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RESUMEN

El virus del sindrome de la mancha blanca (WSSV) continua siendo el principal
patégeno del camaron cultivado. Debido a las enormes pérdidas econdmicas que
genera es una amenaza para la permanencia y crecimiento de la industria. Hasta ahora
no existe ningin tratamiento efectivo contra la infeccion. En la busqueda de
estrategias potenciales para el control de este patégeno se han utilizado anticuerpos y
un péptido que se unen a proteinas virales estructurales claves para la infeccion con el
fin de neutralizarlas. El proposito de este estudio fue bioseleccionar por primera vez
fragmentos variables de cadena sencilla de anticuerpos (scFv) humanos,
dodecapéptidos lineales y heptapéptidos constrefiidos desplegados en fagos que
pudieran unirse al WSSV de forma especifica utilizando la tecnologia de
phagedisplay. Para ello se tamizaron, mediante tres rondas de bioseleccion, tres
librerias de origen no inmune contra WSSV inactivo inmovilizado. El repertorio de
fagos anti-WSSV seleccionados y algunos clones fueron sometidos a prueba de phage
ELISA para probar su especificidad observandose clones positivos y un incremento
de la sefial de la ronda I a la III en todos los casos. Los resultados sugieren que
durante las rondas de bioseleccion se enriquecieron las secuencias mas afines por el
WSSV y que tanto las poblaciones de fago-scFv y fago-péptidos seleccionados
durante la tercera ronda del biopanning, como los clones que despliegan
dodecapéptidos L.2.6, L.3.1; heptapéptidos 7C2.3, 7C2.4, 7C2.7, 7C3.1, 7C3.3, 7C3.4
y scFv S2.5, S3.3, S3.11, S3.12, son potenciales neutralizantes del WSSV dada la
especificidad de su uniéon a proteinas estructurales del virus o una herramienta
biotecnologica 1til en su deteccidon o investigacion.

Palabras clave: Mancha blanca, WSSV, phage display, anticuerpo, peptido
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ABSTRACT

White spot syndrome virus (WSSV) remainds the mayor cultured shrimp pathogen.
Due to the enormous economic losses it generates is a threat to the continuance and
growth of the industry. So far there is no effective treatment for the infection. In
search of potential strategies to control this pathogen have been used antibodies and a
peptide that bind to infection’s key structural viral proteins in order to neutralize
them. The purpose of this study was to bioselect for first time phage-displayed human
single-chain variable fragments of antibodies, linear dodecapeptide and loop-
constrained heptapeptide that could bind specifically to WSSV using phage display
technology. Three premade nonimmune libraries was screened through three rounds
of bioselection against inmovilized WSSV inactive. The repertoire of anti-WSSV
selected phage and some clones were tested by phage ELISA to probe their binding
specificity observing positive clones and a signal increase of the round I to III in all
cases. The results suggest that during bioselection rounds were enriched greater
affinity sequences for WSSV and that both populations of phage-scFv and phage-
peptides selected during the third round of biopanning, and the phage clones that
display dodecapeptides L.2.6, L3.1; heptapeptides 7C2.3, 7C2.4, 7C2.7, 7C3.1, 7C3.3,
7C3.4 and scFv S2.5, S3.3, S3.11 S3.12, are potential WSSV neutralizing by their
specificity of binding viral structural proteins or a useful biotechnological tool for its
detection or scientific research.

Keywords: White spot, WSSV, phage display, antibody, peptide
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I. INTRODUCCION

1.1 Sindrome de la mancha blanca

El sindrome de la mancha blanca (WSD) constituye hasta el momento el mayor
problema de sanidad en las granjas camaronicolas. Esta enfermedad se caracteriza por
provocar afectaciones del sistema dérmico, nervioso, hematopoyético, a nivel de
mucosas o epitelio manifestadas por la aparicion de manchas blancas de 0.5 a 3 mm
de didmetro embebidas en el exoesqueleto, coloracion rojiza del cuerpo y apéndices
por la expansion de cromatdforos, anorexia, letargo, nado erratico, acumulacion de
fluido en las branquias, agrandamiento y coloracion amarillenta del hepatopancreas,
adelgazamiento de la hemolinfa, pérdida de cuticula y muerte (@Author, 2004;
Escobedo-Bonilla et al., 2008). Estos signos clinicos aparecen 1 o 2 dias antes de que
ocurra la primera mortalidad que puede alcanzar el 100% en los siguientes 10 dias
(Lotz y Soto, 2002). Los juveniles de camaron de todas las edades y tallas son
susceptibles a la enfermedad, sin embargo, las pérdidas masivas se presentan
usualmente 1 o 2 meses post-siembra. El agente etioldgico responsable es el virus del
sindrome de la mancha blanca (WSSV por sus siglas en inglés). Este virus tiene un
amplisimo rango de hospederos y acarreadores mecanicos que incluye crustaceos de
importancia en acuicultura tales como camarones, cangrejos y langostas (Escobedo-
Bonilla et al., 2008). Su principal via de infeccidn es el canibalismo de organismos
infectados y la inhalacion del virus a través de las branquias (@Author, 2004) por lo
que luego de su aparicion en Taiwan en 1992 se esparcid rapidamente a paises
productores de Asia, América y Europa (Flegel y Fegan, 2002) provocando elevadas
pérdidas de produccion, merma en los parametros productivos o disminucién en la
calidad del producto (Smith et al., 2003) estimados en un billon de dolares anuales

(Flegel y Sritunylucksana, 2010).

1.2 Virus del sindrome de la mancha blanca
Debido a sus caracteristicas generales, moleculares y genéticas, el WSSV es el tinico
miembro del género Whispovirus, familia Nimaviridae. Morfolégicamente este es un

gran virus no ocluido, envuelto, de 275 nm de longitud y 120 nm de diametro, con



forma ovoide a baciliforme que presenta en uno de sus extremos un apéndice tipo
cola formado por lipidos de la envoltura (Gracia-Valenzuela et al., 2009). El virién
consta de cuatro componentes: envoltura, tegumento, nucleocipside y material
genético. Su genoma estda compuesto por DNA circular de doble cadena con un
tamafio aproximado de 300 kpb (Natividad et al., 2007). E1 dsDNA puede observarse
altamente electrodenso al microscopio ya que se encuentra comprimido por su unioén
con la proteina viral VP15. El tamafio de la nucleocapside varia entre 180 y 420 nm
con un didmetro de 54 a 85 nm y un grosor de pared externa de 6 nm. Esta altamente
comprimida dentro del virion ya que aumenta de tamafio al liberarse de la envoltura.
Se compone de 14 a 15 anillos formados de dimeros y trimeros de la proteina
globular VP664 empacados en vertical dandole la apariencia de cilindro entretejido
con una de sus puntas redondeada y la otra cuadrada. La envoltura tiene un grosor de
6 a 7 nm y esta compuesta de 2 capas lipidicas electrodensas divididas por una capa
electroopaca (Figura 1). El tegumento es la capa localizada entre la nucleocapside y
la envoltura. Las proteinas embebidas en la envoltura y el tegumento se encuentran

involucradas directamente en el proceso de infeccion (Chang et al., 2010).

Figura 1. Electromicrografia de (a) virion intacto y (b) nucleocapside de WSSV
tefiido negativamente. Fuente: ICTV




1.2.1 Genoma y Proteoma del WSSV
El genoma del WSSV es uno de los genomas virales mas grandes secuenciados

(://www.giantvirus.) con un tamafio que varia entre 293 y 307 kbp dependiendo del

aislado. Contiene entre 531 y 684 marcos de lectura abiertos (ORFs) con el codon de
inicio ATG de los cuales 181 a 184 no codifican para proteinas funcionales. Debido
al gran tamafio de su genoma y a que entre el 70 y 80% de las proteinas codificadas
no comparten identidad con proteinas conocidas, ain no ha sido caracterizado
totalmente (Tsai et al., 2004; Chen et al., 2010). Las proteinas estructurales son
importantes para el virus porque resguardan al material genético y sus dominios “se
unen a receptores celulares, promueven el proceso de fusion celular o interactian con
elementos del sistema inmune del hospedero”. Se conocen al menos 58 proteinas
estructurales del WSSV mediante métodos protedmicos de las cuales al menos 30 se
encuentran en la envoltura (Chang et al. 2010). Se les ha asignado nombre de acuerdo
a su peso molecular estimado por SDS-PAGE o el nimero de residuos de
aminoacidos (Bustillos-Ruiz et al., 2009). Las proteinas de la envoltura, y en general
las proteinas estructurales, son las primeras que interactiian con el hospedero jugando
un rol importante en la infeccion (Chang et al., 2010; Escobedo-Bonilla et al., 2008;
Tsai et al., 2004). La proteina VP28 (la mas estudiada) y la VP19 se consideran las
proteinas mas importantes de la envoltura mientras VP24 y VP26 lo son en el

tegumento (Flegel y Sritunylucksana, 2010; Yi et al., 2003).
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Figura 2. Principales proteinas estructurales del WSSV que participan en la
infeccion mediante el acoplamiento, penetracion o el trafico de la nucleocapside al
interior del nucleo de la célula hospedera. Basado en Chang et al. (2010), Li et al.
(2005), Tsai et al. (2004), Wu et al. (2005), Xie et al. (2006) y Yi et al. (2004).




Debido a que las proteinas estructurales son las primeras que interacttian con el
hospedero se les considera los primeros blancos en estrategias de neutralizacion o las
candidatas mas probables para el desarrollo de vacunas (Chang et al., 2010; Tsai et

al., 2004).

1.3 Phage display

En 1985, George P. Smith desarrollé una nueva biotecnologia basada en la seleccion
especifica de variantes de péptidos (incluidos fragmentos de anticuerpos) desplegadas
en la superficie de bacteriofagos llamada phage display (despliegue en fagos). En esta
técnica los péptidos desplegados (usaremos el término péptido para referirnos a una
cadena de aminoacidos cualquiera que sea su longitud) en el fago se unen a una
molécula blanco cualesquiera tales como antigenos, anticuerpos, enzimas, receptores
celulares, etc., en funcion de su afinidad por ella. Los desplegados mas afines se
seleccionan mediante un proceso que se lleva a cabo usualmente in vitro conocido
como biopanning. Originalmente esta técnica fue usada para mapear epitopos de
anticuerpos (Smith, 1985), sin embargo, actualmente sus aplicaciones son muy
diversas sobresaliendo su uso en el descubrimiento y manufactura de farmacos, la

ingenieria de anticuerpos y la identificacion de ligandos (Y1i et al., 2003).

pVIII pViI pIX
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Figura 3. Representacion del fago M13. PIII, pVI, pVII, pVIII y pIX simbolizan las
proteinas estructurales del fago.




1.3.1 Expresion de péptidos en la superficie de fagos

Los bacteridfagos o simplemente fagos son virus que infectan bacterias. El fago M13
fue el primero en utilizarse en phage display y continua siendo el mas usado a pesar
de que existen otros vectores alternativos como los fagos fd, fl (Petrenko y Smith,
1997), ft (Arap, 2005), A y T4 (Sidhu, 2000). E1 M13 es un fago filamentoso de 895
nm de largo y 9 nm de didmetro estructuralmente formado por cinco tipos de proteina
que resguardan al material genético compuesto de DNA de cadena sencilla que
contiene 6407 bases que codifican para diez proteinas diferentes (Figura 3).
Aproximadamente 2700 copias de la proteina VIII (pVIII) forman la estructura
tubular principal mientras que cinco copias de cada una de las proteinas plIl y pVI en

un extremo y pVII y pIX en el otro le dan cierre (an6nimo).

La forma mas sencilla y comin de usar al M13 consiste en introducir, mediante
biologia combinatoria, la secuencia aleatoria de una variante de péptido a la region
aminoterminal de plll o pVIII en el genoma viral para que cuando el fago
recombinante infecte a la bacteria exprese este péptido en fusidon con la proteina de
cubierta y se incorpore asi a la nueva generaciéon de fagos desplegdndolo en su
superficie. La proteina de fusion mas usada es plll. Esté tiene la funcién de unirse al
F-pilus de E. coli para comenzar la infeccion. Si el péptido desplegado es menor a 50
residuos de aminoacido no se presenta atenuacion de la infectividad (Cwirla et al.,

1990).

El usar pVIII tiene la limitante de que los péptidos mayores a 10 residuos de
aminodcido comprometen la funcién de la proteina de cubierta y podrian no ser
desplegados eficientemente (Sidhu, 2000). Para superar esta desventaja, asi como
para poder desplegar péptidos de mas de 50 residuos en plll, se cred un vector con las
ventajas de un fago y un plasmido llamado fagémido. El fagémido cuenta con dos
origenes de replicacion: uno de plasmido y uno de fago por lo que se replica en una
bacteria como E. coli tal como lo haria un plasmido y se puede recuperar dentro de un

fago con la ayuda del fago helper que proporciona el codigo para las proteinas



estructurales y activa el origen de replicacion de fago en el fagémido que producira el
péptido fusionado a la proteina viral seleccionada (pIll o pVIII). Debido a esta
superinfeccion y al sistema utilizado, después del ensamblaje la progenie serd una
variedad de fagos desplegando una mezcla aleatoria del péptido fusionado y la
proteina silvestre, ademas de que contendra encapsulado ya sea el genoma del fago
helper o al fagémido. Gracias a que el fagémido y el fago helper cuentan con genes
de resistencia a diferentes antibidticos, las células infectadas en cada etapa del

proceso pueden ser seleccionadas facilmente (Smith y Petrenko, 1997).

Cualquiera que sea el formato utilizado, el conjunto de fagos que despliegan variantes
aleatorias del péptido se denomina libreria de fagos (Figura 4). Existen librerias que
despliegan péptidos, fragmentos de proteinas inmunologicas y productos de cDNA
(Sergeeva et al., 2006). Cuando se trata de péptidos o proteinas relacionadas con el
sistema inmune se dice que se trata de librerias de origen inmune o no inmune
dependiendo si las secuencias para el phage display se obtuvieron o no a partir de la

exposicion a un antigeno o molécula blanco dada.
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Figura 4. Representacion de (a) fago silvestre, (b) fago recombinante y (c) libreria
de fagos.




1.3.2 Biopanning

Para poder encontrar dentro de la libreria de fagos aquellas variantes con afinidad por
la molécula de interés o blanco, se realiza un proceso de seleccion Ilamado

biopanning que se basa en la capacidad de unién péptido-blanco (Yi et al., 2003).

Bésicamente implica cinco pasos:

1. Interaccion de la libreria de fagos con el blanco (inmovilizado, en tejidos o
presente en la superficie celular)

Remocién de los fagos no unidos (lavado o perfusion)

Elusion de los fagos unidos

Amplificacion de los fagos eluidos mediante infeccion de una bacteria

A

Uso del amplificado en una nueva ronda de biopanning

Estas rondas de seleccion/amplificacion se repiten 2 o 4 veces con el propdsito de
“enriquecer” el pool con los péptidos mas afines por el blanco. Usualmente al
terminar el biopanning algunas clonas individuales o el pool de cada ronda se
someten a ELISA para comprobar la especificidad y se secuencia el ADN para

encontrar un consenso o conocer la secuencia seleccionada (Arap, 2005).

1.3.3 Aplicaciones

El phage display es una poderosa herramienta ampliamente utilizada en estudios de la
estructura-funcion de proteinas (Wang et al., 2008), mapeo de epitopes, ingenieria de
anticuerpos (Chames y Baty, 2000; Noren, 1996), descubrimiento de fAirmacos (Y1 et
al., 2003), busqueda de péptidos que se unen a carbohidratos (Noda et al., 2001),
DNA (Cheng et al., 1996) y moléculas pequefias (Rodi et al., 1999; Wang et al.,
2003), identificacion de ligandos (Ehrlich y Bailon, 2001), asi como la seleccion de
nuevos sustratos de enzimas. La mayoria de estas aplicaciones han sido encaminadas

al desarrollo de vacunas (Lesinski y Westerink, 2001; Morales et al., 2008), el



descubrimiento de farmacos (Drews, 2000), la identificacién de receptores-ligandos
para el combate de enfermedades benignas como la obesidad (Kolonin et al., 2004) y
las alergias (Rhyner et al., 2004), y malignas como el cancer (Pasqualini et al., 2000)
mediante terapia dirigida (Arap et al., 2002) y la liberacién de genes (Rogers et al.,
1998; Sergeeva et al., 2006).



I ANTECEDENTES

2.1 Estrategias para el control del WSSV

La principal practica preventiva en las granjas camaronicolas consiste en evitar en lo
posible la introduccidn, contacto, acarreo y propagacion del WSSV. Esto ha ayudado
a disminuir el riesgo de sufrir la enfermedad. Sin embargo, no es infalible, en algunos
casos es dificil de aplicar y una vez que el virus se ha introducido en los estanques
NO EXISTE NINGUN TRATAMIENTO EFECTIVO para controlarlo. Se han
probado varias estrategias a nivel experimental. En la mayoria de los casos se logra
una reduccion de la proliferacion viral y un incremento de la sobrevivencia sin que
haya hasta el momento ninguna medida realmente efectiva, practica y especifica
contra el WSSV (Cheng et al., 2010; Galaviz-Silva et al., 2004; Ligthner, 2005;
Natividad et al., 2007; Yuan et al., 2006).

El término vacuna o vacunacion es tema de controversia en el caso de crustdceos
(Flegel y Sritunylucksana, 2010) ya que estos carecen de un sistema inmune
adaptativo y de memoria (Lee y Soderhéll, 2002; Smith et al., 2003) que permita una
proteccion especifica y duradera de los organismos. A pesar de ello se ha estimulado
el sistema inmune innato de los camarones usando particulas virales inactivadas
(Namikoshi et al., 2004; Zhu et al., 2009), proteinas virales aisladas y recombinantes
(Caipang et al., 2008; Du et al., 2006; Satoh et al., 2008), sustancias antivirales
(Balasubramanian, 2007; 2008; Rameshthangam y Ramasamy, 2007) e
inmunoestimulantes de diferentes fuentes (Chang et al.,, 2003; Pholdaeng y
Pongsamart, 2010) con distintos grados de eficacia (Galaviz-Silva et al., 2004). El
grado de proteccidn logrado ha hecho que se opte por buscar otras estrategias que no
dependan directamente de los efectores del propio sistema inmune del organismo y
que sean capaces de inactivar al virus una vez que se presente en los estanques. Tal es
el caso del uso de ARN de interferencia (Westenberg et al., 2005; Wu et al., 2007; Xu
et al., 2007) y algunos fdrmacos (Rahman, 2006; Ruan et al., 2010). En el caso de
activos de origen proteico se ha experimentado con anticuerpos (Dai et al., 2003;

Jiang et al., 2007; Kim et al., 2004; Lu et al., 2008; 2009) y un péptido (Yi et al.,
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2003) capaces de neutralizar al virus logrando una reduccion de la proliferacion viral
y un incremento de la sobrevivencia a nivel experimental. La neutralizacion del
WSSV antes mencionada permite suponer su potencial uso como inmunoterapia

antiviral (Kim et al., 2004).

2.1.1. Péptidos anti-WSSV

A pesar del uso de péptidos para el control de enfermedades (Juliano et al., 2001),
solo existe un trabajo publicado donde se hayan usado péptidos para inhibir al
WSSV. Se encontré un decapéptido lineal, seleccionado por phage display contra el
virion completo, con la secuencia de aminoacidos HLVAVIGSYR que presenta una

alta afinidad por el virus y es capaz de neutralizarlo in vitro e in vivo (Yi et al., 2003).

2.1.2  Anticuerpos y scFv anti-WSSV

El uso de anticuerpos contra las proteinas virales VP24, VP28, VP31, VP33, VP36,
VP68, VP281 y VP466 permitid relacionarlas al proceso de infeccion (Li et al., 2006;
Wu et al., 2005; Xie y Yang, 2006; Yi et al, 2004). Diversos estudios han logrado la
neutralizacion in vitro e in vivo del virus usando anticuerpos monoclonales (Jiang et
al., 2007; Natividad et al., 2007; Wang et al., 2008b), policlonales (Ha et al., 2008;
Musthaq et al., 2006) y scFv’s seleccionados mediante phage display (Dai et al.,
2003; Yuan et al., 2006) dirigidos especialmente contra la VP28 y el WSSV
completo. El que los anticuerpos sean capaces de neutralizar y puedan ser usados
como inmunoterapias no es un concepto nuevo, recibe el nombre de inmunizacién
pasiva y se viene utilizando desde hace mucho tiempo al administrar a manera de
terapia, anticuerpos generados en otro organismo contra una molécula especifica
(Madigan, 2004). Mencion aparte merecen las IgY-anti WSSV provenientes de
yemas de huevo y producidas por la administracion de WSSV inactivo o proteinas
virales (VP28 y VP19) recombinantes o codificadas en vacunas de ADN. Estos
anticuerpos han sido probados in vivo, purificados y sin purificar, administrados de
forma oral (sobre el alimento), por inmersion y por inyeccion intramuscular en

camarones logrando neutralizar al WSSV (Kim et al., 2004; Lu et al., 2008, 2009).
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Ademéas del control de la enfermedad, los anticuerpos mono y policlonales
producidos contra el WSSV han sido utilizados para el mapeo de epitopes, el estudio
del virus y su deteccion en inmunoensayos (Escobedo-Bonilla et al., 2008; Takahashi
et al., 2003). En este ultimo caso, el uso de anticuerpos en pruebas de diagndstico
provee un método rapido, simple y sensitivo para el monitoreo de la presencia del
virus en los estanques (Nadala y Loh, 2000). Esto es importante pues la deteccion
oportuna del WSSV minimiza el riesgo de pérdida de la produccion (Natividad et al.,

2007).
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II1. JUSTIFICACION

Dos de cada tres camarones que se consumen en el mundo provienen de granjas
acuicolas. Los camarones peneidos son las principales especies en cultivo siendo
Litopenaeus vannamei la mas importante en términos de produccion. Esta industria
ha tenido un espectacular crecimiento en los ultimos 30 afios y las estadisticas
parecen indicar que esta tendencia a la alza continuara (FAO, 2005; Ligthner, 2005).
El mayor obsticulo para la sobrevivencia y desarrollo de la industria son las
enfermedades de origen virico ya que provocan altas mortalidades. El virus del
sindrome de la mancha blanca (WSSV) es el principal patégeno de los camarones en
cultivo (Flegel et al., 2008). Se han reportado infecciones por WSSV en diversos
peneidos de importancia en acuicultura como Lifopenaeus vannamei, Penaeus
monodon, Litopenaeus stylirostris, Marsupenaeus japonicus, Ferfenpenaeus
chinensis y crustaceos como Macrobranchium rosenbergii y Procambarus clarkii
(Escobedo-Bonilla et al., 2008; Rameshthangam y Ramasamy, 2007). La peligrosidad
del WSSV radica en el hecho de que es capaz de provocar mortalidades acumuladas
de hasta el 100% en tan solo 3 a 10 dias después de que se presentan los primeros
signos clinicos (Escobedo-Bonilla et al., 2008). Desde su aparicién en granjas
taiwanesas en 1992 y luego de su rapida diseminacion alrededor del mundo, este
virus ha sido el responsable de pérdidas de produccidn, dinero y empleos, asi como
de la implementacion de restricciones para la exportacion de productos (Bondad-
Reantaso et al., 2005). México es el principal productor camaronicola de América
(sexto a nivel mundial) y no ha estado exento de los estragos causados por este virus
desde que se reporto por primera vez en el 2001 (Bondad-Reantaso et al., 2001; FAO,
2005). Dado el impacto socioecondomico que representa la potencial pérdida de la
produccidn, se han realizado numeros estudios enfocados en minimizar el riesgo de
sufrir el colapso de la industria. A pesar de las medidas tomadas no existe ninguna
manera de garantizar la proteccion de los organismos (Flegel y Sritunylucksana,
2010; Natividad et al., 2007; Yuan et al.,, 2006), por lo que el desarrollo de
tratamientos efectivos que permitan prevenir o controlar la infecciéon del WSSV sigue

siendo un area prioritaria de investigacion (FAO, 2005). La vacunacion de los
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organismos seria la primera opcidn para controlar la infeccién viral, sin embargo, el
uso de vacunas tradicionales (particulas virales atenuadas o inactivas) asi como el uso
de antigenos virales han resultado ineficaces (Galaviz-Silva et al., 2004) debido a la
carencia de un sistema inmune especifico y de memoria en los crustaceos (Lee y
Soderhill, 2002; Smith et al., 2003). Otras estrategias implementadas presentan
desventajas tales como la contaminacion del agua por el uso de farmacos (Rahman,
2006) o quimicos (Jiang et al., 2004) en los estanques y sus implicaciones ecoldgicas,
la inespecificidad del tratamiento (Pholdaeng y Pongsamart, 2007) y la baja
proteccion lograda (Wu et al., 2007). La busqueda de otras alternativas basadas en el
propio sistema inmune del crustdceo se ve obstaculizada por el escaso conocimiento
de la respuesta antiviral del hospedero y la poca informacion de los mecanismos y
componentes moleculares del WSSV involucrados en la infeccion (Flegel y
Sritunylucksana, 2010; Liu et al., 2009). Diversos estudios han logrado Ila
neutralizacidon o inactivacion exitosa del virus mediante la utilizacidon de péptidos y
anticuerpos tanto policlonales como monoclonales anti-WSSV  generados en
organismos superiores, asi como fragmentos variables de cadena sencilla de
anticuerpos producidos mediante biologia combinatoria (Jiang et al., 2004; Kim et al.,
2004; Li et al., 2006; Lu et al., 2008; 2009; Yi et al, 2003; 2004). El que estos puedan
proteger a organismos marinos por via oral o por inmersion permite que su uso pueda
ser practico a nivel comercial (Lu et al., 2008; 2009). El inconveniente que representa
la busqueda y produccion de péptidos y anticuerpos especificos radica en la necesidad
de mucho tiempo, organismos y un proceso de purificacion posterior. El phage
display supera estas adversidades ya que permite la seleccion in vivo de péptidos y
proteinas especificas contra un blanco determinado de manera facil y rapida
(comparada con los procedimientos convencionales) y la produccion de grandes
cantidades de estos reactivos en corto tiempo sin pérdida de especificidad (Arap,
2005). Esta técnica puede ser utilizada en la busqueda de nuevos péptidos y
fragmentos de anticuerpos potencialmente capaces de neutralizar al WSSV o que

puedan ser usados en estudios de investigacion de este virus.
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IV. HIPOTESIS

Si se han reportado anticuerpos y un péptido que por su afinidad y especificidad por
proteinas estructurales del WSSV han servido para mapear, identificar, monitorear e
incluso neutralizar al virus y el phage display permite seleccionar fragmentos de
anticuerpos y péptidos basandose en su afinidad por una molécula blanco, entonces
esta técnica permitird encontrar una variedad de péptidos con diferentes
conformaciones y scFv’s desplegados en fagos capaces de unirse de forma especifica
al WSSV que podrian ser usados como nuevas herramientas biotecnoldgicas contra

el virus.

V. OBJETIVO
Bioseleccionar péptidos y scFv de anticuerpos desplegados en la superficie de fagos

filamentosos que se unan de forma especifica al WSSV.

5.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Bioseleccionar aquellos dodecapéptidos lineales, heptapéptidos
constefiidos y scFv-IgG humanos de origen no inmune desplegados en
fagos que muestren una mayor afinidad por el WSSV.
e Comprobar mediante prueba de phage ELISA que las poblaciones de
fagos recuperadas en la bioseleccion (rondas) y algunos de los clones
seleccionados al azar que las conforman se unan al WSSV de forma

especifica.
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1 Purificacion del virus del sindrome de la mancha blanca

El WSSV usado para la etapa de bioselecccion de esta investigacion fue reproducido
en camarones Litopenaeus vannamei en el Centro Interdisciplinario de
Investigaciones para el Desarrollo Integral Regional (CIIDIR-IPN, Unidad Sinaloa,
Meéxico). El tejido infectado fue proporcionado al Dr. Felipe Ascencio (CIBNOR)
para su posterior purificacion siguiendo el protocolo descrito por Gracia et al. (2009).
El tejido de camaron infectado con WSSV fue homogenizado en relacion 1:4 con
solucidn salina 150 mM estéril en un mortero y centrifugado a 3000xg por 20 min a
4°C. El sobrenadante se centrifugd a 8000xg por 30 min a 4 °C y posteriormente se
paso a través de un filtro 0.45 y luego de 0.22 pm (Acrodisc® Srynger Filter, PALL
Life Sciences, USA). El filtrado se colocd en un filtro Amicon de 100 kDa de
exclusion (Amicon Ultra-15 100 kDa Ultracel-PL, Millipore®) y se centrifugd a
1000xg por 1 hr a 4°C. El material retenido (viriones de WSSV) se recupero y diluyé
en 1 mL de solucién salina 150 mM estéril. La cantidad de proteinas totales de la
suspension viral (SV) fue determinada mediante la técnica de Bradford para
posteriormente ser sometida a prueba de PCR antes de usarse en el biopanning y las

pruebas de phage ELISA.

6.2 Phage display

Se utilizaron dos librerias de péptidos comerciales prefabricadas, una lineal y otra
constrefiida, ademas de una libreria de scFv-IgG humanos de origen no inmune
(scFv-IgG naive). Todas las librerias asi como las cepas ER2738 y TGI1 de
Escherichia coli necesarias para su propagacion fueron proporcionadas por el Dr.
Karen Manoutcharian del Instituto de Investigaciones Biomédicas (IIE) de la UNAM.
La seleccion de péptidos y scFv’s se llevd a cabo en el laboratorio de Biologia
Molecular y Biotecnologia 3 de la Nueva Sede del IIE bajo la supervision del Dr.
Karen Manoutcharian y la M. en C. Maria Elena Munguia, mientras que los ELISA’s
se realizaron en el laboratorio de Inmunologia 103 de la vieja sede que esta bajo la

responsabilidad de la Dra. Goar Gevorkian contando con la ayuda del M. en C.



16

Gonzalo Acero, mismos que fueron confirmados en el laboratorio de Patologia

Marina del CIBNOR.

6.2.1. Librerias de péptidos

Las librerias comerciales utilizadas fueron una libreria dodecapéptida (Ph.D-12) y
una libreria de heptapéptidos constrefiidos (Ph.D-C7C) desplegadas en el fago
filamentoso M13KE ofrecidas comercialmente por los laboratorios New England
Biolabs (NEB). Segtun la informacidon proporcionada por el proveedor, cada fago
expresa cinco copias de un unico péptido aleatorio en fusion con el extremo N-
terminal de la proteina de cubierta pllIl. Los segmentos aleatorios de la libreria Ph.D.-
C7C estan flanqueados por un par de residuos de cisteina, los cuales al oxidarse
durante el ensamble del fago forman un puente disulfuro que les confiere la estructura
constrefiida. En Ph.D-12 la primera posicidén aleatoria es ocupada por el primer
residuo de aminoacido fusionado a plll mientras que en la libreria Ph.D-C7C esta
posicion esta precedida por Ala-Cys. Ambas librerias contienen la secuencia Gly-
Gly-Gly-Ser que liga al péptido desplegado con plIl (Figura 5). Se reporta una
complejidad de las librerias de péptidos de 1 x para Ph.D-C7Cy 1.2 x para Ph.D-
12.

Ph.D-12 GGGS L )

Ph.D-C7C ACLI ?GGGS/\,( )
SS

Figura 5. Librerias de péptidos comerciales NEB donde se indica el segmento
aleatorio y el enlazador.
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6.2.1.1 Selecciéon de péptidos especificos contra WSSV por biopanning contra
particulas virales

Las librerias Ph.D-12 y Ph.D-C7C fueron probadas en ensayos independientes
siguiendo el protocolo que a continuacion se describe (Figura 7). En una microplaca
de 96 pozos (Maxisorb; Nunc) se inmovilizé directamente WSSV inactivo (400 ng de
proteina total) en PBS pH 7.2 durante toda la noche a 4°C. Después, el WSSV libre se
retird lavando con la solucion de lavado PBS/0.2% Tween 20 para posteriormente
bloquear con PBS que contenia 5% de leche descremada en polvo por 1 hr a 37°C. La
solucion de bloqueo se retird y se agregd la libreria (1 x u.f.p) previamente incubada
por 30 minutos en PBS/0.5% Leche descremada/0.2% Triton dejando interactuar por
toda la noche a 4°C. Los pozos fueron lavados y los fagos que se unieron al WSSV
fueron eluidos con Trietilamina 100 mM. Inmediatamente después el eluato fue
neutralizado con Tris-HCl IM. Se tomd6 una alicuota para titularse contando el
numero de unidades formadoras de placa usando E. coli ER2738 como se describe
posteriormente y 150 pl se almacenaron a 4°C. El resto del eluido fue amplificado
por 4.5 hrs infectando un dilucién 1:100 de ER2738 que crecié durante toda la noche
anterior. Este amplificado fue purificado y titulado para su utilizacion en la siguiente
ronda de seleccion. Se realizaron en total 3 rondas de biopanning eliminando los
fagos no unidos incrementando los lavados de 5 a 10 y luego a 15 en la ultima ronda.
Cada una de las rondas asi como algunas clonas seleccionadas al azar fueron
sometidas a prueba de phage ELISA para comprobar su especificidad por el WSSV

como se describe mas adelante.

6.2.1.2 Titulacion del fago M13

Se realizaron diluciones seriales en medio 2YT de los fagos eluidos y amplificados.
Cada una de las diluciones se usé para infectar 200 pl de células ER2738 en
crecimiento logaritmico ( ~ 0.5) por 15 minutos a 37°C. Las células infectadas fueron
transferidas a tubos cénicos que contenian Top Agar a 45°C, mezcladas rapidamente
y vertidas sobre cajas de LB previamente calentadas a 37°C. Después que las placas

se enfriaron fueron incubadas toda la noche a 37°C. Para obtener el titulo (nimero de
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unidades formadoras de placa) se cont6 el nimero de placas en cada caja de LB, se
multiplicéd cada numero por el factor de dilucion y por el numero de pl usados para la

infeccion.

6.2.1.3 Amplificacion de unidades formadoras de placa (clones)

Se cultivo una colonia de ER2738 en medio 2YT por toda la noche a 37°C con
agitacion. Temprano se realizé una diluciéon 1:100 en medio 2YT. Se transfirieron
3 ml de esta dilucidon a tubos estériles para ser infectados con placas individuales
provenientes de la titulacion de los eluidos de las rondas II y III tomadas al azar. Los
tubos fueron incubados a 37°C con agitacion por 4.5 hrs. Pasado este tiempo los
fagos amplificados fueron purificados, titulados (ver seccion correspondiente) y
usados en pruebas de ELISA. De igual forma se llevé a cabo un escalamiento a 500

mL de cultivo celular para la amplificacion de las rondas del biopanning.

6.2.2 Libreria scFv humano de origen no inmune

Los scFv se forman por un solo gen que codifica los dominios de unién a antigeno de
las cadenas ligera (VL) y pesada (VH) de la IgG conectadas por un péptido enlazador
flexible. La libreria de scFv-IgG naive usa al fagémido pCANTAB S5SE para su
produccion. Este fagémido carece de los genes para producir un fago completo.
Ademas de los genes que codifican para fragmentos variables de anticuerpos (VH +
VL) y el péptido enlazador que forman el scFv, posee un promotor /ac para el control
de la expresion de plll-scFv, una secuencia sefial para el gen 3, el gen de la proteina
plIl, una regién y un origen de replicaciéon de M13, una regién del gen de B-
lactamasa, un origen de replicacion del plasmido, un codén ambar de paro y la
secuencia GGT GCG CCG GTG CCG TAT CCG GAT CCG CTG GAA CCG CGT
correspondiente a la E-tag. EIl pCANTAB 5E puede multiplicarse como pldsmido o
alternativamente empacarse como fago recombinante mediante el uso de un fago
helper como el M13K07. El fagémido presenta factores de resistencia a penicilina

mientras que M13K07 posee un origen de replicacion deficiente y resistencia a
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kanamicina que facilita la seleccion de las células TG1 transformadas por el fagémido

e infectadas por el fago helper (Amersham Recombinant Phage Antibody System).
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Figura 6. Genoma del fagémido pCANTAB 5E que muestra las regiones control y la
genealogia del vector.

6.2.2.1 Seleccion de scFv especificos anti-WSSV por biopanning contra particulas
virales

Se siguid el procedimiento descrito para la seleccion de péptidos especificos solo
variando la forma de titular y amplificar al fagémido (Figura 8) como se describe en

el siguiente punto.

6.2.2.2 Titulacion del fagémido
Se realizaron diluciones seriales en medio 2YT de los fagos eluidos y amplificados.
Cada una de las diluciones se usé para infectar 200 ul de células TG1 en crecimiento

logaritmico ( ~ 0.5) por 45 minutos a 37°C. Pasado ese tiempo, las células infectadas
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fueron plaqueadas en LB que contenia ampicilina y glucosa al 2%. Las placas se
incubaron toda la noche a 37°C. Para obtener el titulo (nimero de unidades
formadoras de colonia) se contd el nimero de colonias en cada caja de
LB/Ampicilina/Glucosa, se multiplico cada numero por el factor de dilucion y por el

nimero de pl usados para la infeccion.

6.2.2.3 Amplificacion y rescate del fagémido

Una asada de TG1 se sembro en medio 2YT/Glucosa al 2% y se cultivé a 37°C con
agitacion hasta alcanzar la fase de crecimiento logaritmico. Estas células fueron
infectadas con fagémidos provenientes de las rondas de biopanning, o de colonias
aisladas tomadas al azar de las placas de titulacion, e incubadas a 37°C por 30
minutos sin agitacion seguidos de 30 minutos con agitacion. Las células infectadas se
seleccionaron afiadiendo ampicilina al cultivo y permitiendo su multiplicacién por 2
hrs. Posteriormente se tomaron dos alicuotas para almacenarse a -80°C
(crioprotegidas con glicerol estéril). Para rescatar el fagémido en forma de fago
recombinante se afiadieron 10 MOI del fago helper M13KO7 permitiendo que la
infeccion ocurriera a 37°C por 30 minutos sin agitacién seguidos de 30 minutos con
agitacion. Luego las células super infectadas con pPCANTAB 5E y M13KO7 fueron
seleccionadas al escalarse en un matraz con 40 ml de 2YT conteniendo ampicilina y
kanamicina y dejandolas proliferar por 18 hrs a 30°C. Pasado este tiempo los fagos
amplificados fueron purificados y titulados (ver seccion correspondiente) para
posteriores usos. De igual forma se llevé a cabo un escalamiento a 500 mL de cultivo

celular para la amplificacion de las rondas del biopanning.

6.2.3 Purificacion de los fagos

Segtn fue el caso, las células infectadas de ER2738 usadas en la amplificacion de
M13 o de TGI usadas en la amplificacion de fagémido, fueron centrifugadas a 8,000
rpm por 20 min a 4°C. El sobrenadante se separ6 y se mezcld con 1/6 de volumen de
PEG al 20%/ NaCl 2.5 M precipitando el fago por un minimo de 2 hrs sobre hielo.

Pasado ese tiempo la mezcla se centrifugé a 10,000 rpm por 10 min a 4°C. Se
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descart6 el sobrenadante y el pellet fue resuspendido en 1.5 ml de TBS para volverse
a precipitar con 1/6 de PEG/NaCl por 1 hr sobre hielo. Por tltimo, se centrifugd a
15,000 rpm por 15 min a 4°C y el pellet se resuspendié en el minimo volumen de
TBS. Los fagos y fagémidos asi purificados fueron almacenados a 4°C para

posteriores usos y titulados siguiendo los protocolos anteriormente descritos.

6.2.4 Phage ELISA

Se sensibilizd una microplaca por toda la noche a 4°C con 1 pg de proteinas totales
de WSSV en PBS pH 7.4 por cada pozo. El WSSV que no quedé inmovilizado a la
placa se removid con la solucion de lavado PBS/Tween 20 al 0.2%. Los pozos fueron
bloqueados a 37°C por 1 hr con PBS/Leche al 5%. Posteriormente las rondas I, IT y
III del biopanning o fagos amplificados, fueron depositadas en pozos separados e
incubados por al menos 2 hrs. Todos los fagos aqui utilizados fueron previamente
ajustados a un titulo de 1 x e incubados en PBS/Leche 0.5%/Tritéon 0.2% por 30 min
a 37°C. Los fagos no unidos al WSSV fueron eliminados mediante cuatro lavados.
Para revelar la presencia de fagos unidos al WSSV se adicion6 un primer anticuerpo
monoclonal anti-M13 producido en ratén (Amersham) diluido 1:2000 en PBS/Leche
0.5%/Triton 0.2%, seguido de un segundo anticuerpo anti-IgG (H+L) de ratén
producido en cabra y conjugado a HRP (ZyMax) diluido 1:2500. Cada uno de los
anticuerpos utilizados fueron incubados en la placa por 1 hr a 37°C (el 2do. en
oscuridad) y el exceso eliminado con cuatro lavados. Por ultimo se agregd o-
fenilendiamina (OPD) como sustrato cromogénico de la enzima (Figura 9). Se incubd
a 37°C leyendo en lector para microplacas a 450 nm comparando la sefial obtenida
contra el blanco. En este ensayo se usé como control negativo 1 mg ml” de BSA. Se
considera como positiva aquella sefial que sea por lo menos dos veces la lectura del

blanco.
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Figura 7. Diagrama simplificado del biopanning seguido en la busqueda de péptidos
desplegados en fagos capaces de unirse al virus del sindrome de la mancha blanca.
En ensayos independientes los billones de péptidos desplegados en cada una de las
librerias de fagos fueron tamizados en funcion de su afinidad por el WSSV al
someterse a interaccion con el virus, eliminando con lavados aquellos que no se unen
para posteriormente recuperar por elusion aquellos que si lo hacen. Estos tltimos se
amplificaron infectando una bacteria para obtener multiples copias que fueron
utilizadas en una nueva ronda de seleccion con la finalidad de enriquecer cada vez
mas la poblacion de fagos que desplieguen las secuencias de péptidos mas afines.
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Figura 8. Diagrama simplificado del biopanning seguido en la busqueda de scFv’s
desplegados en fagos capaces de unirse al virus del sindrome de la mancha blanca.
Los billones de scFv’s de origen no inmune desplegados en la libreria fueron
tamizados en funcién de su afinidad por el WSSV al someterse a interaccion con el
virus, eliminando con lavados aquellos que no se unen para posteriormente recuperar
por elusion aquellos que si lo hacen. Estos ultimos se usaron para infectar una
bacteria replicando el genoma del fagémido. Este fagémido fue recuperado en forma
de fago superinfectando la bacteria con fago helper y utilizado en una nueva ronda
de seleccidon con la finalidad de enriquecer cada vez mas la poblacidon de fagos que
desplieguen las secuencias de scFv mas afines.
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Figura 9. Diagrama simplificado de la comprobacion de especificidad de las rondas
y clones seleccionados durante el biopanning seguido en la busqueda de péptidos y
scFv’s desplegados en fagos capaces de unirse al WSSV. Las rondas de fagos eluidas
en el biopanning y posteriormente amplificadas asi como algunos clones que se
seleccionaron al azar de las cajas de titulacion de estas rondas fueron afiadidas a
titulo 1 x a pocillos de una microplaca con WSSV inmobilizado. Después de lavar
los fagos no unidos se detectaron los fagos que si se unieron al virus usando un
anticuerpo monoclonal anti-M13 producido en ratén y un segundo anticuerpo anti-
IgG (H+L) de ratén conjugado a HRP.
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VII. RESULTADOS

7.1 Suspensién Viral

La suspension viral conteniendo el WSSV se obtuvo siguiendo un sencillo método
consistente en centrifugacion convencional, filtracion y una combinacion de
centrifugacion y microfiltracidon de tejido infectado. Se utilizé tejido de un organismo
que tras ser infectado experimentalmente presentd claramente los signos clinicos
propios de la enfermedad, murié al segundo dia posinfeccion, fue congelado y
después de la confirmacion de la infeccion por PCR fue enviado a las instalaciones

del CIBNOR.

Figura 10. Homogenizaciéon de Tejido infectado por WSSV usado para la
preparacion de la SV. El organismo utilizado fue muerto por Sindrome de la
Mancha Blanca tras una inyeccion de indculo conteniendo particulas virales de
WSSV. La coloracion rojiza del cuerpo es un signo clinico propio de la enfermedad
causada por la expansion de cromatéforos.

7.2 Preparacion del antigeno

La cuantificacion de proteinas totales de la SV resulté ser de 4.4 mgml’. Una
fraccion de SV fue inactivada por calor a 70°C durante 10 min (Chang et al. 1998;
Nakano et al. 1998) y ajustada a 1 pg'ml™.para su uso en el biopanning. En el caso de

la SV usada en las pruebas de phage ELISA se ajusté a 10 pg'ml™ .
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7.3 Seleccion de dodecapéptidos, heptapéptidos y scFv especificos contra el WSSV

por biopanning contra particulas virales

Con la finalidad de seleccionar la poblacion de fagos que despliegan péptidos y scFv
que se unen de forma especifica a la superficie del WSSV se realizaron tres rondas de
biopanning independientes usando librerias de dodecapéptidos, heptapéptidos y scFv-
IgG desplegados en fagos recombinantes contra una suspension viral conteniendo
viriones de WSSV. Cada ronda obtenida fue amplificada y utilizada en la siguiente
ronda de seleccidon para enriquecer la poblacion de fagos mas afines por el virus a la
vez que la astringencia del proceso fue aumentanda progresivamente en cada una de
las rondas. Esta seleccion fue monitoreada titulando los fagos eluidos de los pocillos
cubiertos con WSSV en cada una de las rondas del biopanning expresando el titulo en
unidades formadoras de placas o de colonias segun correspondié (Figura 11). Se
detectd un incremento en el numero de fagos eluidos de la primera a la tercera ronda
de a u.fp para dodecapéptidos, a u.f.p. para heptapéptidos mientras que para scFv-

IgG se aprecié un decremento de a u.f.c. tal como se muestra en la tabla I.

Figura 11. Titulacion de los fagos y fagémidos. Se realizaron diluciones de los fagos
a titular, mismas que fueron utilizadas para infectar bacterias susceptibles. Los
titulos se expresan en unidades formadoras de placas en el caso de M13 (A y B) y de
unidades formadoras de colonia en el caso del fagémido (C).
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7.4 Rendimiento de la amplificacion de los fagos

Como parte del procedimiento de biopanning los fagos eluidos en cada ronda tuvieron que
ser amplificados para su utilizacion en la siguiente ronda de seleccion. Para ello ~500 pl de
cada ronda se utilizaron para infectar 20 mL de medio de cultivo de E. coli en crecimiento
logaritmico temprano permitiendo la replicacion de los fagos por 4.5 hrs mientras que en el
caso del fagémido las bacterias infectadas con el eluido y superinfectadas con fago helper
M13KO7 se mantuvieron 18 hrs en 40 mL de medio produciendo progenie. Los fagos
fueron purificados, resuspendidos en buffer TBS y mantenidos a 4°C logrando un
rendimiento tipico de fagos totales y del orden de fagos por mL de medio de cultivo
(Tabla II) para todos los casos. A pesar de que las rondas que sirvieron de indculo contaban
con titulos diferentes, la amplificacién de los fagos no tuvo diferencia significativa. En el
caso de las rondas de Ph.D-scFv se guardaron en glicerol a -80°C alicuotas de bacterias

infectadas por el fagémido para posteriores usos.

Tabla II. Rendimiento tipico obtenido en la amplificacion de las rondas del biopanning.

Ronda ] Ronda I1 Ronda III
. e - T _ -T . -T
Libreria UFP totales UFP. mL UFP totales UFP. mL UFC totales UFC mL
cultivado cultivado cultivado
Ph.D-C7C 5.46E+12 2.73E+11 6.60E+12 3.30E+11 2.80E+12 1.40E+11
Ph.D-12 3.80E+12 1.90E+11 3.20E+12 1.60E+11 5.30E+12 1.80E+11

Ph.D-scFv 7.40E+12 1.85E+11 5.28E+12 1.32E+11 7.10E+12 1.90E+11

Una vez concluido el biopanning las rondas previamente amplificadas fueron
reamplificadas escalando la replicacién a 500 mL de medio de cultivo para ser utilizadas en
el phage ELISA. Luego de la precipitacion de los fagos con PEG/NaCl en todos los casos se
pudo apreciar la formacion un botén blanco formado con - fagos totales y un rendimiento
tipico de - fagos por mL de medio de cultivo como lo muestra la Tabla III. En el caso de la
ronda II de la libreria Ph.D-scFv se utilizaron como inoculo las bacterias en glicerol
almacenadas a -80°C en lugar del fagémido purificado, observandose el mayor rendimiento

del escalamiento, mismo que fue confirmado mediante titulacion por plaqueo.
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Tabla III. Rendimiento tipico en el escalamiento a 500 mL de las rondas del biopanning
previamente amplificadas.

Ronda | Ronda I1 Ronda 111
. e B T ) T . -1
Libreria UFP totales UFP mL UFP totales UFP mL UFC totales UFC mL
cultivado cultivado cultivado
Ph.D-C7C 1.30E+14 2.60E+11 1.30E+14 2.60E+11 6.60E+14 1.32E+12
Ph.D-12 1.50E+14 3.00E+11 5.00E+13 1.00E+11 3.50E+15 7.00E+12

Ph.D-scFv 1.00E+14 2.00E+12 4.00E+15 8.00E+12 2.00E+14 4.00E+11

Ademas se amplificaron 20 unidades formadoras de placas y de colonias tomadas al azar
provenientes de la titulacidn de las rondas II y III de cada libreria para someterlos a prueba
de phage ELISA. Estas amplificaciones se realizaron en 3 mL de medio con bacterias en
crecimiento logaritmico usando unidades formadoras de placa (fago-péptido) mientras que
las unidades formadoras de colonia (fago-scFv/fagémido) se cultivaron y superinfectaron
con fago helper por 18 hrs en un volumen de 10 mL usando tubos cénicos obteniendo
generalmente - fagos purificados con un rendimiento de - fagos por mL de medio cultivado

(Tabla IV).

Figura 12. Fotografia del escalamiento a 500 mL de las rondas I a III seleccionadas a
partir de la libreria Ph.D-C7C. Las células infectadas con fagos fueron mantenidas a 37°C
con agitacion de 240 rpm por 4.5 hrs. En la fotografia también aparecen las rondas I a III
de Ph.D-scFv infectando 50 mL de bacterias para posteriormente rescatar el fagémido con
fago helper y cultivar las células superinfectadas en 500 mL de medio.
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Tabla I'V. Rendimiento tipico en la amplificacion de Unidades Formadoras de placa y de

Colonia tomadas al azar de las placas de titulacion de las rondas II y III del biopanning.

Ph.D-C7C 1 Ph.D-12 1 Ph.D-scFv 1
UFP totales lcjfllt)i.\r;ﬁo UFP totales 8511:;250 UFC totales lcjgl(tji.\::;o
1.68E+12 5.60E+11 9.00E+11 3.00E+11 1.60E+11 1.60E+10
1.34E+12 4.47E+11 6.90E+11 2.30E+11 1.10E+12 1.10E+11
2.00E+11 6.67E+10 3.51E+11 1.17E+11 2.00E+11 2.00E+10
1.34E+12 447E+11 3.99E+11 1.33E+11 8.20E+11 8.20E+10
2.00E+11 6.67E+10 9.90E+11 3.30E+11 3.70E+11 3.70E+10
7.40E+11 247E+11 2.01E+12 6.70E+11 2.70E+11 2.70E+10
5.40E+11 1.80E+11 1.71E+12 5.70E+11 3.00E+11 3.00E+10
6.00E+11 2.00E+11 2.55E+12 8.50E+11 4.70E+11 4.70E+10
4.60E+11 1.53E+11 6.60E+11 2.20E+11 1.00E+12 1.00E+11
7.40E+11 2.47E+11 2.07E+12 6.90E+11 2.60E+11 2.60E+10
2.00E+11 6.67E+10 2.61E+12 8.70E+11 1.50E+11 1.50E+10
2.60E+11 8.67E+10 2.75E+12 9.15E+11
6.00E+11 2.00E+11 9.00E+11 3.00E+11
2.00E+11 6.67E+10 3.00E+11 1.00E+11
4.60E+11 1.53E+11 5.10E+11 1.70E+11
4.00E+11 1.33E+11 3.00E+11 1.00E+11
4.60E+11 1.53E+11 3.99E+11 1.33E+11
3.40E+11 1.13E+11 3.00E+11 1.00E+11
4.40E+11 1.47E+11
8.00E+11 2.67E+11
3.60E+11 1.20E+11
7.30E+11 2.43E+11

7.5 Comprobacion de la especificidad anti-WSSV por prueba de phage ELISA

Mediante phage ELISA se probo la especificidad de la union de los péptidos y scFv

desplegados en fagos tanto de las rondas obtenidas asi como de todos los clones tomados al

azar de las rondas II y III del biopanning de cada libreria hacia el WSSV inmovilizado.

Todas las rondas de las tres librerias fueron analizadas en una misma microplaca por

duplicado repitiendo el ensayo en dos ocasiones al igual que con los clones. Las lecturas se

obtuvieron al observarse el desarrollo del color dentro de los primeros 40 minutos

siguientes a la adicion del sustrato cromogénico. Este ensayo mostré un incremento de la

sefial desde la ronda I a la III para todas las librerias tamizadas (Figura 13).
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Figura 13. Phage ELISA de las rondas del biopanning amplificadas y ajustadas a fagos.
Los (A) dodecapéptidos; (B) heptapéptidos contrefiidos y (C) scFv-IgG desplegados en
fagos fueron expuestos a WSSV inmovilizado en microplacas. Los fagos unidos se
detectaron usando un primer anticuerpo monoclonal anti-M13 producido en ratén y un
segundo anticuerpo anti-raton conjugado a HRP. Todas las muestras fueron probadas por
duplicado y los valores resultantes promedios se presentan en la figura. El valor de la
absorbancia para BSA no se restd en ningin caso.
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En el caso de los clones sometidos a phage ELISA se considerd resultado positivo aquellas
muestras que presentaron al menos dos veces la lectura para ABS inmovilizada considerada
como el blanco que fue de 0.042 UA en promedio para los ensayos realizados con péptidos
desplegados. El1 85% de los 21 diferentes clones que despliegan dodecapéptidos lineales, 16
pertenecientes a la Ronda Il y 5 a la Ronda III (Figura 14), resultaron positivos bajo este
criterio. Los clones L2.6 y L3.1 de las Rondas II y III, tuvieron las mayores lecturas de
absorbancia con 0.442 y 0.594 UA promedio equivalentes a 11 y 14 veces el control
respectivamente. El resto de las lecturas se mantuvieron en el rango de 3 y 4 veces la

absorbancia del control.
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Figura 14. Phage ELISA de los clones aislados al azar de las rondas II y III del
biopanning de la libreria Ph.D-12. Los clones fueron amplificados y ajustados a un titulo
de UFP para ser expuestos a WSSV inmovilizado en microplacas. Los fagos unidos se
detectaron usando un anticuerpo monoclonal anti-M13 conjugado a HRP. Todas las
muestras fueron probadas por duplicado y el valor de la absorbancia para BSA no se rest6
en ningin caso. El valor mostrado para cada clon en la figura esta expresado como
multiplos de la lectura obtenida para el control que fue considerada como 1.
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E1 100% de los 20 clones que despliegan heptapéptidos constrefiidos, 10 pertenecientes a la
Ronda II y 10 a la Ronda III, resultaron positivos con afinidad por el WSSV. Todas las
muestras excepto una perteneciente a la Ronda II superaron tres veces la lectura del blanco.
El clon 7C3.4 presentd la mayor lectura de absorbancia con 0.469 UA correspondiente a 11
veces la lectura del blanco seguida de los clones 7C3.1, 7C2.3, 7C3.3, 7C2.4, 7C2.7 con
lecturas de 0.371, 0.374, 0.330, 0.311 y 0.319 UA respectivamente. En los clones
pertenecientes a la Ronda III todos los valores superaron cuatro veces el control y el 50% se

mantuvieron en el rango de 4 a 6 veces.
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Figura 15. Phage ELISA de los clones que despliegan heptapéptidos constrefiidos aislados
al azar de las rondas II y III del biopanning de la libreria Ph.D-C7C. Los clones fueron
amplificados y ajustados a un titulo de UFP para ser expuestos a WSSV inmovilizado en
microplacas. Los fagos unidos se detectaron usando un anticuerpo monoclonal anti-M13
conjugado a HRP. Todas las muestras fueron probadas por duplicado y el valor de la
absorbancia para BSA no se restd en ninglin caso. El valor mostrado para cada clon en la
figura estd expresado como multiplos de la lectura obtenida para el control que fue
considerada como 1.
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Solo el 36.4% de los clones que despliegan scFv resultaron positivos bajo el criterio de
evaluacion siendo los clones S2.1, S3.3, S3.11 y S3.12 los que presentaron las mayores

lecturas de absorbancia con 2.02, 2.05, 2.06 y 2.09 UA respectivamente.
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Figura 16. Phage ELISA de los clones que despliegan scFv aislados al azar de las rondas
I y III del biopanning de la libreria Ph.D-scFv. Los clones fueron amplificados y
ajustados a un titulo de UFC para ser expuestos a WSSV inmovilizado en microplacas.
Los fagos unidos se detectaron usando un anticuerpo monoclonal anti-M13 conjugado a
HRP. Todas las muestras fueron probadas por duplicado y el valor de la absorbancia para
BSA no se resté en ningun caso. El valor mostrado para cada clon en la figura esta

expresado como multiplos de la lectura obtenida para el control que fue considerada como
1.
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VIII. DISCUSION

Hasta el dia de hoy el virus del sindrome de la mancha blanca continua siendo el principal
patogeno del camardn en cultivo (Flegel y Sritunylucksana, 2010). Debido a que no hay
disponible ningun tratamiento efectivo para su control, provoca una alta tasa de mortandad,
se ha diseminado rapidamente entre los principales paises productores y a que existe un alto
riesgo de infeccion se le considera una seria amenaza para el crecimiento y sobrevivencia
de la industria (Chen et al., 2010; Escobedo-Bonilla et al., 2008). Dada la carencia de un
sistema inmune especifico y de memoria en el camarén (Lee y Soderhill, 2002; Smith et
al., 2003) que pudiera prevenir la infeccion por el virus mediante la vacunacion
convencional, es necesario encontrar estrategias alternativas para su control. Algunas
enfermedades de humanos y de mamiferos han sido controladas con el uso de anticuerpos o
proteinas/péptidos con varios grados de éxito incluyendo el tratamiento de infecciones de
origen viral y bacteriano (Juliano et al., 2001; Tran et al., 2009). Asi mismo, por su gran
especificidad y afinidad los anticuerpos son utilizados en el desarrollo de tecnologias para
el diagndstico de enfermedades en formatos tales como ELISA, inmunofluorescencia,
western blot, inmunodifusion, inmuno-PCR entre otras. En este sentido, e/ phage display es
una técnica ampliamente utilizada para el descubrimiento de péptidos y anticuerpos con alta

especificidad y afinidad por una molécula blanco de interés.

En el presente trabajo se seleccionaron por primera vez una variedad de péptidos y
fragmentos de anticuerpos humanos anti-WSSV desplegados en fagos a partir de librerias
prefabricadas de origen no inmune de dodecapéptidos lineales, heptapéptidos constrefiidos
y scFv’s. Las librerias de origen no inmune o naive son construidas para seleccionar
anticuerpos o péptidos que se unan a cualquier antigeno, razén por la cual se les considera
de uso universal (Sidhu, 2000). De esta forma, se pudieron encontrar péptidos y scFv’s
capaces de unirse al virién del WSSV sin la necesidad de realizar una inmunizaciéon o el
previo conocimiento de la existencia o la naturaleza de esta interaccion imitando de forma
artificial el proceso de seleccion clonal del sistema inmune (Arap, 2005; Winter et al.,

1994).,
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Durante el proceso de biopanning o tamizado de las librerias se logré enriquecer la
poblacion de fagos afines por el WSSV (Tabla I). Esto qued6 demostrado a través del
incremento en el titulo de los fagos eluidos en cada una de las rondas. La dilucion seriada
de los virus (como los fagos) permite su cuantificacion indirecta gracias a que al infectar a
su huésped (una bacteria susceptible) una placa en el cultivo representa la infeccion por un
unico viridn, asi como en el caso de fagémido donde la seleccion con antibiotico permite el
conteo de colonias que representan una célula transformada, de tal manera que el numero
de placas o colonias refleja el nimero de fagos infectivos (Yi et al., 2003). Esta forma de
evaluar el enriquecimiento presenta un sesgo ya que tiene una confianza del 50% (NEB), de
ahi que el decremento observado en el titulo de la Ronda I a la III de la libreria de Ph.D-
scFv pudiera no ser tal. Otra forma de evaluar este enriquecimiento consiste en medir
mediante un inmunoensayo la unidn de los péptidos o scFv desplegados al WSSV donde el
aumento de la sefial en todos los casos, desde la ronda I a la III (Figura 12), supone un
incremento en el numero de fagos especificos y por tanto un enriquecimiento de las
secuencias mas afines por el WSSV en cada uno de los casos sin excepcion. Durante la
primera ronda de seleccion, la baja astringencia del proceso (nimero de lavados) favorece
la seleccion de fagos en un amplio rango de afinidades dado que el biopanning no
discrimina entre uniones de afinidad moderada o alta (Vispo y Puchades, 2001). De ahi que
al aumentar la astringencia paulatinamente durante el biopanning, no se observo un
marcado incremento del titulo entre la ronda I y la ronda II pero, al momento de realizar el
phage ELISA bajo las mismas condiciones de astringencia para ambas rondas, la ronda II
muestra un conspicuo incremento en la sefial dada por el enriquecimiento de los fagos mas
afines. Esta tendencia contintia al comparar las rondas II y III, sin embargo, la diferencia
entre los valores no es tan sobresaliente debido a que el mismo proceso va seleccionando
los fagos con mayor afinidad gracias a que en cada ronda se va depurando la seleccion al
eliminar los fagos menos afines y propagar los mas para introducirlos a la siguiente ronda
de biopanning. El que las rondas II y III de la libreria Ph.D-scFv presenten valores mas

cercanos entre si indica que se alcanzo el punto de saturacion (Arap, 2005; Yi et al., 2003).
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Ademas debe tomarse en cuenta que durante el biopanning pueden seleccionarse fagos con
alta afinidad pero con desventajas para su propagacion que hagan que no prevalezcan en la
siguiente ronda (Yang y Nolan, 2007). El rendimiento tipico de fagos por mL de medio
cultivado obtenido durante la propagacion de los fagos coincide con la reportada en la
literatura (Manoutcharian, 2005; Vispo y Puchades, 2007). La ventaja que presenta la
propagacion del fago-péptido sobre el fago-scFv/fagémido tiene que ver con que éste solo
requiere 4.5 hrs de cultivo mientras que al fago-scFv/fagémido le toma 18 hrs en un mayor
volumen de medio de cultivo y necesita la adicion del fago helper. Ademas, se observé un
rendimiento de en la multiplicacion de los clones de fago-scFv/fagémido que cae dentro de
lo reportado (-) y que puede deberse a las condiciones de cultivo y a que algunos scFv son

téxicos para la célula por lo que su produccion sera menor (Manoutcharian, 2005).

La especificidad de la unién de los péptidos y scFv desplegados en los fagos se determind
por phage ELISA. La mayoria de los fago-péptidos analizados resultaron positivos
superando por mucho el criterio de evaluacion mientras que el nimero de fago-
scFv/fagémido positivos fue inferior en cantidad pero superior en la sefial obtenida. Estos
resultados concuerdan con los obtenidos durante el phage ELISA de las rondas del
biopanning ya que los resultados demuestran que mientras el 85% de los fago-
dodecapéptidos son positivos, el 100% de los fago-heptapéptidos lo son. A pesar de que
solo el 36.4% de los fago-scFv/fagémido resultaron positivos, los valores de las rondas de
la libreria Ph.D-scFv se encuentran en el rango obtenido para las rondas de péptidos debido
a que el 50% de estos son al menos cuatro veces las mayores lecturas obtenidas para fago-
péptidos. Los datos muestran que los clones que despliegan dodecapéptidos L2.6 y L3.1;
heptapéptidos 7C2.3, 7C2.4, 7C2.7, 7C3.1, 7C3.3 y 7C3.4 y scFv S2.5, S3.3, S3.11 y S3.12
son los candidatos potenciales para ser usados como herramientas contra el virus ya que
son los que presentaron las mayores unidades de absorbancia durante el phage ELISA de

cada una de las librerias tamizada.
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Para determinar cual de las librerias utilizadas tiene mayor afinidad por el WSSV habria
que considerar la valencia del péptido desplegado. La gran mayoria de los fagos-
scFv/fagémido son monovalentes y solo una fraccidbn muy pequefia son polivalentes
mientras que la inmensa mayoria de los fagos-péptido son polivalentes pues expresan cada
uno cinco copias de un mismo péptido (NEB). La monovalencia de los fagos-
scFv/fagémido permite la seleccidon de scFv’s de alta afinidad por la minimizacion de los
efectos de la avidez. Sin embargo, esa misma avidez causa una mayor sensibilidad al

detectar uniones de baja afinidad (Seergeva et al., 2006).

Al utilizar el virion completo de WSSV, la técnica de seleccion se vuelve sensible a la
densidad de antigeno sobre su superficie (la probabilidad de seleccionar péptidos o scFv
contra antigenos que se expresan a niveles bajos es menor) y a la accesibilidad del mismo.
Las proteinas que muestran segmentos transmembranosos pequefios resultan blancos
dificiles para los anticuerpos pero no asi para los péptidos desplegados (Hoogenboom et al.,
1999). Una ventaja del uso del virion completo es que permite que algunos de los péptidos
o scFv se unan a proteinas consideradas menores debido a que son relativamente menos
abundantes o bien que se unan a aquellas que aun no han sido caracterizadas ya que se
predice que el WSSV codifica alrededor de 100 proteinas estructurales y solo han sido
caracterizadas 58 (Chang et al, 2010). Las proteinas estructurales son las primeras
moléculas que interactian con el hospedero (Tsai et al., 2006), participan en la adhesion
celular, la transduccion de sefiales, la penetracion del viridon a la célula hospedera y en la
evasion de las defensas antivirales del organismo (Li et al., 2006). El bloqueo de estas

proteinas es un posible método para el control de la infeccion (Bustillos-Ruiz et al., 2009).

Dada la especificidad observada de los fago-péptidos y fago-scFv/fagémido por el viridon
del WSSV se puede pensar en su utilizacion biotecnologica como posibles neutralizantes
del virus. En general, la efectividad de los péptidos y los scFv como antivirales radica en su
habilidad para unirse a sitios activos o biologicamente relevantes de las proteinas blanco
logrando bloquearlas. Por otro lado, es sabido que algunas proteinas de cubierta de los virus

pueden interactuar con otras proteinas estructurales resultando en cambios de la morfologia
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del virus que permite su acoplamiento a los receptores de superficie celular (Bustillos-Ruiz
et al., 2009). Los mecanismos involucrados en la infeccion del WSSV son poco conocidos
al igual que la actividad de sus proteinas estructurales (Flegel y Sritunyalucksana, 2010).
Los péptidos y scFv pueden bloquear una infeccion viral bloqueando las proteinas claves
para la infeccion o alterando la morfologia del virus impidiendo que se acople a sus
receptores. Se ha comprobado que algunas de las proteinas del WSSV interactuan entre si
(Xie y Yang, 2006). El nimero de residuos criticos para la unioén a una proteina puede ser
muy pequefio por lo que si el péptido posee el nimero de residuos criticos requeridos
lograran la union. Muchas compafias farmaceuticas utilizan el phage display para el
descubrimiento de péptidos y anticuerpos basandose en estas propiedades (Drews, 2000).
La union del péptido a la proteina dependera no solo de la estructura primaria del péptido
sino también de su configuracion tridimensional ya que existen epitopos continuos y
discontinuos. Los epitopos continuos se encuentran formados de residuos adyacentes
mientras que los discontinuos involucran residuos separados ampliamente en la secuencia
primaria de la protéina pero unidos espacialmente en la proteina plegada (Arap, 2005). Por
esta razén y por la carencia de informacion sobre los detalles estructurales de todas las
proteinas con que se iba a interactuar se optod por utilizar diferentes librerias. Las librerias
lineales se encuentran libres de asumir multiples conformaciones por lo que generalmente
se encuentran mas clones positivos para epitopes lineales que cuando se usan librerias
constrefiidas. Sin embargo, para algunas moléculas blanco las librerias constrefiidas han
funcionado mejor que las lineales ya que el péptido no es libre de asumir cualquier
conformacion por lo que si se encuentran péptidos positivos probablemente tendran mayor
afinidad por el blanco que uno lineal (Vispo y Puchades, 2007). Este fue el caso de las
librerias de dodecapéptidos lineales y heptapéptidos constrefiidos, donde estos ultimos
resultaron con un mayor nimero de clones positivos que en general mostraron una mayor

avidez por el WSSV.

Una poblacion de fagos que exponen distintos anticuerpos en sus superficies y que
reconocen diferentes epitopos de un mismo antigeno, como en el caso de las rondas eluidas,

equivale a anticuerpos policlonales. La potencialidad de estas rondas como neutralizantes
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queda manifiesta con trabajos previos con anticuerpos policlonales contra proteinas virales
que han logrando una supervivencia aumentada de los organismos retados (Ha et al., 2008,
Mustahq et al., 2006). Asi mismo, un clon que expone solamente un scFv en su superficie
equivale a un anticuerpo monoclonal. Los anticuerpos monoclonales completos y scFv han
probado su efecto neutralizante sobre el WSSV (Wu et al., 2005, Yuan et al., 2006) y su
utilidad como reactivos en pruebas inmunologicas (Intorasoot et al., 2007, Takahashi et al.,

2003).

Tanto los péptidos como los scFv desplegados en fagos que fueron seleccionados en base a
la especificidad de union a proteinas estructurales del WSSV deben ser probados mediante
bioensayos para saber si son capaces de neutralizar al virus puesto que no todas las
proteinas estructurales participan directamente en el proceso infectivo como es el caso de la

proteina VP292 (Vaseeharan et al., 2006; Wu et al., 2005).

El formato para la utilizacion de estas herramientas biotecnoldgicas se determinara
dependiendo el uso que se les quiera dar, ya sea como terapia o como reactivo. Si se desean
usar los péptidos y scFv como terapia se tiene la opcidon de utilizar al fago como agente de
liberacion y coadyuvante (Manoutcharian, 2005) o si se desea se puede producir solo el
péptido o scFv para la determinacion de su constante de afinidad y posterior uso como

terapia o como reactivo para la investigacion o deteccion del virus.
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IX. CONCLUSIONES

1.

Existen dodecapéptidos lineales, heptapéptidos constrefiidos y scFv desplegados en

fagos que se unen especificamente al WSSV.

El biopanning permiti6 enriquecer la poblacion de fagos mas afines por el WSSV.

Las Rondas III seleccionadas durante el biopanning equivalen a antisueros anti-

WSSV.

Los scFv desplegados en los clones S2.1, S3.3, S3.11 y S3.12 son anticuerpos
monoclonales que se unen especificamente y con gran afinidad al WSSV que
podrian utilizarse en el desarrollo de inmunoensayos para el diagndstico o el estudio

del virus.

Los clones que despliegan dodecapéptidos L2.6 y L3.1; heptapéptidos 7C2.3,
7C2.4, 7C2.7, 7C3.1, 7C3.3 y 7C3.4 y scFv S2.5, S3.3, S3.11 y S3.12 son

potenciales neutralizantes del WSSV dada su especificidad por el virus.

Los clones seleccionados seran neutralizantes del WSSV si se unen a proteinas
claves para la infeccidon por lo que se requiere experimentacion para determinar cual

de los clones podria ser el mejor neutralizante del virus.
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X. PERSPECTIVAS

Este trabajo abre la puerta a la busqueda de aplicaciones biotecnoldgicas para los fago-
péptidos y fago-scFv/fagémido seleccionados. El proximo paso serd la confirmacion de que
estos pueden ser neutralizantes del WSSV mediante un bioensayo donde los fagos
recombinantes seran incubados con WSSV activo para retar camarones Lifopenaeus
vannamei. La sobrevivencia o el grado de infeccion de los organismos retados aportara

evidencia del posible uso de esta tecnologia como nuevos biofarmacos contra el virus.
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