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Revision de patogénesis y estrategias moleculares contra el virus
del sindrome de la mancha blanca en camarones peneidos

A review of pathogenesis and molecular strategies against white spot
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Abstract.- white spot syndrome virus (WSSV) causes high
mortality to farmed shrimp and serious economic losses. Its
unique sequence and genome structure has placed WSSV in
its own new family Nimaviridae. Recently, high performance
molecular techniques have made it possible to identify and
characterize several WSSV structural proteins. These include
‘shotgun’ sequencing and isobaric tags for relative and absolute
quantification (iTRAQ). Such techniques have made it possible
to characterize 14 new WSSV proteins. Location and
characterization of structural proteins can help to understand
WSSV morphogenesis and pathogenesis. Both processes are
essential to understand the mechanism of infection and to
develop novel control methods. At present no effective
treatments exist to fight WSSV in the field. WSSV structural
proteins such as VP28 and VP19 have been evaluated to reduce
the impact of WSSV. These molecules are essential early in the
infection. Neutralization assays using specific antibodies against
WSSV structural proteins have shown an increased survival of
treated shrimp. Recently, RNA interference (RNAI) constructs
directed against structural proteins have been used as a hew
tool to reduce/inhibit WSSV replication. A better
comprehension of the host-pathogen interaction would allow
the development of new methods to control WSSV. The use of
high throughput techniques to determine the location and
function of structural proteins will contribute to develop new
strategies against infection. Intervention strategies aimed to
block virus entry into the host cells may be a valuable output
from these studies.

Key words: WSSV, structural proteins, shotgun sequencing,
iTRAQ, infection mechanism, control methods

rrs@ciad.mx

Resumen - El virus del sindrome de mancha blanca (WSSV)
provoca graves mortandades en granjas de cultivo de camarones
peneidos y serias pérdidas econdmicas. La secuenciay estructura
genética excepcionales de WSSV lo colocan en su propia nueva
familia, Nimaviridae. Recientemente, novedosas técnicas
moleculares de alto rendimiento han permitido identificar y
caracterizar varias proteinas estructurales de WSSV. Estas incluyen
la secuenciacion por ‘shotgun’ y marcadores isobaricos para
cuantificacion absoluta y relativa (iTRAQ). Dichas técnicas han
permitido caracterizar 14 nuevas proteinas de WSSV. La
caracterizacion y localizacion de proteinas estructurales pueden
ayudar a conocer lamorfogénesis y patogénesis de WSSV. Ambos
procesos son esenciales para entender el mecanismo de infeccion
y para desarrollar nuevos métodos de control. Hasta ahora no
existen tratamientos efectivos para combatir este virus en campo.
Proteinas estructurales de WSSV como VP28 y VP19 han sido
evaluadas para reducir el impacto de WSSV. Estas moléculas son
esenciales en las etapas tempranas de infeccion. Bioensayos de
neutralizacion usando anticuerpos especificos contra proteinas
estructurales de WSSV han aumentado la supervivencia de
camarones tratados. Recientemente, construcciones de RNA de
interferencia (RNAI) dirigidos contra proteinas estructurales han
sido usadas como una nueva herramienta para reducir/inhibir la
replicacion de WSSV. Una mejor comprension de las interacciones
hospedero-patégeno permitira desarrollar nuevos métodos para
controlar este virus. La localizacién y funcién de proteinas
estructurales usando métodos de alto rendimiento contribuira a
implementar nuevas estrategias contra la infeccion. Métodos de
intervencion para bloquear la entrada del virus a la célula podrian
ser valiosos productos de este tipo de investigaciones.

Palabras clave: WSSV, proteinas estructurales, secuenciacion
‘shotgun’, iTRAQ, mecanismo de infeccién, métodos de control
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Introduccion

El virus del sindrome de la mancha blanca (WSSV, ‘white
spot syndrome virus’ por sus siglas en inglés) es uno de los
patégenos mas devastadores para el cultivo del camardn
(Inouye et al. 1994, Rosenberry 2001). Este virus afecta a
una gran variedad de crustaceos y debido a su alta
patogenicidad en camarones peneidos representa un peligro
a la camaronicultura al causar un alto impacto econémico
(Chou et al. 1995). Desde su aparicion en 1992 en Taiwan
(Chou etal. 1995) hasta el afio 2003, las pérdidas acumuladas
se han estimado en més de 7 mil millones de délares
(Escobedo-Bonilla et al. 2008). Altamente contagioso, el
WSSV rapidamente se disemin6 de Asia a América a
mediados de los 90, convirtiéndose en un virus pandémico.
Reportes indican que la mortalidad acumulada puede
alcanzar 90-100% de 3 a 10 dias después de la aparicion de
los signos clinicos de la infeccion (Flegel 1997, Lightner
1996). Ellos incluyen: falta de apetito (anorexia), movimiento
lento (letargia) y expansion de cromat6foros en la epidermis
lo que provoca un cambio de coloracién de translicido a
rosado 6 café (Inouye et al. 1996). En los estanques, los
animales infectados nadan lentamente de forma erratica cerca
de la superficie y eventualmente los camarones se van al
fondo y mueren (Chang et al. 1996, Durand et al. 1997,
Lightner 1996). Las primeras mortalidades, suceden 1 a 2
dias posteriores a la aparicion de signos clinicos (Kou et al.
1998).

Bajo condiciones de cultivo muchas especies de
peneidos tanto asiaticas como americanas presentan la
aparicién de manchas o puntos blancos embebidas en la
cuticula del exoesqueleto (Lo et al. 1996a, Wu et al.
2001). Esta caracteristica es la que da el nombre a la
enfermedad. No obstante, las manchas blancas pueden
ser producidas por otros patégenos (bacterias) en
camarén. Otras especies animales pueden resultar
positivas a WSSV cuando se analizan por la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés).
No obstante, esto no implica que dichas especies sean
susceptibles a la infeccién de WSSV. Esto ha sido
demostrado al menos en gusanos poliquetos (Supak et
al. 2005, Vijayan et al. 2005) y en algunas especies de
larvas de copépodos e insectos recolectadas en estanques
(Flegel 1997, Lo et al. 1996b).

Desarrollo
Genoma del WSSV

El agente causante de la enfermedad de la mancha blanca
es unvirus con genoma de ADN de doble cadena, circular,
de gran tamafio y con envoltura (Vlak et al. 2006). La
secuencia completa de su genoma se determiné en tres
aislados distintos de China, Tailandia y Taiwan,

respectivamente (Chen et al. 2002b, van Hulten et al.
2001, Yang et al. 2001). En total, ambas cadenas de su
genoma contienen entre 531 a 684 marcos de lectura
abierta (‘open reading frames’ ORFs, por sus siglas en
inglés) formados por un codoén de inicio ATG y uno de
terminacion. Entre ellos, 180 a 184 ORFs codifican para
polipéptidos de 51 a 6,077 aminoacidos. Sin embargo,
solamente algunos de esos ORFs son similares a los de
otros genes virales conocidos e incluso a genes
eucaridticos. La mayoria de las secuencias nucleotidicas
presentan un bajo nivel de homologia con los genes
conocidos reportados en las bases de datos (GenBank,
por sus siglas en inglés). Por esta razén no ha sido posible
establecer la funcién de algunas de las proteinas que
codifican (van Hulten et al. 2001, Yang et al. 2001).

El genoma de los tres aislados secuenciados del WSSV
muestra diferencias en tamafio. El aislado chino tiene un
tamafio de genoma de 305107 bp (nGmero de acceso
Genbank AF332093) con 181 ORFs los cuales presentan
50 6 més aminodcidos cada uno. El aislado de Taiwén
presenta 307287 bp (Genbank AF440570) y el aislado
de Tailandia que es el mas pequefio cuenta con 292967
bp (Genbank AF369029). Esas variaciones de tamafio
probablemente se deben a deleciones de
aproximadamente 12 kpb, lo cual indica un grado de
inestabilidad genética (Lan et al. 2006). En contraste, la
identidad de los nucle6tidos entre los tres genomas es
del 99,3% (Marks 2005).

El analisis filogenético de las secuencias de genes de
la ADN polimerasa y una proteina kinasa de los tres
aislados del WSSV mostré que no pertenece a la familia
Baculoviridae, a la cual habia sido asignado incialmente.
Posteriormente, la informacion del genoma completo y
la comparacion de secuencias de varias proteinas
estructurales y funcionales indic6 que WSSV era un virus
muy distinto a los baculovirus, lo cual llevo a la creacion
de una nueva familia para WSSV, la Nimaviridae, y la
formacion del género Whispovirus (van Hulten & Vlak
2001, Yang et al. 2001).

Proteoma del WSSV

El WSSV tiene genes que codifican tanto para proteinas
estructurales como no estructurales. Los genes
estructurales codifican las proteinas que forman el virion
0 capside, mientras que los no estructurales codifican
proteinas y enzimas involucradas en el metabolismo de
nucleodtidos y la replicacion viral. Las proteinas
estructurales (VP, ‘viral protein’ por sus siglas en inglés),
son cruciales en la adhesion celular, en la transduccion
de sefiales, y en la evasién rapida del hospedero cuando
son desplegadas sus defensas antivirales (Li et al. 2007).
Tambien son las primeras moléculas que interacttian con
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las células del hospedero (Tsai et al. 2006), y pueden ser
blancos importantes de su mecanismo de defensa celular.
Las VP se designan por su masa molecular en kDa: VP19,
VP28, VP15, VP24 y VP26. Las dos primeras estan
asociadas con la envoltura viral y las tres Ultimas son
proteinas de la nucleocépside (van Hulten et al. 2000a,
van Hulten et al. 2002, van Hulten et al. 2000b).
Recientemente, el uso de la técnicas de alto rendimiento
en la protedomica del WSSV ha hecho posible la
caracterizacion y localizacion de muchas otras proteinas
virales (Huang et al. 2002a). Mediante el uso de estas
técnicas sobre la fraccion proteica del virus se han
reportado al menos 58 proteinas estructurales, incluyendo
13 recién identificadas en el virion de WSSV (Li et al.
2007).

Entre las proteinas no estructurales destacan las
subunidades grande y pequefia de la ribonucleoétido
reductasa (Tsai et al. 2000a, van Hulten et al, 2000b).
Asi también, dos protein-kinasas (PKs) (van Hulten &
Vlak 2001, Yang et al. 2001), el polipéptido quimérico
timidina kinasa-timidilato monofosfato kinasa (TK-TMK)
(Tsai et al. 2000b) y una ADN polimerasa (Chen et al.
2002).

Recientemente se ha sugerido una nueva clasificacion
para los genes de WSSV de acuerdo a la funcién de las
proteinas que codifican (Sanchez-Martinez et al. 2007),
siendo un tercer grupo el que comprende a las proteinas
de latencia. Estas son sintetizadas durante las etapas
tempranas de la infeccion y estan involucradas en la
persistencia del virus dentro de la célula hospedera (Flint
etal. 2000). Un cuarto grupo es conformado por los genes
reguladores temporales, los cuales intervienen en tiempos
especificos durante el curso de la infeccion. La expresion
de estos genes reguladores no requiere de la presencia de
proteinas virales, ya que utilizan la maquinaria molecular
del hospedero durante las primeras horas de la infeccion
(Sanchez-Martinez et al. 2007).

Métodos para el estudio del proteoma del WSSV

Al momento en que se conocio la secuencia completa del
genoma del WSSV solamente se conocia la funcion de
un 6% de sus ORFs (van Hulten et al. 2001). Estos
codifican tanto proteinas estructurales como no-
estructurales y la aplicacion de técnicas analiticas ha
permitido identificar la funcion de muchas otras proteinas
virales.

Los métodos para identificar y caracterizar proteinas
estructurales incluyen métodos convencionales como la
electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE, por
sus siglas en inglés). Adicionalmente la microscopia
electronica usando anticuerpos ligados a particulas de oro

(IEM, ‘immunogold electron microscopy’) y el analisis
por ‘Western blot” han sido utilizados en la localizacion
de las proteinas dentro del viridn (Li et al. 2007). Los
estudios por IEM permitieron caracterizar y localizar a
la proteina gigante VP664 (Tsai et al. 2004). Esta proteina
forma un arreglo de subunidades globulares en forma de
anillos apilados que dan la apariencia caracteristica de la
nucleocapside de WSSV (Leu et al. 2005).

Las técnicas como el “Western blot’y el IEM requieren
contar con anticuerpos monoclonales especificos
debidamente caracterizados. Ademas, las dos técnicas han
generado resultados controversiales en cuanto a la
localizacion de proteinas. Un ejemplo es la VP466. Esta
proteina fue originalmente localizada en la envoltura
usando IEM, mientras que por ‘Western blot’ fue
localizada en la nucleocapside (Huang et al. 2002a, Tsai
et al. 2006). Es probable que por la estructura del virion
y las técnicas usadas en la separacion de los componentes
del mismo se obtengan localizaciones distintas (Li et al.
2007). Esto mismo probablemente ha dificultado la
correcta diferenciacion de las proteinas, provocando que
varias proteinas estructurales originalmente localizadas
en la envoltura, después han sido ubicadas en la
nucleocapside (Li et al. 2007).

Otros métodos recientemente usados para caracterizar
proteinas estructurales de WSSV han incluido técnicas
de protedmica de alto rendimiento tipo ‘shotgun’ y de
etiquetas isobaricas para la cuantificacion absoluta y
relativa (iTRAQ, ‘isobaric tags for relative and absolute
quantification’, por sus siglas en inglés). El procedimiento
‘shotgun’ involucra la digestion directa de proteinas hasta
formar una mezcla de péptidos (Marcotte 2007). Esta es
seguida por la identificacion automatizada de los péptidos
por espectrometria de masas (LC-MS/MS). Posteriormente
la secuencia parcial de los péptidos es comparada con
bases de datos (Escobedo-Bonilla et al. 2008, Sanchez-
Martinez et al. 2007).

La técnica de IEM, permitio la localizacion de 13
proteinas de la envolturay una de la nucleocépside (Huang
et al. 2002a, b). EI método de “Western blot’ diferencid
siete proteinas de la envoltura, cinco del tegumento y
cuatro de la nucleocapside (Tsai et al. 2006).
Adicionalmente, la espectrometria de masas contribuy6
a la localizacion de dos proteinas de la nucleocapside.

Discriminacion de proteinas de envoltura y de la
capside del WSSV

Un analisis electroforético de las proteinas totales del
virus no permite distinguir de las proteinas de capside o
de la envoltura del virus. Es evidente que cualquier
estrategia de neutralizacion viral deberia estar dirigida a
las proteinas de envoltura, pues son las que interact(ian
con las células blanco del camarén. El método de iTRAQ
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es una estrategia proteémica cuantitativa empleada para
distinguir entre las proteinas de la envoltura y la
nucleocapside viral del WSSV (Li et al. 2007). La
determinacion estd basada en el enriquecimiento de las
proteinas. El principio de la técnica se basa en el uso de
isdtopos radioactivos que permite el andlisis simultaneo
de hasta cuatro muestras por experimento. Los marcajes
son isobaricos (modificaciones quimicas al aminoacido
lisina de la misma masa molecular), y presentan una
distribucion diferente de is6topos entre la muestra control
(no infectado) y el tejido infectado (Unwin et al. 2005).
Con iTRAQ fue posible determinar la ubicacion de 42
proteinas estructurales, 33 de las cuales estan localizadas
en la envoltura y 9 en la nucleocapside. La importancia
de estos estudios es que una buena identificacion de las
proteinas estructurales de WSSV y su localizacion
deberian facilitar los estudios de su ensamble y
mecanismo de infeccion (Li et al. 2007). La identificacion
de las proteinas de capside permitira evaluar el efecto de
péptidos y anticuerpos neutralizantes, mientras que otras
estrategias podrian estar dirigidas a bloquear el
ensamblaje de la envoltura viral.

Mecanismo molecular de la infeccién del WSSV

El mecanismo de entrada del WSSV a la célula hospedera
es poco conocido. La infeccion se inicia cuando un virion
se une a la superficie de una célula objetivo o diana (Fig.
1) (Jiravanichpaisal et al. 2006). Una o varias moléculas
superficiales en las células de tejidos blanco susceptibles

Proteina
Estructural VP
RGD
Dominio
Tipo
Integrina
Célula
objetivo

a WSSV podrian funcionar como receptores virales. Es
posible que exista un evento inicial de reconocimiento
molecular (Fig. 1A) y que posteriormente se den
interacciones moleculares posteriores. Un ejemplo son
los dominios tipo integrina, los cuales estan presentes en
las membranas de los hemocitos y células
hematopoyéticas en muchos crustaceos (Jiravanichpaisal
et al. 2006). Las integrinas son moléculas que
frecuentemente sirven como receptores de los virus
envueltos. Algunas proteinas de la envoltura viral tienen
motivos RGD (arginina-glicina-acido aspartico) que
pueden mediar la adhesién del virus a la integrina celular
(Fig. 1B). Los tripéptidos RGD tiene funciones de
reconocimiento celular e infectividad en una gran variedad
de patdgenos (Li et al. 2006). Ejemplos son el virus del
herpes humano 8 (Wang et al. 2003), y el virus de la
hepatitis A (Chavez et al. 2001). En el genoma del WSSV
al menos seis proteinas estructurales presentan motivos
RGD. Entre ellos la VP31, VP36A, VP36B, VP110,
VP136, VP281y la VP664 (Huang et al. 2002b, Yang et
al. 2001). Adicionalmente se ha reportado que el residuo
de treonina a la derecha de un motivo RGD es importante
para la interaccion con las integrinas (Plow et al. 2000).
En la secuencia del gen wsv432, el residuo de treonina es
reemplazado por una serina, implicando que esta podria
presentar actividad de adhesién celular importante para
la entrada del virus al hospedero (Li et al. 2007). Esta
posibilidad ha sido sugerida para crustaceos
(Jiravanichpaisal et al. 2006).

B

Figural

Modelos de la interaccion molecular con las células del camarén durante la infeccion del virus de la mancha blanca (WSSV).
A) La interaccion de la proteina estructural del virus ocurre en un receptor celular especifico. B) Los dominios RGD
(arginina-glicina-acido aspartico) interaccionan con regiones tipo integrina de los receptores celulares. C) Existe mas

de una interaccion proteina estructural-receptor para que se establezca la infeccion viral. D) Finalmente al
ocurrir la transferencia del material genético viral hacia la célula, se inicia la transcripcion y
sintesis de proteinas virales. ADN WSSV se refiere al genoma viral

Models for molecular interaction with shrimp cells during WSSV infection. A) Interaction between WSSV structural proteins

occurs with a specific cellular receptor. B) The RGD domains (arginine-glycine-aspartic acid) interact with integrin-like domains in

the shrimp cell receptors. C) More than one interaction occurs to stablish the viral infection. D) Finally, the transfer of viral DNA to
the target cell lets to transcription and translation of viral proteins. ADN WSSV refers to viral genome
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Es muy posible que la infeccién viral requiera de mas
de una interaccion molecular. Una posibilidad es que
existan otros receptores para otras proteinas estructurales
virales (Fig. 1C). Recientemente, Sritunyaluksana et al.
(2006) identificaron y caracterizaron una proteina
homdloga a Rab en crustaceos. Las proteinas Rab son
conocidas por ser reguladoras de la formacion de vesiculas
y por participar en eventos de fusion. Las Rab también
actiian como controladoras del transito de las vesiculas
endociticas al interior de las células y en la subsecuente
fusion a los endosomas (Sritunyalucksana et al. 2006).
La union especifica de la proteina Rab7 del camarén
Penaeus monodon (PmRab7) a la proteina estructural
VP28 de WSSV ha sido ya descrita (Sritunyalucksana et
al. 2006). Experimentos de unién de WSSV a proteinas
celulares han revelado que tres proteinas de la membrana
de los hemocitos del camardn estan involucradas con la
unioén de WSSV. Una de ellas es laWBP 25, una pequefia
proteina de enlace muy similar al trifosfato de guanidina
(GTP), la cual guarda similitud con la proteina Rab7
encontrada en plantas y animales. Este tipo de moléculas
son muy utilizadas por muchos virus como rutas
endociticas (Sritunyalucksana et al. 2006).
Modificaciones cruciales post-traduccion tales como la
isoprenilizacion de dos de sus cisteinas, son las que
permiten a las proteinas Rab asociarse a la membranas
celulares. Es probable que la proteina de enlace GTP Rab7
funcione como receptor para la VP28.

Muchos de los virus utilizan la endocitosis como una
ruta de entrada a las células del hospedero (Sieczkarski
& Whittaker 2002). Varios virus se unen a los receptores
de la superficie de la célula para luego ser internalizados
por las redes endociticas en una forma clatrina-
dependiente (Sritunyalucksana et al. 2006). Estudios in
vivo efectuados en camarones han mostrado que
anticuerpos dirigidos contra la PmRab7 o la
administracion de PmRab7 a los animales bloque6 una
infeccion de WSSV. La mortalidad en camarones
inyectados con PmRab7 fue de 15% y animales tratados
con el anti-Rab7 tuvieron mortalidad de 5%. No se ha
establecido si PmRab7 est4 localizado en la superficie
de los hemocitos, 6 si se encuentra exclusivamente en el
citoplasma (Sritunyalucksana et al. 2006). Finalmente,
ocurre la internalizacion del genoma viral hacia la célula
objetivo, donde ocurre la transcripcion y traduccion de
los genes virales, para dar lugar a la sintesis de proteinas
virales, ensamblaje de nuevos viriones y dar lugar al
establecimiento de la infeccion (Fig. 1D).

Virulencia de WSSV

Durante el curso de brotes infecciosos en el campo se
han determinado tres tipos de severidad en mortalidad:

hiperaguda, aguda y crénica (Sudah et al. 1998). Es
posible que el proceso de diseminacion del patégeno a
otros paises y diversos hospederos, haya dado lugar a
variantes del WSSV con caracteristicas especificas,
incluyendo la virulencia (Rahman et al. 2008). La
virulencia se define como una propiedad cuantitativa de
la potencia de un agente patdégeno para producir
enfermedad en un grupo o especie (Shapiro-llan et al.
2005). La virulencia de WSSV ha sido evaluada como el
tiempo letal medio (LT_) y se define como el tiempo
requerido por un inéculo viral para causar 100% de
mortalidad en un grupo de camarones (Marks 2005).

Las tres secuencias genémicas publicadas de WSSV
muestran diferencias en dos regiones polimdrficas de
aproximadamente 14 kpb, las cuales no han sido
relacionadas con la virulencia (Sanchez-Martinez et al.
2007). Otro estudio encontr6 una region inestable de 9.6
kpb en el genoma de la variante China de WSSV. En esta
region se ha registrado una alta tasa de deleciones
espontaneas. Dichas deleciones son de distintos tamafios
las cuales pueden depender de la especie hospedera donde
WSSV se replico, y podrian tener un papel importante en
la virulencia de la variante de WSSV (Lan et al. 2002).
Sin embargo, no se han realizado estudios detallados para
evaluar el efecto de dicha delecion sobre la virulencia
del aislado chino.

Un estudio reciente determiné diferencias en
virulencia de tres aislados de WSSV (Tai-1, Tai-2 y
Vietnam 1) utilizando un modelo de inoculacién
experimental altamente estandarizado. El aislado Tai-1
fue el mas virulento, con un desarrollo rapido de la
enfermedad y causando 100% de mortalidad en pocos
dias. La LT, de este aislado fue de 46,9 hpi. El aislado
Tai-2 fue un poco menos virulento que el aislado Tai-1y
su LT,, fue 60,8 hpi. El aislado de Vietnam fue el menos
virulento, induciendo una forma cronica de la enfermedad
y un tiempo mucho mayor de supervivencia. EI LT, de
este aislado fue de 119,7 hpi. La diferencia en virulencia
entre estos aislados se relaciond con el nimero de células
infectadas en branquias. Los aislados méas virulentos
infectaban un mayor nidmero de células branquiales. Esto
podria deberse a diferencias genémicas encontrados entre
los aislados tailandeses y el vietnamita, aunque no se han
establecido las diferencias en el genoma de esos aislados
(Rahman et al. 2008).

Otros estudios in vivo han confirmado que de las tres
variantes completamente secuenciadas, la mas virulenta
es la de Tailandia (WSSV-TH). Esta tltima provoco el
50% de mortalidad cumulativa en Penaeus monodon en
solo dos dias (Marks 2005). Estudios llevados a cabo con
L. vannamei acerca del efecto de la hipertermia sobre la
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supervivencia de camarones infectados con WSSV
confirmaron esta informacion (Rahman et al. 2007). Por
otro lado, la virulencia entre distintos aislados de WSSV
en América tambien ha sido comparada. Wang et al.
(1999) encontraron que un aislado de Texas fue el mas
virulento respecto de otros, mientras que el aislado de
Washington en un crustaceo de agua dulce fue el menos
virulento. Ademas, diferencias en susceptibilidad han sido
encontradas en distintas especies de camardn (Wang et
al. 1999). Ha sido sugerido tambien que los animales que
sobreviven una infeccion por WSSV pueden adquirir
‘resistencia’ a brotes subsecuentes de WSSV y como
consecuencia, mayor supervivencia (\enegas et al. 2000).

Otros estudios han sugerido una relacion entre el
tamafio del genomay la virulencia. Por ejemplo, ha sido
reportado que una variante de WSSV de Tailandia con el
tamafio de genoma mas pequefio (292,7 kb) puede ser
mas virulento. El tiempo letal medio de animales
infectados con este virus fue de 3,5 dias. En cambio, una
variante tailandesa (WSSV-TH-96-11) considerada
ancestral por el tamafio mas grande de su genoma (312
kb) indujo un LT, de 14 dias (Marks 2005). Aun cuando
seria necesario realizar una comparacion a nivel genémico
de dichos aislados con virulencia diferente, seria
importante evaluar los niveles de expresion de los genes
tempranos en las etapas iniciales de la infeccion.
Posiblemente existen regiones intergénicas que reducen
la eficiente expresion de esos genes en el genoma
ancestral, que ha evolucionado de una forma mas
compactay eficaz en producir la infeccion en el camaron.

Regulacién transcripcional en el camardn durante la
infeccion por el WSSV

Los microarreglos son una herramienta eficiente para
hacer analisis transcripcional (Wang et al. 2006). Con
esta técnica es posible monitorear la expresion de un gran
namero de genes en el contexto de un sistema biologico
(Lan et al. 2002). Especificamente se han usado
microarreglos para estudiar la expresion diferencial de
genes durante la infeccién por el WSSV. Con esta
herramienta se han podido observar cambios importantes
en la expresion genética de camarones infectados. Los
microarreglos han permitido identificar nuevos genes
relacionados al metabolismo, estrés y defensa del
camaron.

La expresion particular de ciertos genes del camaron
ha sido ya estudiada durante las primeras etapas de la
infeccion de WSSV (Wang et al. 2006). Los genes sobre-
expresados (‘up-regulated’) incluyen aquellos que
codifican proteinas de choque térmico (“heat shock
proteins’ HSP) denominadas HSP70 y HSP90, factores

de elongacidn entre otras. Ellas participan en el
crecimiento celular y en las funciones inmunes del
camarén. Dado que las proteinas chaperonas HSP70 y
HSP90, participan activamente en la respuesta de defensa
durante la etapa inicial de la infeccion, al modificarse su
expresién durante la infeccidn, esto favorece el
establecimiento del WSSV en el camaron (Wang et al.
2006).

Los genes sub-expresados (‘down-regulated’)
(incluyen aquellos que codifican para arginina kinasa
(AK) y trifosfato de adenosina (ATP) sintasa. Estos genes
estan involucrados en el metabolismo y homeostasis y
son expresadas significativamente durante la infeccion
(Wang et al. 2006). Se cree que la AK podria fluctuar de
acuerdo al estadio de infeccion de WSSV ya que dicha
enzima juega un papel en el metabolismo de la energia
del camar6n. Lo mismo sucede con la ATP sintasa
afectando la habilidad para montar una respuesta de
defensa.

Otros estudios han mostrado una reduccion en la
expresion de una proteina de la cuticula denominada
DDO9A. Esta proteina participa en la calcificacion del
exoesqueleto. La sub-expresion de esta proteina afecta la
asimilacion de calcio (Watanabe et al. 2000). Se cree que
la sub-regulacion de DD9A podria estar involucrada en
la aparicion de las manchas blancas en el exoesqueleto
de animales infectados con WSSV. Debido a que estas
manchas son depositos anormales de sales de calcio, es
posible que su aparicién este relacionada a la pérdida de
funcion de células epiteliales infectadas con WSSV. Las
células epiteliales intervienen en la asimilacion de calcio
para formar el exoesqueleto. Es posible que la expresion
de DD9A sea esencial en dichas células. Mas aun, es
posible que la infeccion de WSSV pudiera llegar a afectar
el metabolismo del calcio en el camarén (Wang et al.
2006). El calcio es un componente muy importante en
procesos metabdlicos en una gran variedad de tejidos
(Harnett & Biancani 2003). Varios factores relacionados
a la respuesta de defensa son calcio-dependientes, tales
como las transglutaminasas. Por lo tanto, la disminucion
de laregulacién del calcio podria tener efectos muy graves
en la homeostasis del camarén (Wang et al. 2006). Los
cambios en la expresién de genes de camar6n como
resultado de la infeccién de WSSV resultan por lo tanto
en la pérdida de funcion del sistema de defensa del animal.
Otros genes relacionados con la defensa son el factor anti-
lipopolisacarido, las serina proteasas y péptidos
antimicrobiales como las peneidinas los cuales también
podrian resultar afectados por la infeccion de WSSV (Liu
etal. 2005). El estudio de los cambios de expresion génica
permitira avanzar en el conocimiento de la funcién de
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genes con un papel importante en el sistema de defensa
del camarén.

Estrategias contra el virus de la mancha blanca:
proteinas estructurales vs. no estructurales

Los invertebrados no poseen un sistema de defensa
adaptativa con células de memoria como en los
vertebrados (Vaseeharan et al. 2006). No obstante, ellos
cuentan con mecanismos de defensa innata muy
sofisticados. En estudios de infeccion in vivo con WSSV
en el camarén Marsupenaeus japonicus se observo la
presencia de una respuesta ‘cuasi-inmune’ tanto en
camarones infectados naturalmente como aquellos
infectados artificialmente con WSSV (MVenegas et al.
2000). Dichos resultados sugieren la existencia de una
respuesta de defensa antiviral especifica en camarones
(Vaseeharan et al. 2006).

Muchas estrategias de control dirigidas contra WSSV
se basan en el uso de proteinas estructurales. Las proteinas
estructurales son clave en el proceso de infeccion. Estas
participan en los procesos iniciales de infeccion como
adhesion y penetracion del viridn a la célula hospedera.
Por lo tanto, el bloqueo de la infeccion en las etapas
iniciales es un posible método de control viral. Se ha

Anticuerpos contra
Proteinas virales

Competencia por
Receptor celular

reportado, por ejemplo, la activacion del sistema de
defensa del camarén al inyectar a los organismos con
proteinas recombinantes de la envoltura de WSSV
(Witteveldt et al. 2004b). En otros estudios, la
administracion de la proteina de la envoltura de WSSV
VP292 produjo un aumento de la supervivencia de
camarones infectados (Vaseeharan et al. 2006) (Fig. 2A).
Otras proteinas de la envoltura de WSSV usadas para
reducir el impacto de la infeccidon de WSSV incluyen la
VP31, VP33 (VP36b) y la proteina del tegumento
(VP36A) (Li et al. 2006b). La VP31 inhibi6 la adhesion
de WSSV a las células del hospedero y se reporto una
reduccién significativa de la mortalidad del camarén. Lo
anterior es una indicacién de que varias proteinas virales
tienen un papel importante en el proceso de penetracion
ala célula. Dado que no se conoce ningln mecanismo de
inmunidad adaptativa bajo la cual se desencadene una
verdadera respuesta inmune en contra de las proteinas
virales, se puede proponer un mecanismo de competencia
celular. Bajo este mecanismo, las proteinas recombinantes
inyectadas competirian por los receptores de los tejidos
blanco, de esta manera reduciendo la infeccion viral (Fig.
2A). Dado que no hay evidencias 0 mecanismos que
expliquen estos resultados, estos se consideran

’—l-

ADN WSSV

Figura 2

Estrategias moleculares para prevenir la infeccion por WSSV. A) Inyeccion de proteinas estructurales virales recombinantes,
las cuales compiten por la unién a los receptores celulares. De esta manera, se evita la interaccion con el viridn. B) Inyeccion
de anticuerpos contra las proteinas virales, los cuales reaccionan con el virus y evitan la interaccion con los receptores
celulares. C) RNAIi o0 ARN de interferencia, en esta técnica, se evita la sintesis de proteinas virales al producir
la degradacion de los ARN mensajeros al inyectar ARN de doble cadena del gen de interés

Molecular strategies to prevent viral infection by WSSV. A) Injection of recombinant structural viral proteins, which compete for
binding of cellular receptors. This way, the interaction with viral particle is prevented. B) Injection of antibodies against
viral proteins, which bind and prevent binding to target cell receptors in shrimp. C) RNAi or interference RNA,
which prevents synthesis of viral proteins by degradation of their messenger RNAs,
by injection of double-stranded RNA of the viral target gene
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controversiales. Definitivamente se requiere de mas
estudios bésicos sobre los mecanismos de inmunidad
innata en invertebrados para entender estos resultados.

Recientemente se ha identificado un gen con funcién
putativa ‘antiviral’ (PmAV) en el camaron Penaeus
monodon. Estudios in vitro hechos con la proteina
recombinante PmAV, demostraron que tiene una potente
actividad antiviral en una linea celular de Epinephelus
tauvina infectados con un iridovirus (SGIV) (Luo et al.
2003). Este tipo de estudios contribuye al conocimiento
de nuevos efectores de defensa antiviral presentes en
invertebrados marinos que pueden ser usados para
controlar enfermedades virales. Otras proteinas
recombinantes usadas para reducir el efecto de la
infeccion de WSSV incluyen la proteina PmRab7 del
camarén P. monodon (Sritunyalucksana et al. 2006).

Ensayos de neutralizacién in vivo utilizando
anticuerpos en contra de diferentes proteinas estructurales
han mostrado la capacidad de retardar significativamente
la mortalidad en camarones infectados con el WSSV.
Ejemplos son el uso de anticuerpos policlonales dirigidos
contra proteinas estructurales como la VP19 y VP28
(Witteveldt et al. 2004a). Nuevamente, esta estrategia
puede ser explicada por un mecanismo de competencia,
interfiriendo entre la interaccion de los receptores
celulares y las proteinas estructurales virales (Fig. 2B)

Una nueva estrategia antiviral contra WSSV es el ARN
de interferencia (RNAI, por sus siglas en inglés). Esta
técnica se basa en bloquear la expresion genética del virus
por medio del silenciamiento de ciertos genes, al producir
la degradacion del ARN mensajero del gen de interés (Fig.
2C). Los genes virales que codifican las proteinas
estructurales VP19 y VP28 han sido interferidos o
silenciados para inhibir la replicacién viral. Este
mecanismo induce una respuesta antiviral especifica que
inhibe la infeccion por WSSV y reduce significativamente
la mortalidad (Robalino et al. 2005, Robalino et al. 2004).
Se asume que el desbalance en la sintesis de las proteinas
virales por efecto del silenciamiento reduce la eficiencia
del ensamblaje del virion y por tanto se reduce la
mortalidad del camaron.

Resultados similares han sido reportados en
Fenneropenaeus chinensis administrando ARN de doble
cadena dirigido contra las proteinas VP281, VP28 y la
PK (Kim et al. 2007). En el camaron tigre Penaeus
monodon se redujo la infeccion silenciando los genes vp15
y vp28 (Westenberg et al. 2005). Otro estudio reporta la
completa inhibicion de la infeccion por WSSV mediante
tres inyecciones consecutivas de RNAI corto dirigido
contra VP28 en Marsupenaeus japonicus (Xu et al. 2007).
Considerando que es poco factible inyectar camarones

individuales en estanques de produccion, la aplicacion
de la técnica de silenciamiento génico tendria que ser
desarrollada primero para la sintesis en gran escala del
ARN de doble cadena. Posteriormente, se tendrian que
encontrar métodos para estabilizarlo y poder administrarlo
en la dieta de los camarones, para poder ser una opcion
terapéutica contra WSSV y otros virus de este tipo.

Tendencias futuras

Es necesario tener una mejor comprension de las
interacciones entre el hospedero y el patégeno para
desarrollar métodos efectivos de control de enfermedades
infecciosas en camaron. Es posible interferir en el proceso
de la infeccidn por WSSV por medio de la modificacion
o inhibicion de la expresion genética del virus en las etapas
iniciales de la replicacion viral. Estrategias dirigidas a
bloquear la adhesion/penetracion de viriones en células
susceptibles requiere conocer los receptores celulares y
sus ligandos en la superficie viral. Resulta también muy
prometedora la posibilidad de encontrar nuevos co-
receptores en las células del hospedero. Esas
investigaciones seran muy importantes para estudiar los
mecanismos de la entrada viral y de la replicacion dentro
de las células del camar6n. La aplicacion de nuevos
métodos moleculares permitira identificar y localizar
proteinas estructurales dentro del virién acelerando el
proceso para el descubrimiento de nuevas estrategias para
el combate de la infeccion.
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