultra Kit” (Ambion, Waltham,
Massachusetts, Estados Unidos), el cual esta disefiado para sintesis in vitro de grandes
cantidades de RNA capeado y poliadenilado, se transcribieron los reporteros
bicistronicos dIAEMCYV, dICrPV y dIHCV, y el reportero fluorescente mCherry.

Para ello fue necesario linealizarlos antes de la reaccion; para los tres vectores
luminiscentes se utiliz6 la enzima Xba | (Fermentas, Waltham, Massachusetts, Estados
Unidos), mientras que para el reportero fluorescente se utilizé Xho | (Thermo Waltham,
Massachusetts, Estados Unidos).

La purificacion del RNA sintetizado fue hecha tal como lo sefiala Ambion, para asi
asegurarse de obtener transcritos con alta pureza, utilizando columnas de purificacion,

con el kit “RNA Total Extraction Kit” (OMEGA).

3.- Linea celular, cepa viral y condiciones de cultivo e infeccion.

3.1.- Cultivo Celular

Fue utilizada la linea Celular CHSE/F (ATCC® CRL1681), anteriormente conocida
como CHSE-214, derivada de células embrionarias de Leponis macrochirus [Fryer &

cols.; 1965]. Las células fueron mantenidas a 18° C, en ausencia de CO,, en Medio
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Minimo Esencial (MEM), suplementado con 1X de aminoacidos no esenciales, 10 mM
de HEPES, 1X de Solucion Penicilina/Estreptomicina, 2.5 ug/mL de Anfotericina B y

10% de suero fetal bovino (MEM 10% SFB).

3.2.- Virus

Para realizacion de los estudios del efecto de la infeccion se conté con la cepa comercial
de IPNV Hecht (HE) (ATCC® VR-1320™). Se utiliz6 una multiplicidad de infeccion
(MOI) de 0,1 para todos los experimentos realizados.

Para la infeccién de los cultivos celulares, estos fueron lavados con PBS 1X, y luego
fueron incubados por una hora con agitacién ocasional con un inéculo viral en una
multiplicidad de infeccién (MOI) de 0,1 preparado con medio MEM - 2% Suero Fetal
Bovino (MEM 2% SFB). Transcurrido el tiempo de incubacién, se eliminé el in6culo viral
y se reemplazé por medio MEM 2% SFB Fresco. Las células fueron mantenidas a 18°
C por 8 a 24 horas.

Tanto para los experimentos de infeccién, como de transfeccion se utilizaron células

que estuvieran entre un 70 y 90 % de confluencia.

4.- Transfecciéon de Células CHSE/F, Inmunofluorescencia y ensayo Dual Luc
4.1.- Transfeccion de Células CHSE/F

Para la transfeccion de DNA se utilizé Lipofectamina 3000 (Invitrogen, Waltham,
Massachusetts, Estados Unidos), mientras que para la de RNA se utilizé Lipofectamina
MessengerMAX (Invitrogen), en ambos casos se siguieron las especificaciones del

fabricante.
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4.2.- Anticuerpos
Para los distintos experimentos realizados se utilizaron distintos anticuerpos, la

informacién y descripcién de los mismos se detalla en la tabla 4.

Tabla 4.- Anticuerpos y marcadores fluorescentes utilizados para

inmunofluorescencia

Nombre Tipo Descripcidn Referencia

Anti IPNV Primario Monoclonal mouse  Ango, Austral
IgG2a (2F9/F1) Biologicals

Anti VP2 Primario Monoclonal mouse  Ango, Austral
IgG (Clon Biologicals
1B3/E10)

Anti VP1 Primario Monoclonal rabbit GenScript

Alexa Fluor Secundario Donkey pAB to ab cam

488 Mouse IgG

Alexa Fluor  Secundario Donkey pAB to ab cam

594 Rabbit IgG

DAPI Marcador Marcador Thermo Scientific

Fluorescente Fluorescente

4.3.- Inmunofluorescencia
Se sembraron células CHSE/F en placas de 24 pocillos con coverslips, estas fueron

transfectadas con los plasmidios codificantes de las proteinas virales y se dejaron
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incubando distintos tiempos, dependiendo del experimento.

Para la inmunofluorescencia se elimind el medio de cultivo y se lavaron las células 2
veces con 100 uL de PBS 1X frio, posteriormente fueron fijadas con 200 uL de metanol
frio e incubadas a -20°C por 20 minutos. Se les retir6 el metanol, y los restos del mismo
con 2 lavados con PBS 1X frio.

La permeabilizacion de las células fue hecha con PBS-0,25% Tritén X-100, 10 minutos
a temperatura ambiente, tras lo cual se eliminé la solucion y se bloqued con BSA 1%
en PBS-0,1% Tween — 20.

Se incubaron las células 2 horas, en oscuridad en una cdmara humeda a 4°C, con
alguno de los anticuerpos primarios (1:500), preparado en la solucion de bloqueo; se
retird el exceso de este con 3 lavados de PBS-0,25% Triton X-100. Luego se incubd
con el anticuerpo secundario, segun correspondiera, en las mismas condiciones que el
primario durante 45 minutos, tras lo cual se lavé 3 veces con PBS-0,25% Triton X-100.
Los coverslips fueron finalmente incubados con DAPI (1:5000) (ThermoScientific) por
10 minutos, en oscuridad a temperatura ambiente y posteriormente lavados 2 veces en
PBS-0,25% Tritobn X-100 y agua. Se dej6 secar 10 minutos a temperatura ambiente.
Para el montaje se ocupé el medio ProLong Gold Antifade reagent (Ambion), del cual
fue depositada una gota sobre el portaobjeto, para a continuacion colocar suavemente
el coverslip boca abajo, presionar suavemente, eliminar exceso y dejar secar en
oscuridad durante 30 minutos. Se sellaron los bordes con esmalte de ufias transparente
y se dej6 secar en oscuridad a 4°C por 24 horas antes de visualizar las muestras en

microscopio de epifluorescencia XDS-3FL4 (OPTIKA, Ponteranica, Bérgamo, Italia).

4.4.- Ensayo Dual Luciferasa

Se utilizaron los reporteros bicistronicos dIHCV, dICrPV y dIAEMCV (tabla 2). Para
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determinar la actividad luciferasa de Renilla o Firefly se utiliz6 el ensayo Dual Luciferasa
(Promega), con modificaciones respecto a las cantidades a utilizar de los reactivos LAR
y Stop&Glow, manteniendo la proporcién 1:1 de los mismos.

Los lisados, por lisis célular pasiva de los cultivos, fueron medidos en placas negras de
96 pocillos Nunclon (ThermoScientific) en el equipo Infinite m200 (TECAN) de acuerdo

a las especificaciones del mismo para la medicién de luminiscencia.

4.5.- Medicién de Fluorescencia

Las células transfectadas con el reportero fluorescente mCherry fueron observadas con
el microscopio de epifluorescencia XDS-3FL4 (OPTIKA) y fotografiadas. Para la
medicion de las unidades relativas de fluorescencia los cultivos fueron lisados, tal como
las células transfectadas con los reporteros bicistronicos luminiscentes, el lisado fue
homogenizado y se midi6é fluorescencia a 610 nm en placas negras de 96 pocilllos

Nunclon (ThermoScientific) con el equipo Infinite m200 (TECAN).

4.6.- Analisis estadistico de datos y gréaficos
Los datos brutos fueron corregidos en Excel de Microsoft Office 2010 (Redmond,
Washington, Estados Unidos). Los analisis estadisticos y gréaficos fueron realizados con

GraphPad Prism 7.04 (La Jolla, California, Estados Unidos).
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RESULTADOS

1.- Efecto de lainfeccién viral en la traduccidn de proteinas celulares CAP e IRES
dependientes.

La infeccidn viral inhibe la traduccién celular y no la viral. Para evaluar el efecto de la
infeccién viral de IPNV en la traduccion CAP e IRES dependiente se utilizaron RNAs de
reporteros bicistronicos. Se utilizaron 3 reporteros bicistronicos diferentes con el objetivo
de comparar los cambios en la traduccion IRES dependiente, representados en la figura
2, dICrPV (A), que tiene el IRES de CrPV en la region intercistrénica; dIHCV (A), que
contiene el IRES de HCV; y dIAEMCV (B), con el IRES de EMCYV truncado, de manera

gue no es capaz de reclutar la maquinaria de inicio de la traduccion.

IRES
A @— ﬂm p(A)

IRES

B
Q— f& - p(A)

Figura 2.- Esquema de los RNA de reporteros bicistronicos. Los reporteros
bicistronicos utilizados consisten en un RNA capeado poliadenilado compuesto de dos
cistrones separados por una region intercistrénica. El primer cistrén codifica para la proteina
Renilla Luciferasa, y el segundo cistron para Firefly Luciferasa. En la region intercistronica se
encuentra el IRES viral de HCV o CrPV (A) o bien el IRES de EMCV truncado (B). Los
reporteros utilizados fueron sintetizados a partir de los plasmidios dICrPV, dIAEMCV y dIHCV

(tabla 2) utilizando el Kit mMMESSAGE mMACHINE® T7 Ultra Kit.
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Esto permitié analizar si en caso de existir cambios en los valores registrados estos eran
producto de la accién del IRES o no.

Las Células CHSE/F, transfectadas con RNA, fueron infectadas con IPNV 30 horas post
—transfeccién. Luego de 12 horas de infeccion, se determind la actividad Renilla y Firefly
Luciferasa para evaluar la traduccién CAP e IRES dependiente.

Los resultados que se muestran en la figura 3 evidencian que existe disminucion
significativa de la traduccién CAP dependiente producto de la infeccién para todos los
RNAs bicistrénicos, particularmente la disminucién de la actividad de Renilla Luciferasa
(figura 3 A) es de un 15% para el reportero dICrPV, 64% para dIAEMCV y 57% para
dIHCV.

Por otro lado, la traduccion IRES dependiente también es afectada por la infecciéon de
IPNV. La actividad Firefly Luciferasa, figura 3 B, aument6 significativamente para el caso

del reportero dIHCV, en un 227%,; los cambios no son significativos para dICrPV.
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Figura 3.- Efecto de la infeccién de IPNV sobre la traduccion CAP e IRES
dependiente en células CHSE/F. Actividad Renilla Luciferasa relativa (A) de los reporteros
dICrPV (p < 0.005), dIAEMCV (p < 0.0001) y dIHCV (p < 0.005), y actividad Firefly Luciferasa
relativa (B) de dICrPV y dIHCV (p < 0.0001) medida en lisado de células CHSE/F transfectadas
con RNA e infectadas. Se compararon los valores medidos para cada uno de los distintos
reporteros (dICrPV, dIAEMCV y dIHCV) en células infectadas con los valores obtenidos para los
mismos en células no infectadas (100%), representado como barra negra en A y B). Los datos
brutos fueron corregidos, eliminando los valores medidos para células no tratadas. El analisis
estadistico se realizé mediante una prueba t-Student comparando los datos medidos para cada

reportero transfectado en células sin infectar e infectadas.

2.- Efecto de las proteinas virales VP1, pVP2, VP2 y VP4 de IPNV en la traduccién
de RNAs celulares CAP e IRES dependientes por transfeccion en células.

2.1.- Clonamiento de las proteinas virales pVP2y VP2

En el laboratorio se contaba con los plasmidios codificantes de las proteinas virales VP1
y VP4, pTriex3-VP1 y pTriex-VP4 respectivamente, por lo que se decidié construir un

plasmidio codificante de la proteina viral estructural VP2 y de su precursora pVP2.
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Para clonar los genes codificantes de éstos se usd como referencia la secuencia
publicada de la cepa Jasper de IPNV (NC _001915.1) y para VP2 se considerd la
secuencia que codifica para los primeros 442 aminoacidos publicada por Galloux M. &
cols, se disefaron partidores especificos (tabla 1).

Con el fin de obtener un fragmento puro de material genético en grandes cantidades se
decidié que primero se clonarian los genes virales en pGEM-T y se recuperarian para

ser ligados en el vector pcDNA3.1 (figura 4).

O famm_sC
pUC57-Seg A IPNV g,_ = - pVP2 * C -
W=

A
~
7o . ).

Hind 1l nal
So _d e ) @)’“
EcoRV \\°W’ ecory
B

Figura 4.- Esquema de la metodologia utilizada para el clonamiento de pVP2 y
VP2. Se amplificaron los genes codificantes de pVP2 y VP2, los cuales fueron ligados a pGEM-
T (A). Se transformaron células competentes E. coli Novablue, se purificaron los plasmidios
resultantes y se cort6 el material genético con las enzimas Hind Il y ECORV, se recuperaron

los fragmentos y se ligaron a pcDNA3.1 (B).
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Se amplificaron los genes, mediante PCR, desde el plasmido pUC57- Segmento A IPNV.
Los fragmentos de DNA obtenidos (1545pb para pVP2, 1293pb para VP2) se ligaron al
vector pGEM-T (figura 4 A). Los productos de ligacién se utilizaron para transformar la
cepa competente Novablue de E.coli y las colonias resistentes a ampicilina fueron
seleccionadas y analizadas mediante PCR, para determinar la presencia de pGEM-

T_pVP2 (Figura 5 A) y pGEM-T_VP2 (Figura 5 B).
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Figura 5.- PCR de Colonias para pGEM-T ligado a fragmento de pVP2 o0 VP2.

A) PCR de colonias para pVP2 de 6 colonias distintas de pGEM-T_pVP2 (carriles 2 al 7). 1:
marcador de peso molecular GeneRuler™ 100bp Plus DNA; 8: Colonia transformada con
producto de ligacién vector pGEM-T solo; 9: Control Positivo pUC57-Seg A IPNV; 10: Agua
Libre de Nucleasas. B) PCR de 6 colonias distintas de pGEM-T_VP2 (carriles 2 al 7). 1:
marcador de peso molecular GeneRuler™ 100bp Plus DNA; 8: Colonia B transformada con
producto de ligacién vector pGEM-T solo; 9: Control Positivo pUC57-Seg A IPNV; 10: Agua

Libre de Nucleasas.

Se recuperaron los fragmentos codificantes de las proteinas virales con las enzimas Hind
[l y EcORV, éstos se ligaron entre los mismos sitios de restriccion del plasmido pcDNA
3.1 (figura 5 B). Las colonias ampicilina resistentes obtenidas de la transformacion de

E.coli Novablue competentes fueron analizadas por PCR (Figura 6).
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Figura 6.- PCR de Colonias para pcDNA3.1 ligado al fragmento codificante de
VP2. PCR de 6 colonias distintas de pcDNA3.1- VP2 (carriles 2 al 7). 1: marcador de peso
molecular GeneRuler™ 100bp Plus DNA (ThermoScientific); 8: Colonia B transformada con
producto de ligacion vector pcDNAS3.1 solo; 9: Control Positivo pUC57-Seg A IPNV; 10: Agua

Libre de Nucleasas.

Adicionalmente se verificé la presencia de los fragmentos codificantes de pvVP2 y VP2

mediante digestion enzimética (figura 7)
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Figura 7.- Verificacién de los plasmidios pCDNA3.1-pVP2 y pCDNA3.1-VP2 con
corte con enzima Xho | A) EI DNA plasmidial obtenido de 3 colonias distintas de pCDNA3.1-
pVP2 fue (carriles 2, 4, 6) o no (carriles 3, 5, 7) digerido con la enzima Xhol 1: AccuRuler 100bp
Plus DNA RTU; 8: DNA plasmidial pcDNA3.1 — VP2 A; 9-10: DNA plasmidial pcDNA3.1 — pVP2
A. B) EI DNA plasmidial obtenido de 2 colonial distintas de pCDNA3.1-pVP2 digerido (carriles
3y 5)o0no (carriles 2 y 4) con la enzima Xhol. 1: AccuRuler 100bp Plus DNA RTU; 6: AccuRuler

1 kb DNA RTU.
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Se obtuvieron los plasmidos pcDNA 3.1-pVP2 y pcDNA 3.1-VP2 los cuales fueron

utilizados para transfectar células CHSE/F

2.2.- Transfeccion de los plasmidios que codifican para las proteinas virales

Para comprobar que las células en cultivo transfectadas con los plasmidios codificantes
de las proteinas virales las sintetizaban, se analizaron las células transfectadas
mediante inmunofluorescencias, tal como se describe en materiales y métodos,
utilizando distintos anticuerpos anti-proteinas virales (Tabla 3). Los resultado muestran
que las células CHSE/F transfectadas con VP1 y VP2 expresan a las proteinas en el
citoplasma celular (figura 8 A, D). No ocurre lo mismo con VP4 (figura 8 G). Respecto
al marcaje del material genético con DAPI (figura 9 B, E), al comparar las imagenes con
Su respectiva contraparte, superposisionandolas (figura 8 C, F) que muestra el marcaje
de los anticuerpos, es posible afirmar que las regiones no marcadas en A y D

corresponden a los ndcleos celulares.
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Figura 8.- Inmunofluorescencia de células CHSE/F transfectadas con proteinas
virales VP1, VP2 y VP4. A- C: células CHSE/F transfectadas con el plasmidio pTriex3-VP1,
incubadas con el anticuerpo primario Anti VP1 y anticuerpo secundario Alexa Fluor 594. D- I:
células CHSE/F transfectadas con el plasmidio pcDNA3.1-VP2 (D-F) o pTriex3-VP4 (G-I),
incubadas con el anticuerpo primario Anti VP2 (D-F) o Anti IPNV (G-1), y anticuerpo secundario
Alexa Fluor 488. En B, E y H se muestran las células marcadas con DAPI, en C, Fe |l la

superposicion de la primera y segunda columna. Aumento 20x (A-C) y 40x (D-1).

Habiendo comprobado que las proteinas virales eran producidas en las células CHSE/F,

se procedio6 arealizar el experimento de evaluacion del efecto de cada una de ellas sobre
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la traduccion celular.

2.3.- Evaluacién del efecto de las proteinas virales VP1, pVP2, VP2 y VP4 de IPNV
en latraduccion CAP e IRES dependientes por transfeccion en células.

Las células CHSE/F fueron transfectadas con el RNA y 2 horas después con el DNA de
los vectores codificantes de las proteinas virales VP1, pVP2, VP2 y VP4, y el vector vacio
pcDNA 3.1. Esto se hizo por separado pues con anterioridad se probaron los protocolos
de transfeccion por separado, notando que la proteina reportera tenia un maximo de
expresion a las 48 horas, y que el reactivo para la transfeccion de RNA podia llegar a
ser mas toxico para las células, que el utilizado para la transfeccion de DNA. Luego de
48 horas se determind la actividad de los reporteros.

En el caso de la proteina VP1, el resultado obtenido indica que en presencia de ésta la
traducciéon CAP dependiente, reportada por la luminiscencia de Renilla Luciferasa
disminuye en un 20%, para dICrPV y dl AEMCV, y tan solo un 7% para dIHCV (figura 9
A), sin embargo al realizar diferentes test estadisticos estos sefialan que estas
diferencias no son significativas.

En el caso de VP4 se observa un fendbmeno similar, los niveles de luminiscencia
asociada a la traduccion CAP-dependiente disminuyen en presencia de la proteina viral,
25 % y 55% para dICrPV y dIHCV respectivamente, mientras que para dLAEMCV no hay
cambios (figura 9 A). Solo los cambios para dIHCV son significativos (p<0.0156).

Para el caso de pVP2 la traduccion CAP dependiente, disminuye en presencia de la
proteina viral un 44% para dICrPV (no significativo) y 52% para dIHCV (p<0.0079); y
aumentan un 28% para dIAEMCV (p<0.0005) (figura 9 A).

Finalmente para el caso de la proteina viral VP2 los datos informan que en presencia de

ésta la traduccion CAP dependiente tiende a mantenerse sin mayores cambios para
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dICrPV y dIAEMCV (aumento de 4% y disminucién de 3%, respectivamente), y disminuye

significativamente en un 50% para dIHCV (p<0.0001) (figura 9 A).

Respecto a la traduccién IRES dependiente hay cambios cuantitativos en presencia de
las proteinas virales. Para el caso de VP1 la traduccién IRES dependiente aumenta en
un 28% (dICrPV) y 44% (dIHCV). Para pVP2 los cambios son menores, aumento de un
4% (dICrPV) y disminucién en un 10% (dIHCV). En el caso de la proteina viral estructural
VP2 se midié un aumento de un 31% para dICrPV y una disminucion de un 19% para
dIHCV. Los mayores cambios son para VP4, donde se registr6 un aumento de la
actividad relativa Firefly Luciferasa en un 120% para dICrPV y 78% para dIHCV. Sin
embargo al realizar distintos andlisis estadisticos se da cuenta de que estos cambios no

son significativos.
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Figura 9 Efecto de las proteinas virales de IPNV VP1, pVP2, VP2 y VP4 sobre la
traduccién CAP e IRES dependiente en células CHSE/F. Se transfectaron células
CHSE/F con reporteros bicistronicos, dICrPV (azul), dIHCV (naranjo) y dIAEMCV
(verde); y plasmidios codificantes de las proteinas virales, VP1, pVP2, VP2, VP4 o
pcDNA3.1 vacio. A) Actividad Renilla Luciferasa relativa de células CHSE/F
transfectadas. B) Actividad Firefly Luciferasa relativa de células CHSE/F transfectadas.
Los datos crudos fueron corregidos, eliminando los valores de luminiscencia obtenidos
de los lisados de células no tratadas. El andlisis estadistico se realizO mediante una
prueba t-Student comparando los datos medidos para cada reportero transfectado con

el plasmidio de alguna proteina viral versus aquel transfectado con el vector vacio.
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DISCUSION

Los virus son parasitos intracelulares obligados, por lo que requieren y dependen de la
magquinaria celular traduccional para completar su ciclo replicativo. Anteriormente otros
trabajos han descrito que durante la infeccion viral de IPNV ocurre una inhibicién de la
sintesis de proteinas celulares (Chen L. & cols, 2013. Gamil & cols; 2015), evento que
favorece la traduccion los mRNAs virales (Gamil & cols; 2015. Gamil & cols; 2016). En
este seminario de titulo se evalud el efecto de la infeccién de IPNV y de las proteinas
virales VP1, VP2, pVP2 y VP4 en la traduccion de los mRNAS bicistronicos que contienen

reporteros CAP e IRES dependientes de la linea celular CHSE/F.

En general los andlisis estadisticos sefialan que no hay cambios significativos en
presencia de particulas virales, sin embargo esto es producto del tamafio de la muestra
(Fay D.S. & Gerow K.; 2013), que al ser muy pequefia (n<30) no refleja la tendencia a la
disminucién de la producciéon de proteinas CAP dependientes como resultado de la

infeccion o presencia de proteinas virales.

Respecto a los experimentos, en el realizado para evaluar el efecto de la infeccion de
IPNV se comprobd que ésta causa una disminucion en la traduccion CAP dependiente
de los mRNAs (figura 3 A), esto ha sido reportado con anterioridad para otros virus,
incluido IPNV (Chen L. & cols, 2013. Gamil & cols; 2015).

También se observo que producto de la infeccion se registra un aumento de la traduccién
IRES dependiente (figura 3 B), con ello se da cuenta de que IPNV utiliza éste como

mecanismo alternativo para la sintesis de sus proteinas virales.
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Estos resultados concuerdan con investigaciones anteriores del grupo de estudio del
laboratorio en que fue realizado este trabajo, en las cuales se logr6 comprobar la
presencia de un IRES en la region 5’UTR del segmento A (Rivas-Aravena A. & cols;
2017). En analisis futuros serd necesario entonces realizar experimentos con un
reportero que incluya dicho IRES, con el fin de medir adecuadamente cuan importante
es el efecto de la infeccion en la traduccion IRES dependiente del virus. Ademas se
debe investigar respecto a la existencia de un IRES en la regién 5’UTR del Segmento B
y determinar cudles son los factores de inicio de la traduccién y factores proteicos trans-
activadores de IRES que requieren los IRES de IPNV para comenzar el proceso de

sintesis de las proteinas virales.

Los resultados obtenidos en el experimento de evaluacién del efecto de las proteinas
virales sugieren que las proteinas virales pueden inhibir la traduccién CAP dependiente
(figura 9 A). VP1, la RNA polimerasa dependiente de RNA, Vpg cuando se encuentra
unida al extremo 5’ de cada hebra de RNA, inhibe la traduccién CAP dependiente, segun
los resultados obtenidos para los tres reporteros utilizados, mientras que estimula la
traduccion IRES dependiente. Esto habia sido reportado anteriormente para otras
proteinas Vpg en experimentos in vitro e in vivo, particularmente en Calicivirus felino
(Herbert T.P. & cols; 1997) y Potyvirus (Eskelin K. & cols; 2011). Si bien estas proteinas
virales son distintas en tamafio entre si, las proteinas Vpg de Calicivirus son de entre 13
a 15 kDa (Goodfellow I.; 2011), mientras que las de potyvirus es de 21,9 kDa (Puurand
U. & cols, 1994), todos estos virus tienen mecanismos alternativos a la traduccion CAP
dependiente, y ha sido reportado que son capaces de unirse directamente al complejo
elFAF (Herbert T.P. & cols; 1997. Goodfellow L. & cols; 2005. Eskelin K. & cols; 2011).

En futuros experimentos serd importante determinar el rol de Vpg en la traduccién celular
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y si la inhibicién de la sintesis de proteinas celulares varia dependiendo de si la proteina

se encuentra libre como VP1 o unida al RNA como Vpg.

En presencia de VP4 también se registr6 una disminucion de la traduccion CAP
dependiente y estimulacién de la traduccion IRES dependiente, lo cual podria ser
esperable si se considera que las proteasas virales de otros virus normalmente participan
en el shut-off de la traduccion de los mMRNAs de las células blanco, tal como ha sido
reportado (Etchinson D. & cols; 1982. Haghighat & cols; 1996. Willcocks M.M. & cols;

2004. Castelld A. & cols; 2009).

Respecto a los resultados obtenidos para la proteina viral VP2 y su precursora pVP2,
estos no son concluyentes ya que, no hay una tendencia clara que indique que hay
inhibicion de la traduccion CAP dependiente y estimulo del mecanismo alternativo. VP2
solo disminuye la sintesis de proteinas Renilla Luciferasa, CAP dependientes, en el caso
del reportero dIHCV; y pVP2 disminuye la traduccién candnica en un 50% para dICrPV
y dIHCV, pero aumenta en el caso de dIHCV. De todas formas tiene sentido que VP2
no generé cambios en la traduccién celular, ya que esta proteina viral aparece al
momento de la maduraciéon de la capside viral, lo que ocurre momentos antes de la
liberacion del virus, cuando las particulas virales abiertas constituidas por pVP2 se
cierran por el corte proteolitico del extremo C-terminal de la proteina viral, apareciendo

VP2 en el momento de maduracién del virus (Villanueva R. & cols; 2004).

En la bibliografia tampoco hay reportes de inhibicion de la traduccion CAP dependiente

producto de las proteinas virales estructurales, salvo por el caso de Coronavirus, virus

asociados a enfermedades respiratorias en animales y humanos, siendo la proteina S
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(de Spike, espiga, en inglés) la responsable de inhibir la traduccién de ciertos genes de
la célula huésped, particularmente genes asociados a la respuesta inmune que se activa

por la infeccién (Xiao H. & cols; 2008).

Seran necesarios nuevos experimentos y analisis para entender el posible rol de pVP2
en la inhibicién de la traduccion CAP dependiente, para asi entender si las diferencias
registradas para dICrPV, dIAEMCV y dIHCV puedan tener relacién con la cantidad de

proteina acumulada en las células.

Respecto a las diferencias registradas en la inhibicién de la traduccién CAP dependiente
producto de la infeccion viral y la presencia de pVP2, VP2 o VP4, se debe tener en
cuenta los distintos momentos en que las proteinas estan presentes durante el ciclo viral,
pVP2 y VP4 aparecen por el corte proteolitico de la poliproteina codificada por el
segmento A, mientras que VP2 es parte de la capside madura, como fue mencionado

antes.

Para entender las diferencias registradas en los niveles de actividad Firefly Luciferasa
relativa registrados para los distintos reporteros bicistronicos hay que tener en
consideracion que la estabilidad de la estructura del IRES depende de la temperatura
(Komar A. & Hatzoglou M; 2005). En el caso del IRES de CrPV, un virus que afecta a los
grillos, cuya temperatura corporal depende de la temperatura ambiente y funciona
también como mecanismo de proteccion frente a la infeccion (Cevallos R.C. & Sarnow
P.; 2010), el IRES adquiere una estructura secundaria capaz de sustituir el Met-tRNAI,
por lo que la traduccién de los mMRNAs virales depende completamente de que la

secuencia del IRES adquiera su estructura correspondiente, lo cual no ha de ocurrir a
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15°C, temperatura a la que se mantienen las células CHSE/F. Ocurre lo mismo con HCV,
un virus que afecta a los seres humanos, cuyo organismo funciona a 37°C (Song H. &
cols; 2010), aunque la diferencia podria tener relacion con que el IRES de este virus
requiere de elF3, elF2 y Met-tRNAI (Sizoua D.V. & cols; 1998), y por ende la traduccion
no depende tan solo de la estructura secundaria, sino que también de la disponibilidad

de dichos factores de inicio de la traduccion y el tRNA de inicio de la traduccion.

Por ultimo es importante destacar la relevancia de la compresion de la presencia de la
estructura IRES y del mecanismo de traduccion IRES dependiente. Si bien estas
estructuras y el mecanismo de traduccion fueron primeramente descubiertas y descritas
en virus, se cree que entre un 10 a 15% de los mRNAs de mamiferos contienen IRES
(Spriggs K.A. & cols; 2008) y aquellos ya descritos codifican mayormente para factores
de transcripcion, factores de crecimiento y transportadores (Lacerda R & cols.; 2017).
Los IRES celulares parecen ser menos estructurados que los IRES virales (Komar A.A.
& Hatzoglou M.; 2005) y se cree gue son activados por cambios estructurales en su
estructura secundaria producto de condiciones de estrés celular (Leppek K. & cols.,
2018).

Por ende se puede sefialar que los IRES no solo son una ventaja para los virus al
momento de generar sus proteinas en las células infectadas, sino que también son de
gran relevancia para la supervivencia de células eucariontes, que pueden contar con
este mecanismo para asegurar la produccion de proteinas esenciales para su

sobrevivencia.
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CONCLUSION
Las principales conclusiones de este seminario de titulo son:

- El virus de la Necrosis Pancreatica Infecciosa inhibe la traduccion CAP
dependiente y estimula la traducciéon IRES dependiente en las células CHSE/F.

- Se obtuvieron plasmidios codificantes para la proteina viral estructural VP2 y su
precursora pVP2.

- Las proteinas virales VP1, pVP2, VP2 y VP4 inhiben la traduccién CAP
dependiente.

- Las proteinas virales VP1 y VP4 estimulan la traduccién IRES dependiente.

Por lo tanto, es posible decir que la hipétesis de este trabajo es cierta y que se lograron

los objetivos propuestos para este seminario de titulo.
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