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Las enfermedades virales que impactan la acuicultura necesitan ser controladas de forma barata y
eficientemente. La vacunacion es la principal herramienta preventiva para combatir enfermedades
virales altamente infecciosas que afectan a los peces de cultivo. En la industria acuicola la mayoria
de las vacunas antivirales disponibles son para salmonidos y por lo general son del tipo inactivadas
y administradas por inyeccion, método que estresa a los peces afectando su bienestar general y a un
alto costo comercial. En contraste, las vacunas suministradas por via oral es el método ideal de
entrega, sin la necesidad de manipular los peces y costos operacionales afiadidos. Sin embargo, las
vacunas orales presentan problemas de estabilidad y degradacion del antigeno durante el proceso de
digestion que deben ser resueltos. En este estudio, presentamos una innovadora plataforma modular
recombinante de vacunas de subunidad para administracion oral, nanoestructuradas como cuerpos
de inclusion (IBs, Inclusion bodies). Los 1Bs, son agregados proteicos obtenidos de la produccion de
proteinas recombinantes que se creia que no tenian funcionalidad. No obstante, se ha demostrado
que los IBs presentan interesantes propiedades funcionales, tales como; estabilidad estructural y
térmica, seguridad con un alto contenido antigénico con la capacidad de internalizar células y
liberacion lenta de proteina funcional y son faciles de producir a un reducido costo. Las plataformas
modulares incluyen la proteina antigénica recombinante del virus unida a un His-tag en la parte C-
terminal. Ademas, por el extremo N-terminal unimos el antigeno viral recombinante con un péptido
espaciador a un Interferon gamma recombinante como adyuvante para evaluar si el dominio IFN
induce un aumento de la respuesta inmune. De la misma forma, unimos el antigeno viral con IFN a
una secuencia ligando, para evaluar si el ligando seleccionado tiene el potencial de dirigir la vacuna
a células u 6rganos de relevancia inmunologica, y estimular una respuesta inmune local y/o sistémica.
Para el estudio, seleccionamos el virus de la viremia primaveral que afecta a la carpa (SVCV) y el
virus de la necrosis pancreatica infecciosa que afecta a salmonidos (IPNV), especies que en conjunto
representan cerca del 86% de la produccion total de peces cultivados a nivel mundial. Por primera
vez, disenamos y producimos proteinas recombinantes nanoestructuradas de la glicoproteina G3 de
SVCV (SVCV™), G3 de SVCV unido a IFNy (SVCV-IFN™"), proteina VP2 de IPNV unido a IFNy
(IPNV-IFN™) y VP2 de IPNV unido a IFNy y un ligando CCR5 (IPNV-IFNy-CCR5™"). Realizamos
la caracterizacion morfologica de las plataformas modulares por microscopia electronica de barrido
(FESEM) y demostramos que las nanoestructuras son internalizadas por células hepaticas de pez
cebra (ZFL), por cultivos primarios de macrofagos de rifion anterior de trucha arcoiris (RT-HKM) y
por células de intestino de trucha (RTgutGC), mediante citometria de flujo y microscopia confocal.
A nivel in vitro, los modulos nanoestructurados indujeron la expresion de genes asociados a la
inmunidad innata en células de ZFL, RTgutGC y RT-HKM. Los modulos recombinantes que

incluyen el modulo IFNy y/o ligando, mostraron funcionalidad inmunomoduladora induciendo un



incremento en la respuesta inmune antiviral y de vias de sefializacion de IFN y del receptor del
ligando CCRS (CCR11). En experimentos in vivo con larvas de pez cebra (D. rerio) demostramos
que SVCV™’" y SVCV-IFN™ fluorescentes son absorbidos a nivel intestinal y en pancreas. Ademas,
demostramos que los peces cebra adultos vacunados con SVCV-IFN™' y desafiados con el virus
SVC, presentan un excelente nivel de proteccion, indicando el potencial adyuvante del modulo [FNy.
En ensayos in vivo con trucha arcoiris (O. mykiss) administrados por intubacion oral, demostramos
que IPNV™ ¢ IPNV-IFN™" fluorescentes son absorbidos en el tracto intestinal, biodistribuidos al
rifiéon anterior y endocitados por macrofagos del rindon. En poblaciones linfoides y mieloides
colectadas y aisladas por cell sorting del intestino posterior de truchas intubadas oralmente con
IPNV-IFN™ se observo un incremento en la expresion de marcadores de genes inmuno relevantes.
En experimentos in vivo, truchas juveniles fueron intubadas de forma oral con IPNV-IEN™ ¢ IPNV-
IFN-CCR5™" y observamos la expresion de marcadores de genes de respuesta inmune en intestino
posterior, bazo y macrofagos del rifion anterior el dia 1, 3, 15 y 21 después de la intubacion. En
ensayos ELISA, truchas juveniles fueron intubadas oralmente con los modulos de IPNV y obtenido
el suero a los 21 dias después de la intubacion. IPNV-IFN™F mostré titulos de anticuerpos similares
a los grupos control, sugiriendo que los peces fueron portadores asintomaticos de IPNV. No obstante,
los sueros de las truchas intubadas con el mddulo ligando (IPNV-IFN-CCR5"") mostraron una
induccion significativa de anticuerpos especificos del virus IPN en comparacion a IPNV-IFN™" y los
grupos control, lo que podria indicar que el ligando CCRS puede estar promoviendo la migracion
celular y consecuentemente la induccion de anticuerpos especificos del virus de IPN. Los resultados
en conjunto muestran, que las vacunas orales de subunidad que incluyen los modulos interferon
gamma y/o ligando pueden estimular la respuesta inmune innata-adaptativa y proteger a los peces

contra el virus de SVC e IPN.



Les malalties virals que impacten 'aqiliicultura necessiten ser controlades de manera barata i eficient.
La vacunacio6 és la principal eina preventiva per combatre malalties virals altament infeccioses que
afecten els peixos de cultiu. A la industria aqiiicola la majoria de les vacunes antivirals disponibles
son per a salmonids i, en general, son del tipus inactivades i administrades per injeccid, métode que
estressa els peixos afectant el seu benestar general i amb un alt cost comercial. En contrast, les
vacunes subministrades per via oral és el metode ideal de lliurament, sense la necessitat de manipular
els peixos i els costos operacionals afegits. Tot i aix0, les vacunes orals presenten problemes
d'estabilitat i degradaci6 de l'antigen durant el procés de digestio que han de ser resolts. En aquest
estudi, presentem una innovadora plataforma modular recombinant de vacunes de subunitat per a
administracid oral, nanoestructurades com a cossos d'inclusio (IBs, Inclusion bodies). Els 1Bs, son
agregats proteics obtinguts de la produccié de proteines recombinants que es creia que no tenien
funcionalitat. Tot i aix0, s'ha demostrat que els IBs presenten interessants propietats funcionals, com
ara; estabilitat estructural i térmica, seguretat amb un alt contingut antigénic amb la capacitat
d'internalitzar cel-lules, alliberament lenta de proteina funcional i soén facils de produir a un cost
reduit. Les plataformes modulars inclouen la proteina antigénica recombinant del virus unida a un
His-tag a la part C-terminal. A més, per I'extrem N-terminal unim I'antigen viral recombinant amb
un peptid espaiador a un Interfer6 gamma (IFN) recombinant com a adjuvant per avaluar si el domini
IFN indueix un augment de la resposta immune. De la mateixa manera, unim l'antigen viral amb IFN
a una seqiiencia lligant, per avaluar si el lligand seleccionat té el potencial de dirigir la vacuna a
cel-lules o organs de rellevancia immunologica, i estimular una resposta immune local i/o sistémica.
Per a l'estudi, seleccionem el virus de la virémia primaveral que afecta la carpa (SVCV) i el virus de
la necrosi pancreatica infecciosa que afecta salmonids (IPNV), espécies que en conjunt representen
prop del 86% de la produccio total de peixos cultivats a nivell mundial. Per primera vegada, s’han
dissenyat produit proteines recombinants nanoestructurades de la glicoproteina G3 de SVCV
(SVCV™), G3 de SVCV unit a IFNy (SVCV-IFN™), proteina VP2 d'IPNV unit a IFNy (IPNV-
IFN™) i VP2 d'IPN a IFNy i un lligand CCR5 (IPNV-IFNy-CCR5™"). Realitzem la caracteritzacio
morfologica de les plataformes modulars per microscopia electronica de rastreig d’emissio de camp
(FESEM) i demostrem que les nanoestructures son internalitzades per c¢l-lules hepatiques de peix
zebra (ZFL), per cultius primaris de macrofags de ronyod anterior de truita irisada (RT-HKM) i per
cel-lules d'intesti de truita (RTgutGC), mitjancant citometria de flux i microscopia confocal. A nivell
in vitro, els moduls nanoestructurats van induir I'expressio de gens associats a la immunitat innata a
cel-lules de ZFL, RTgutGC i RT-HKM. Els moduls recombinants que inclouen el modul IFN i/o
lligant, van mostrar funcionalitat immunomoduladora induint un increment en la resposta immune

antiviral i de vies de senyalitzacio d'IFN i del receptor del lligand CCR5 (CCR11). En experiments



in vivo amb larves de peix zebra (D. rerio) demostrem que SVCV™'" i SVCV-IFN™" fluorescents son
absorbits a nivell intestinal i en pancrees. A més, demostrem que els individus de peix zebra adults
vacunats amb SVCV-IFN™" i desafiats amb el virus SVC, presenten un excel-lent nivell de proteccid,
indicant el potencial adjuvant del modul IFNy. En assaigs in vivo amb truita irisada (O. mykiss)
administrats per intubaci6 oral, demostrem que IPNV™* i IPNV-IFN™" fluorescents sén absorbits en
el tracte intestinal, biodistribuits al ronyo anterior i endocitats per macrofags del ronyd. A poblacions
limfoides i mieloides col-lectades i aillades per cell sorting de l'intesti posterior de truites intubades
oralment amb IPNV-IFN™ es va observar un increment en l'expressié de marcadors de gens
immunologics rellevants. En experiments in vivo, truites juvenils van ser intubades de forma oral
amb IPNV-IFN™ i IPNV-IFN-CCR5™" i observem l'expressié de marcadors de gens de resposta
immune en intesti posterior, melsa i macrofags del rony6 anterior a dia 1, 3, 151 21 després de la
intubacid. En assaigs ELISA, truites juvenils van ser intubades oralment amb els moduls d'IPNV i
obtingut el sérum als 21 dies després de la intubacié. IPNV-IFN™* va mostrar titols d'anticossos
similars als grups control, suggerint que els peixos van ser portadors asimptomatics d'IPNV. No
obstant aixo, els sérums de les truites intubades amb el modul Iligand (IPNV-IFN-CCR5™") van
mostrar una inducci6 significativa d'anticossos especifics del virus [PN en comparacié amb [PNV-
IFN™* i els grups control, cosa que podria indicar que el lligand CCRS pot promoure la migracié
cel-lular i conseqiientment la inducci6 d'anticossos especifics del virus d'IPN. Els resultats en conjunt
mostren que les vacunes orals de subunitat que inclouen els moduls interferé gamma i/o lligant poden

estimular la resposta immune innata-adaptativa i protegir els peixos contra el virus de SVC i IPN.



ABREVIACIONES

ADN: Acido desoxirribonucleico

AMPs: Antimicrobial peptides

ANOVA: Analysis of variance

APC: Antigen presenting cell
APROMAR: Asociacion empresarial de acuicultura
espaiiola

ARN: Acido ribonucleico

BCRs: B-cell receptors

Booster: Vacuna de refuerzo

CCLA4: C-C motif chemokine ligand 4
CCRI11: Rainbow trout chemokine receptor
CCRS: CC chemokine receptor type 5

DE: Desviacion estandar

EDTA: Ethylenediaminetetraacetic acid
EF1-a: Elongation Factor 1-alpha

ELISA: Enzyme-linked immunosorbent assay

FAO: Food & Agriculture Organization of the United
Nations

FBS: Fetal bovine serum

FESEM: Field emission scanning electron microscopy
FFU: Focus forming units

FITC: Fluorescein isothiocyanate

G: Glycoprotein

GALT: Gut-associated lymphoid tissue

GFP: Green fluorescent protein

HVCy-3: Cyprinid herpervirus 3

i:m: Intramuscular

i:p: Intraperitoneal

IBs: Inclusion bodies

IFM: Intensidad de fluorescencia media

IFN: Interferon

IFNy: Interferon gamma

IFNGR2: Interferon gamma receptor 2

Igs: Inmunoglobulinas

IHNV: Infectious haematopoietic necrosis virus
IL-1P: Interleukin 1 beta

IL-10: Interleukin-10

IL: Interlukin

IP-10: IFN-gamma-inducible protein 10
IPNV Infectious pancreatic necrosis virus
IPTG: Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside
IRF: Interferon regulatory factor

iRFP: Infra-red fluorescent protein

ISAV: Infectious salmon anemia virus

JAK: Janus kinase

KHYV: Koi herpes virus

LCDV: Lymphocystis diseases virus
LPS: Lipopolysaccharide

MHC: Major histocompatibility complex

Mx: Interferon-induced GTP-binding protein Mx
NOD: Nucleotide-binding & oligomerization
NPs: Nanopellets

O/N: Overnight

OD: Optical density

OIE: Organizacion Mundial de Sanidad Animal
OMG: Organismo modificado genéticamente
OREF: Open reading frame

PAMPs: Pathogen-associated molecular patterns
PBS: Phosphate buffered saline

PGN: Peptidoglycan

PLGA: Poly (lactic-c-glycolic acid)

Poly(I:C): Polyinosinic:polycytidylic acid

PRR: Pattern recognition receptors

RAS: Recirculation aquaculture system

RPS: Relative percentage survival

RSIV: Red sea bream iridovirus

RT-HKM: Rainbow trout head kidney macrophages
RT: Room temperature

RTgutGC: Rainbow trout intestinal ephitelial cell line
SAV: Salmonid alphavirus

STAT: Signal transducer & activator of transcription
SVCYV: Spring viremia of carp virus

TCR: T cell receptor

Th: Helper T lymphocyte

TiLV: Tilapia tilapinevirus, o Tilapia lake virus
TLRs: Toll-like receptors

TNFa: Tumor necrosis factor alpha

Treg: Regulatory T cell

UK: United Kingdom

USA: United States of America

UV: Ultravioleta

VER: Viral encephalopathy & retinopathy

VHSV: Viral septicemia hemorrhagic virus

Vig-1: Viperin

VNNYV: Viral nervous necrosis virus

VP2: Viral capside protein 2

ZFL: Zebrafish liver cell line
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1. Acuicultura como sector productivo

La Acuicultura es la practica del cultivo de organismos de origen acuatico (peces, moluscos,
crustaceos y algas) para la alimentacion humana. La produccion acuicola es la industria alimentaria
de mayor crecimiento durante las ultimas tres décadas, debido principalmente a la creciente demanda
de proteinas saludables de origen acuatico y a la sobre explotacion de peces mediante la pesca
extractiva [1]. Segun la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura
[1], en el 2021 la produccion pesquera y acuicola mundial alcanzé un récord de 218 millones de
toneladas (t). La pesca extractiva reporté 92 millones de toneladas (42,3%) y la acuicultura 126

millones de toneladas (57,7%) (Figura 1).
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Figura 1. Produccion mundial de la pesca extractiva y la acuicultura segtin la FAO (Periodo 1951-

2021. Modificado de APROMAR 2023.

A nivel mundial, Asia domina la acuicultura produciendo el 92% del total y China es el productor
mas importante, alcanzando el 58% de la produccion total. En contraste, la Union Europea (UE)
representa solo el 1% de la produccion acuicola mundial en peso y 1,5% en valor [2]. Segiin la FAO,
las principales especies producidas en la UE son el mejillon (423.379 t), la trucha arcoiris (193.266
t), la dorada (103.130 t), el ostion japonés (98.826 t) y la lubina (96.647 t) [1]. En el 2021 Espafia
fue el miembro de la UE con la mayor produccion acuicola (271.060 t/23,7%), seguido de Francia
(198.886 t/17,4%), Italia (145.862 t/12,8%), Grecia (143.926 t/12,6%) y Polonia (44.787 /3,9%)
(Figura 2).
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Figura 2. Produccion de acuicultura en los Estados miembros de la Union Europea. Modificado de

APROMAR, 2023.

En Espana en el afio 2021, la pesca extractiva aportd el 74,9% de los productos marinos en
comparacion al 25,1% que genera la acuicultura [3]. El 2022 en Espafia las cosechas de las
principales especies sumaron un total de 332.855 t con un valor de venta de 760,7 M€, desglosadas
en mejillon (255.218 t/159,3 M€), lubina (23.622 t/181,6 M€), trucha arcoiris (16.328 t/43,6 M€) y
atun rojo (10.877 t/183,2 M€) [3].

La UE es el primer mercado mundial para los productos acuaticos. En el 2019, la dependencia de los
productos acuaticos en la UE fue de un 76,4 % del consumo, con una tasa de autosuficiencia del 23,6
% [3]. En definitiva, el consumo de animales acudaticos sigue al alza alcanzando un promedio de 20,2
kg/persona/afio en el 2020, méas del doble que el registrado (9,9 kg/persona) en la década de los 60s.
Se estima que para el 2030, la produccion acuicola total aumente en un 13% y que alcance los 100
millones de t [1]. La acuicultura se caracteriza por una enorme diversidad y dinamismo, tanto en
términos de especies cultivadas como en la naturaleza de los sistemas de produccion [4]. Sin
embargo, la intensificacion y expansion de la acuicultura enfrenta algunos desafios y/o riesgos que
pueden generar un impacto negativo muy significativo en el suministro de alimentos y en la
economia, y que deben ser abordados de forma inmediata para que se desarrolle en un entorno
biocontrolado y sea considerada social y econdémicamente sostenible. Uno de los principales
obstaculos para la acuicultura sostenible de peces en muchas regiones, ha sido el control y prevencion
de las enfermedades infecciosas [5]. En este sentido, es imprescindible controlar y evitar al maximo
el impacto de los sistemas de cultivo en el medio ambiente, y aplicar medidas preventivas de

bioseguridad que tengan en cuenta la salud y bienestar de los animales de cultivo, para evitar
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condiciones que contribuyan a la proliferacion y/o brote de enfermedades infecciosas que afecten el

desarrollo sostenible de la acuicultura.
2. Proliferacion de enfermedades infecciosa

Las enfermedades infecciosas que afectan a los peces de cultivo son uno de los principales factores
que limitan la expansion de la produccion acuicola mundial, generando importantes pérdidas
econdmicas que se estima alcanzan el 10% de la produccion global de la acuicultura, superando los
$10 billones de dolares anuales [6]. Los peces son regularmente cultivados y engordados de forma
controlada en sistemas semi abiertos de canales (raceways) y lagos artificiales, en sistemas de
recirculacion (RAS) de agua dulce subterranea y superficial en estanques, y en sistemas abiertos de
balsa jaula en agua marina costera o en mar abierto. Todos estos sistemas presentan condiciones que
de alguna u otra forma pueden generar contaminacion en el medio ambiente y estrés cronico en los
animales, que pueden facilitar y favorecer la proliferacion de enfermedades infecciosas. La aparicion,
gravedad y propagacion de las enfermedades dentro de las poblaciones de peces, es similar a la
asociada a las enfermedades en poblaciones humanas, sin embargo, en las poblaciones de peces el
medio acuatico tiene el componente adicional que puede facilitar la propagacion de los agentes
causantes de la enfermedad [7]. Las enfermedades se transmiten entre individuos de dos formas:
mediante transmision vertical a través de los embriones de generacion en generacidon o por
transmision horizontal mediante el contacto directo entre peces o el medio infectado [7]. El brote y
diseminacion de las enfermedades infecciosas en la actividad acuicola intensiva, puede ser provocada
por una combinacion de factores, tales como; alta densidad de cultivo, déficit nutricional y/o
inadecuada cantidad o calidad del alimento, movimiento de huevos y peces enfermos entre centros
de cultivo, uso excesivo de antibidticos que promueven la resistencia a los farmacos, carencia y
control de medidas de bioseguridad, cambios en los parametros ambientales fisico-quimicos del agua
(pH, CO», amonio, solidos suspendidos, temperatura y salinidad), y a la practica del monocultivo que
carece de diversidad genética y aumenta el riesgo de contraer y facilitar la diseminacion de
enfermedades infecciosas [1, 8]. Asi también, se debe considera que el ambiente acuatico tiene una
gran diversidad de virus desconocidos, los cuales podrian infectar y causar enfermedades en los peces
[8]. Ademas, las especies cultivadas pueden adquirir enfermedades infecciosas de las especies
silvestres y, a su vez, exportar agentes infecciosos a las especies salvajes [9]. Eventos debidos al
cambio climatico, como las variaciones en la temperatura del agua y el aumento de vectores
infecciosos, también pueden favorecer la ocurrencia y transmision de enfermedades en los centros

de cultivo [10, 11].

El Instituto Veterinario de Noruega (https://www.vetinst.no) acaba de reportar (marzo, 2024) que las

enfermedades infecciosas lideran ampliamente con un 38% las causas por mortalidad en los centros
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de cultivo noruegos, seguidas por las lesiones (traumas) con un 33 %, causas desconocidas un 20 %
y otras causas con un 9%. Ademas, reportan que en el 2023 cerca de 40 millones de salmones (94%)
y truchas (6%) de mas de 3 g murieron en los centros de cultivo en tierra y que 65,3 millones de
salmones (96%) y truchas (4%) murieron en la fase de agua de mar, registrando un aumento de
mortalidad récord de un 16,7% y 14%, incremento de mortalidades nunca registradas por los

noruegos (https://www.vetinst.no). Las enfermedades infecciosas mas comunes fueron: 1) las llagas

o ulceras de invierno (bacteriano), probablemente iniciado por el tratamiento mecanico en peces
contra el piojo de mar, 2) el sindrome de miocardiopatia (CMS) relacionado causalmente con Piscine
Myocarditis Virus (PMCV), 3) la enfermedad de las branquias, sin agente causal definido, 4) la
inflamacion del corazén y el musculo esquelético (HSMI), asociada con la infeccion por ortoreovirus

de Piscine (PRV) y 4) la pasteurelosis agente causal bacteriano.

En resumen, una combinacion de medidas inmuno-profilacticas de bioseguridad enfocadas a la
aplicacion eficiente de herramientas de gestion sanitaria como una constante vigilancia y control de
las enfermedades establecidas y emergentes, la mejora, revision y actualizacion de los protocolos de
bioseguridad, los regimenes de vacunacion y el uso de inmunoestimulantes y/o uso de vacunas de
refuerzo (booster), han ayudado y podrian contener en el futuro las perdidas debido a enfermedades
virales o cualquier otro tipo de enfermedades infecciosas [12], aminorando significativamente el

impacto negativo de éstas en el desarrollo de la industria acuicola global.
3. Enfermedades virales

Los cultivos de peces en la acuicultura son afectados por enfermedades en diversos grados, y a
medida que se cultivan nuevas especies y se exploran y aplican nuevos métodos de cultivo, surgen y
reaparecen enfermedades que plantean nuevos obstaculos y retos a la acuicultura global [5]. El agente
comun causal mas recurrente de enfermedades infecciosas, son las bacterias, seguido de las
enfermedades virales, los parasitos y los hongos [9, 13]. Entre las enfermedades patogénicas
observadas en los organismos acuaticos, las enfermedades virales son las de mayor impacto [13] y
mas devastadoras, causando grandes pérdidas a la industria acuicola [14], ademas de ser las
enfermedades mas dificiles de controlar, debido a la elevada susceptibilidad de los animales a edades
tempranas, la falta de medidas terapéuticas antivirales, el conocimiento insuficiente de la patogénesis
de las infecciones virales y de los mecanismos naturales de resistencia de las poblaciones de peces
[15]. Adicionalmente, las enfermedades virales pueden reducir el bienestar de los peces al causar
diversas condiciones que afectan su bienestar, como la disminuciéon de la ingesta de alimento,
comportamiento anormal de natacion, depredacion de peces enfermos e interacciones sociales
negativas [8]. Muchas de las enfermedades que causan un impacto econdmico significativo en

acuicultura son de origen viral, las cuales no cuentan con tratamientos disponibles o tienen un
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limitado numero de vacunas comerciales de parcial eficacia [5]. Dhar y colaboradores listan las
principales enfermedades virales que afectan a especies de peces de interés comercial [12]. Por otro
lado, La Oficina Internacional de Epizootias (OIE) es responsable de recopilar y difundir informacion
sobre enfermedades animales, incluyendo las enfermedades virales en peces. Brevemente, se senalan
y describen las principales enfermedades virales de declaracion obligatoria para la OIE [1]: 1) La
Infeccion por Sindrome ulcerante epizodtico (SUE), es una enfermedad causada por un hongo
(Aphanomyces invadans) que afecta principalmente a peces de agua dulce tropicales de agua caliente
como la tilapia y el pez gato, y se caracteriza por la aparicion de ulceras en la piel y aletas que pueden
causar la muerte sino se tratan oportunamente; 2) La Infeccion por el alfavirus de los salmonidos
(SAV) es un virus que afecta a salmones y truchas. Es una enfermedad causada por el alfavirus que
se caracteriza por presentar lesiones en piel y branquias, letargo, pérdida de apetito y en casos graves,
la muerte. Los peces juveniles suelen ser mas susceptibles a la enfermedad que los adultos; 3) La
infeccion por herpesvirus de la carpa koi (KHV) es una enfermedad que afecta a la carpa koi. Es
causada por el herpesvirus-3 de los ciprinidos (HVCy-3) y se caracteriza por presentar letargo,
perdida de equilibrio, manchas blancas y grises en la piel, lesiones en branquias y erosiones en aletas.
Es una enfermedad altamente contagiosa y mortal especialmente en peces juveniles o debilitados; 4)
La infeccion por iridovirosis de la dorada japonesa (RSIV), es una enfermedad viral que afecta en
particular a la dorada japonesa (Sparus aurata) y se caracteriza por presentar falta de apetito,
oscurecimiento en piel, dificultad para nadar, exoftalmia y hemorragia en la piel y las branquias; 5)
La infeccidn por el virus de la necrosis hematopoyética epizootica (EHN) es una enfermedad que
afecta a los peces de agua salada y se presenta en varias especies, como truchas y salmones. Se
caracteriza por ser altamente contagiosa y los peces presentan hemorragias en diferentes partes del
cuerpo como la piel, abdomen y branquias, como también palidez y deformaciones en corazon y
vasos sanguineos; 6) La infeccion por el virus de la septicemia virica hematopoyética (VHS), es una
enfermedad viral que afecta a una amplia gama de especies de peces de agua dulce y salada,
incluyendo salménidos y carpas. Es causada por el virus de la VHS y se caracteriza por provocar
sintomas como hemorragias, ulceraciones en las branquias, y altas tasas de mortalidad; 7) La anemia
infecciosa del salmon (ISA), es una enfermedad viral que afecta principalmente a los salmones,
especialmente al salmon del Atlantico. Es causada por el virus del ISA y se caracteriza por presentar
anemia, hemorragias en los musculos y 6rganos internos, y mortalidad y, 8) La infeccion por el virus
de la tilapia del lago (TiLV), es una enfermedad viral que afecta a la tilapia y se caracteriza por
presentar sintomas como letargo, pérdida de apetito, lesiones en la piel y altas tasas de mortalidad.
Es importante destacar que la lista de enfermedades es dindmica pudiendo variar y actualizarse en
funcién de los avances cientificos, el control de las enfermedades o la deteccion de nuevas
enfermedades. Por otro lado, hay otras enfermedades infecciosas que no estan incluidas en la lista de

la OIE pero que impactan enormemente a diferentes especies de cultivo de peces, como es el caso
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del virus de la encefalopatia y retinopatia (VER) o también conocido como el virus de la necrosis
nerviosa viral (VNNV) perteneciente a la familia de los Nodavirus y responsable de altas
mortalidades en peces de agua dulce y marina como la lubina europea (Dicentrarchus labrax) [16].
VER se caracteriza por provocar una retinopatia y encefalopatia que genera una necrosis en el sistema
nervioso central, con vacuolizaciéon y degeneracion neuronal en el cerebro y la retina que provoca
hasta el 100% de la mortalidad en peces juveniles, ademas de nado erratico, letargia, coloracion
anormal e inflamacion abdominal [17]. El virus de la enfermedad de linfocistis (LCDV) agente causal
de la enfermedad viral de linfocistis (LCD) es otra enfermedad viral de relevancia que es
frecuentemente detectada en los cultivos de dorada (Sparus aurata, L.) del Mediterraneo y se
caracteriza por presentar lesiones nodulares en la piel [18]. El virus de la necrosis pancreatica
infecciosa (IPNV) es otra de las enfermedades con alto impacto en la produccion acuicola, el agente
causante de la enfermedad es el virus de la necrosis pancreatica infecciosa (IPNV), que puede generar
mortalidades de entre un 80 y 90% en las primeras etapas de vida de las truchas y en peces juveniles
posterior al proceso de esmoltificacion del salmén del atlantico; en general los sintomas mas
frecuentes observados en alevines, son el nado erratico y la anorexia en peces juveniles posterior al
proceso de esmoltificacion [19]. Por ultimo, otra enfermedad viral que tiene un importante impacto
economico es la viremia primaveral de la carpa (SVC) que afecta principalmente a la carpa comiin
(Cyprinus carpio) y que puede alcanzar tasas de mortalidad de hasta un 90% en carpas juveniles [20].
El agente causal de la enfermedad es el virus de la viremia primaveral de la carpa (Spring viremia
carp virus, SVCV). Esta enfermedad es endémica de Europa, América y varios paises asiaticos, y se
caracteriza por presentar distension abdominal, exoftalmia, petequias hemorragicas en piel y érganos
internos [21]. En general, la mayoria de las enfermedades mencionadas anteriormente son altamente
contagiosas y tienen un impacto negativo en la industria acuicola. Ademds, no cuentan con
tratamientos o vacunas disponibles para su contencion y prevencion, lo cual resalta la urgente
necesidad de desarrollar y aplicar medidas profilacticas sostenibles y eficientes como la vacunacion,

especialmente en las primeras etapas de vida de los animales.

4. Vacunas de peces

En comparacion con las vacunas para humanos que ha llevado a la produccion de mas de 760 vacunas
desde 1796, la historia de las vacunas para peces es muy reciente, con una produccion de alrededor
de 40 vacunas comercialmente disponibles desde la década de los 70s. La primera vacuna para peces
fue una vacuna inactivada administrada de forma oral contra Aeromonas salmonicida y la primera
vacuna comercialmente licenciada fue una que se produjo a partir de Yersinia ruckeri inactivada, y
se utilizo para proteger a los peces contra la boca roja entérica (ERM) mediante administracion oral
[22]. Para elaborar vacunas de peces son considerados multiples factores, tales como: viabilidad de

fabricacion de la vacuna, especie hospedador/es objetivo, naturaleza del antigeno, 6rganos diana,
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necesidad de adyuvantes y tipo, naturaleza de la infeccion en el hospedador, ruta de administracion
de la vacuna, dosis y pautas de administracion, tamafio de los peces, tipos de desafios experimentales
y respuesta inmune (humoral y celular) esperada post vacunacion y desafio con el patogeno, entre
otros [23, 24]. Las vacunas son preparados biologicos de antigenos derivados de patogenos
(organismo entero o unidad del patégeno) convertidos en no patégenos por diversos medios, que
estimulan el sistema inmune de forma que aumenta la resistencia a una enfermedad si se produce una
infeccion posterior por el mismo patéogeno [25]. En resumen, las vacunas estimulan el sistema
inmune innato y adaptativo de los peces para montar una respuesta contra un patégeno o contra una
estructura definida (la parte inmunogénica o epitopo) de un patdégeno en particular [6, 26]. La
vacunacion es la herramienta mas costo-efectiva y sostenible para controlar las enfermedades
infecciosas en peces de cultivo, jugando un papel crucial en la prevencion contra infecciones
parasitarias, bacterianas y virales en la industria acuicola global [26]. Las vacunas estan
habitualmente disponibles para enfermedades bacterianas y virales, siendo el desarrollo de vacunas
parasitarias todo un reto debido a la antigenicidad y a la necesidad de produccion masiva del antigeno
[11]. El desarrollo de una acuicultura sostenible no es posible sin la prevencion de las enfermedades
infecciosas, y la vacunacion se ha convertido en la herramienta mas importante para su prevencion
[6]. En ese sentido, la implementacion de una adecuada estrategia de vacunacion en los centros de
cultivo tiene un rol preponderante para prevenir brotes y la proliferacion de las enfermedades virales
[12]. Las vacunas antivirales han sido implementadas como medio profilactico en la acuicultura
durante décadas, y diferentes tipos y rutas de administracion han sido licenciadas y estan
comercialmente disponibles y en etapas experimentales en especies de peces de interés comercial
[11, 23, 26, 27, 28]. En la Tabla 1 se incluye un resumen de las principales vacunas antivirales
comerciales disponibles. A la fecha, existen cerca de 44 vacunas antivirales licenciadas y casi todas
son del tipo inactivadas, se administran intraperitoneal, y van dirigidas contra enfermedades que han
impactado significativamente la salmonicultura, tales como el virus de IPN e ISA que afectan a
especies salmonidas como el salmoén del Atlantico con un alto valor comercial. El desarrollo de
vacunas se ha convertido en una importante herramienta profilactica para reducir el uso de farmacos,
y es especialmente avanzado en las enfermedades que afectan al salmon del Atlantico [23, 27],
reflejandose en la drastica reduccion del uso de antibidticos en los cultivos de salmoén noruego y
britanico debido a la introduccion de vacunas a base de aceite [6, 27]. Sin embargo, se ha reportado
que las vacunas comerciales antivirales disponibles para salmoénidos no siempre protegen,
presentando a menudo una baja inmunogenicidad y eficacia [24, 26, 27]. Por otro lado, tratamientos
eficaces y la disponibilidad de vacunas comerciales contra enfermedades virales que puedan afectar
los cultivos de peces del mediterraneo que no sean especies salmonidas, como es el caso de la carpa
(SVCV), el turbot (VNNV, VHSV) y la lubina y dorada (VNNV) son limitadas [29], solo existiendo

dos vacunas inyectables para lubina contra el virus de VNN (Tabla 1), lo mismo ocurre con otras
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especies de importancia comercial en Asia, como la carpa y la tilapia [11, 27]. Probablemente, se
debe a que la elaboracion de las vacunas y obtencion de las licencias son procesos muy costosos y
de alta complejidad que requieren insumos y equipos caros de alta tecnologia [11]. La prueba de esto
es que las vacunas una vez que son elaboradas y testeadas a nivel in vitro o in vivo en ensayos pilotos,
deben pasar por un proceso de verificacion de seguridad y eficacia mediante una serie de
experimentos in vivo de alto costo y operativa con la especie de interés para poder obtener la
aprobacion final para su uso farmacéutico de acuerdo con la ley de cada pais [30]. Esto puede resultar
demasiado caro para las pequefias y medianas compaiiias, lo que puede llevar al uso generalizado de
medicamentos y al abandono del uso de vacunas antivirales preventivas en especies de cultivo que

tienen menor importancia econoémica [28].
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Tabla 1. Lista de vacunas antivirales comerciales disponibles para peces de cultivo.

Enfermedad/Agents U £ _R’_uta ‘s Antigeno Nombre Vacuna Hospedador Farmacéutica Pais
causal vacuna Administracion
Necrosis Pancreatica . . . ® (v . .
Nerviosa/IPNV Inactivada Lp. IPN virus ALPHA JECT® (2) Salmonidos Pharmaq Chile
Inactivada L.p. IPN virus Aquavac 6 Emulsion ~ salmoén del Atlantico ~ MSD Animal Health Irlanda
Inactivada L.p. IPN virus Blu; guard® IPN Salmonidos Virbac Chile
inyectable
. . . IPE-VAC®2 - - .
Inactivada L.p. IPN virus INMERSION Salménidos Veterquimica Chile
Inactivada ip. IPN virus ~ ALPHA JECT® (8)* Salménidos Pharmagq Chile
polivalente
Inaptwada L.p. IPN virus Pentium Forte Plus salmon del Atlantico Elanco Dinamarca/
polivalente Noruega
Inactivada . . PENTIUMFORTE . i .
polivalente Lp. IPN virus PLUS ILA salmon del Atlantico Elanco Chile
Inaptwada L.p. IPN virus Birnagen Forte® 2 Salmonidos Elanco Chile
polivalente
Inactivada L.p. IPN virus Norvax® Minova 6 salmon del Atlantico  MSD Animal Health UK
Inactivada Blueguard®
livalent Lp. IPN virus IPN+SRS salmon del Atlantico Virbac Chile
polivalente +ASHVO+ISA
Inactivada . . PROVIDEAN o .
polivalente Lp. IPN virus AQUATEC 2y 3 Salmonidos Tecnovax Chile
Inactivada . . PROVIDEAN . - .
polivalente Lp. IPN virus AQUATEC 4y 5 salmon del Atlantico Tecnovax Chile
Necrosis Pancredtica Inactivada . . , i .
+
Nerviosa/IPNV polivalente Lp. IPN virus AGROVAC4 +ISA  salmoén del Atlantico Agrovet Chile
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Enfermedad/Agente BB _R’_uta L . Antigeno Nombre Vacuna Hospedador Farmacéutica Pais
causal vacuna Administracion
Inqctlvada L.p. IPN virus AquaVac® PD3 salmon del Atlantico  MSD Animal Health Irlanda/UK
polivalente
Inactivada . . AGROVAC IPN- o .
polivalente Lp. IPN virus SRS Salmonidos Agrovet Chile
o . o AQUAVAC® . . .
Subunitaria L.p. capside VP2 SARISTIN 2 Salmonidos MSD Animal Health Chile
. . r . ®
Subunitaria Oral capside VP2 AQUAVACTIPN Salmoénidos MSD Animal Health Canadé/USA
encapsulada y VP3 Oral
En’fermedad del Inaptwada L.p. alfavirus AquaVac® PD3 salmon del Atlantico  MSD Animal Health Irlanda/UK
Péancreas/SAV polivalente
®
Inactivada L.p. SPD virus NorvaxP]()? ompact salmon del Atlantico  MSD Animal Health UK
Inactivada L.p. alfavirus ALPHAlJIIng IO salmon del Atlantico Pharmaq UK/Noruega/Irlanda
SAV3 ADN im. alfavirus CLYNAV™ salmon del Atlantico Elanco GmbH Europa
Anemia infecciosa del Inactivada . . . Lo .
. . Lp. ISA virus AGROVAC4 +ISA  salmoén del Atlantico Agrovet Chile
Salmén (ISA) polivalente
Inactivada . . PROVIDEAN . i .
polivalente Lp. ISA virus AQUATEC 4y 5 salmon del Atlantico Tecnovax Chile
Anemia infecciosa del Inactivada . . ® [ Arsk , . Chile, Canada,
Salmén (ISA) polivalente Lp. ISA virus ALPHA JECT® (4) salmon del Atlantico Pharmaq Noruega, Islas Feroe
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i R , et 5
Enfermedad/Agents U £ . _uta ‘s Antigeno Nombre Vacuna Hospedador Farmacéutica Pais
causal vacuna Administracion
®
Inactivada L.p. ISA virus ALI.)HA JECT salmon del Atlantico Pharmaq Chile
micro 1 ISA
Inactivada . . PENTIUMFORTE . i .
polivalente Lp. ISA virus PLUS ILA salmon del Atlantico Elanco Chile
Inqctlvada L.p. ISA virus FORTE VII Salménidos Elanco Canada
polivalente
Subunitaria ®
® + . . .
(ISA)/inactivada ip. ISAvirus ~ Dlucguard” SRS salmén del Atlantico Virbac Chile
IPN+VO+ISA
(IPN)
Necrosis nerviosa . . . ALPHA JECT® .
vira/RGNNV Inactivada L.p. VNN virus micro 1 Noda Lubina Pharmaq Europa
VNNV Inactivada L.p. VNN virus ~ ICTHIOVAC®VNN Lubina HIPRA Europa
Necrosis hematopoyética . . . .
infecciosa/THNV ADN 1Lm. Glicopr. G Apex-IHN Salmonidos Elanco Canada
Koi herpes virus/KHV Atenuada inmersion KH virus KV3 Carpa comun Phlbﬁ%ﬁg mal Indonesia/Israel
Necrosis infecciosa del Inactivada ip. ISKN virus  AQUAVAC® IridoV  Tilapia/ Lubina Asidtica MSD Animal Health Asia, Brasil

bazo y el rifion/ISKNV

*Numero de vacunas adicionales ALPHA JECT®, Inyeccion intraperitoneal: (i.p.), Inyeccion intramuscular: (i.m.). Vacunas comerciales disponible entre septiembre del

2023 y abril del 2024 en base a revisiones reportadas por [12, 28,31] y en las paginas web de las compaifiias farmacéuticas indicadas.
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5. Tipos de vacunas antivirales

El disefio de nuevas y efectivas vacunas es uno de los mayores desafios para la acuicultura. Existen
diferentes tipos de vacunas contra enfermedades virales que podrian ser englobadas como vacunas
inactivadas/muerta, vacunas atenuadas/viva, vacunas de subunidad recombinante y vacunas de ADN,
entre otras (Figura 3). Regularmente, las vacunas han sido desarrolladas a partir de virus inactivados
mediante procesos fisicoquimicos sin comprometer la antigenicidad del virus [26, 28]. Sin embargo,
las vacunas inactivadas siguen presentando algunos inconvenientes, tales como, corta duracion de
inmunidad, necesidad de altas dosis de inoculacion, efectos adversos, y estrictos requerimientos de
inactivacion [28]. La mayoria de las vacunas antivirales se administran mediante inyeccion
intraperitoneal en la cavidad abdominal, porque es el método mas eficaz [32]. No obstante, este
método no es la mejor ruta de administracion debido a que es invasivo para los peces y conlleva
sobremanipular y estresar a los animales con un alto costo operacional [28], ademas, de no ser un
proceso practico para inyectar peces de menor peso que en general son mas susceptibles a
enfermedades [32], poniendo en peligro la salud y bienestar de los animales. En general, las vacunas
elaboradas con patogenos enteros atenuados han demostrado ser mas ventajosas que otros tipos de
vacunas, pero los esfuerzos parecen ser insuficientes debido a que la mayoria no previenen
completamente las enfermedades [31]. Adicionalmente, los virus atenuados presentan riesgos de
bioseguridad al no poderse descartar de forma absoluta la reversion de la atenuacion y por lo tanto
el peligro potencial de propagacion del virus. En la Tabla 2 se resumen las principales caracteristicas,
ventajas y desventajas de las vacunas antivirales disponibles en la acuicultura. En general, no hay
tratamientos efectivos contra enfermedades virales que afectan a especies de peces fuera de las
especies salmonidas (Tabla 1) y las existentes en muchos casos han presentado una reducida eficacia.
En este sentido, en las tltimas décadas se ha estado trabajando en el desarrollo de nuevos formatos
de vacunas antivirales con la ayudan en la profundizacion de los conocimientos de inmunologia y la
patogénesis viral en peces, asi como en avances en biotecnologia, como es la ingenieria genética y
la secuenciacion de los genomas completos de las especies de peces de interés comercial [12, 28, 30,
33, 34]. Los estudios se estan centrando en el desarrollo de vacunas recombinantes de ultima
generacion que pueden ser producidas mediante diversos sistema de expresion, como son las vacunas
de ADN que son regularmente administradas por inyeccion intramuscular o las vacunas de subunidad
recombinantes, apropiadas para administracion oral y/o mediante inyeccion que promuevan una
respuesta inmune sistémica y/o en la mucosa que puede alcanzar igualmente altos niveles de

inmunidad en comparacion a las vacunas tradicionales [26].
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Figura 3. Principales tipos de vacunas antivirales utilizadas en la acuicultura (Ilustraciéon M. Rojas, BioRender)
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Tabla 2. Caracteristicas de los principales tipos de vacunas antivirales utilizados en acuicultura. Adaptado de Bedekar y Kole, 2022 [24] y Du et al, 2022 [28].

Tipo de - . .
P Caracteristicas Vacuna Ventajas Desventajas
Vacuna
Estas vacunas contienen microorganismos vivos Proporciona una estable y larga inmunidad celular Periodo de validez corto, estabilidad térmica deficiente y altos requisitos
atenuados, debilitados o desprovistos de capacidad y humoral al huésped para las condiciones de transporte y almacenamiento
patégena, pero - capaces de replicarse y presentar La vacuna es auto replicante y no necesita . . . .
propiedades inmunoldgicas en el huésped. Los métodos 0 oo oo Riesgo de revertir a la cepa de virulencia
utilizados para la atenuacion van desde la atenuacion
Vacuna quimica o por calor, el paso continuo del patdgeno en La inmunizacién puede ser por inyeccién, Riesgo de recombinacion de diferentes cepas que resulta en la aparicion de
: diferentes sistemas heterdlogos (animales, cultivo de inmersion o administracion oral una nueva cepa
Viva tejidos, huevos embrionados) y la atenuacion genética
atenuada (1?1utac1on,p_or delecion, interrupcion o insercion de la Rango de uso relativamente estrecho
via metabdlica o el gen de virulencia).
Amenaza grave para los animales fuera del objetivo y el medio acuético
No es adecuado para animales inmunocomprometidos, ya que trabajan en
un sistema inmunitario activo
Estas vacunas contienen microorganismos muertos Facil de preparar y econdmicamente factibles Por estar inactivada respuesta inmune débil y con un corto periodo de
(virus) que han sido inactivados a través de procesos inmunidad, requiere multiples dosis de refuerzo
fisicos o quimicos como el calor, el formaldehido o el Alta estabilidad inmunoeénica Induce principalmente inmunidad humoral y no puede inducir respuestas
tratamiento por radiacién. Los patdgenos inactivados es INMUNogene inmunes celulares o de mucosas
pierden su ;apgmdad de causar ?nfermedad, PCIO SIZUC  F6i] de almacenar y transportar Altas dosis de inoculacién y reacciones adversas
Vacuna siendo antigénicos o inmunogénicos para el huésped, N ; adena de fiio pudiendo transporta
I ivada due. a su vez, reconoce la estructura extrafia del - ° requicre cade ¢ IT0 pudiendo sportarse Requiere una inactivacion estricta
nactivada ; . . . L. en forma liofilizada
patogeno muerto y activa su sistema inmunoldgico. ) ) ) o _ )
Facil preparacion de vacunas multivalentes Para maximizar su eficacia, requieren adyuvantes
Alta seguridad La ruta de administracion por inyeccion es en su mayoria es efectivo.
No conlleva el riesgo de volver a su estado de
causante de la enfermedad.
La vacuna de subunidad utiliza la tecnologia No contiene componentes vivos, por lo que no hay En peces ineficiente inmunogenicidad de los antigenos recombinantes para
recombinante en la que solo las regiones diana riesgo de inducir enfermedad inducir inmunidad o proteccién
inmunogénicas de un patéogeno se utilizan como - . . . -
Junog patog . Segura, estable y facil de fabricar induce una respuesta inmune débil
Vacuna de antigenos de la vacuna y se expresan en un huésped
. heter6logo. Luego, el antigeno es purificado y se utiliza 5 . . . . .
Subunidad & £0, & p Y Remueve componentes dafiinos, alta seguridad Necesidad de incorporar adyuvantes y repetidas vacunaciones

en la formulaciéon de la vacuna. Las herramientas
biotecnoldgicas se utilizan para el reconocimiento y el
disefio de la secuencia génica del antigeno protector del
patdgeno. Después de disefiar, los genes antigénicos se
insertan en los huéspedes de producciones procariotas y

Solo conserva el ingrediente activo, la inmunidad
es fuerte

Alta pureza y buena estabilidad

No puede inducir inmunidad celular y de la mucosa
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Tipo de
Vacuna

Caracteristicas Vacuna

Ventajas

Desventajas

eucariotas. Se cultivan a gran escala bajo condiciones de
laboratorio estrictamente controladas por metodologia
de fermentacion para producir la proteina antigénica.
Los anfitriones de producciéon van desde bacterias,
cultivo celular, levadura, células de insectos,
microalgas, asi como plantas transgénicas.

Alto rendimiento, puede ser producida a gran
escala.

Bajos efectos adversos

Vacuna
ADN

Las vacunas de ADN utilizan la maquinaria
transcripcional de las células del receptor de la vacuna
como sistema de expresion. Consiste en la
administraciéon por inyeccién de un plasmido, que
contiene un gen especifico del patégeno que codifica
una proteina antigénica en las células del huésped. El
ADN plasmidico se expresa en el interior de la célula,
por transcripcién en ARNm y luego por traduccion en la
proteina codificada por el gen. El sistema inmunitario
huésped reconoce las proteinas antigénicas expresadas
como "vacuna /antigeno extrafio"

Induce una inmunidad protectora fuerte y duradera
al huésped

No poseen ningun riesgo de infeccion involuntaria
Las vacunas de ADN son estables en polvo seco o
en solucidn y no necesitan cadena de frio

El vector puede codificar la vacuna multivalente
para  multiples enfermedades, pudiendo
administrarse en una sola administracion

Las vacunas de ADN son relativamente baratas y
faciles de producir, ahorro de tiempo y esfuerzo.
Facil de almacenar y transportar

El ADN puede inducir respuestas autoinmunes

La expresion continua de antigenos extrafios puede producir consecuencias
adversas, como la tolerancia

El antigeno solo es reconocido de forma local después de la inyeccion
intramuscular

Riesgo de insercion de ADN extrafio en el genoma de los peces

Restricciones legales de licencia y comercializacion en la mayoria de los
paises (relacionadas con la integracion del genoma)
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5.1 Vacunas vivas atenuadas

Las vacunas atenuadas o vivas contienen la forma viva del virus, inducen respuesta inmunitaria pero
no pueden causar la enfermedad. Este tipo de vacuna es ampliamente utilizada en humanos y suelen
provocar una respuesta inmune fuerte y sostenida contra la enfermedad en el tiempo. Las vacunas
atenuadas vivas se realizan a partir de la seleccion de un virus vivo menos virulento para que generen
una respuesta inmune contra el virus objetivo. Para disminuir la virulencia del virus, éstos son
modificados genéticamente o cultivados en condiciones que permiten atenuar su virulencia, lo que
permite que el virus se replique en el huésped, pero a una tasa mucho menor que el virus salvaje sin
presentar signos clinicos o si los presenta sea de una forma muy reducida [12]. Las vacunas atenuadas
vivas suelen ser mas inmunogénicas que las vacunas inactivadas/muertas debido a su capacidad para
proliferar o penetrar en el huésped y estimular una fuerte respuesta inmune celular innata y adaptativa
[35], sin la necesidad de aplicar hooster de vacunacion y agregar adyuvantes a las vacunas [28]. Las
vacunas vivas atenuadas han demostrado ser seguras. Sin embargo, presentan algunos inconvenientes
o riesgos que deben ser considerados, tales como; una corta vida util, escasa estabilidad térmica, alta
precaucion en el transporte, Optimas condiciones de almacenamiento, posible excrecion y
transmision del virus a contactos no inmunes, posible reversion o causar la enfermedad en
hospedadores con inmunidad reducida y el potencial de generar mutaciones que restablezcan la
virulencia [28]. La mayoria de los progresos en este tipo de vacunas para peces de cultivo son los
referentes a infecciones bacterianas [28]. A la fecha solo hay una vacuna comercial basada en virus
atenuados, la vacuna KV3 (Phibro Animal Health) contra el herpes virus ciprinido (KHV) que afecta

a la carpa Koi y comun, y que se encuentra registrada para su uso en Israel (Tabla 1).
5.2 Vacunas inactivadas

Las vacunas inactivadas antivirales son las vacunas mas ampliamente usadas en la acuicultura de
peces y generalmente son administradas por inyeccion intraperitoneal. Las vacunas inactivadas o
muertas contienen virus que perdieron la capacidad de replicarse en el hospedador y que, para inducir
una respuesta inmune, necesitan contener mas antigeno que las vacunas vivas atenuadas. Estas
vacunas usan métodos fisicos o quimicos para inactivar la alta virulencia del virus. Los métodos
quimicos de inactivacion (destruccion de ADN o proteinas del patdogeno) son los mas utilizados
debido a que son mas simples, de bajo costo y fiables en contraste a los métodos fisicos (por ejemplo,
luz ultravioleta o altas temperaturas) [28]. Las vacunas inactivadas inducen la respuesta inmune
debido a que retienen los antigenos expuestos en la superficie del virus, asi como componentes del
genoma inactivado [12]. Sin embargo, este tipo de vacuna es habitualmente menos eficiente contra

enfermedades virales [26], debido a que en el proceso de inactivacion el ADN o la proteina antigénica
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puede ser destruida o desnaturalizada y perder su potencial antigénico. Ademas, presentan
limitaciones de inmunogenicidad debido a que los virus inactivados no tienen la capacidad de
colonizar y reproducirse en el hospedador, siendo rapidamente expulsados del cuerpo, lo que genera
una pobre activacion de la inmunidad celular, disminucion en la duracion de la inmunidad y en
consecuencia requerir la aplicacion de una mayor dosis de la vacuna. Esta carencia de inmunizacion
regularmente es suplida agregando adyuvantes a las vacunas, haciendo vacunas polivalentes con
multiples antigenos o aplicando booster de inmunizacién para su mejora [26, 28]. Regularmente se
han reportado casos donde las vacunas inactivadas han presentado dificultades para ser cultivadas o
no generan inmunidad suficiente contra enfermedades virales que afectan a peces de interés
comercial [12, 36]. Sin embargo, las vacunas inactivadas siguen siendo las vacunas antivirales de
mayor disponibilidad comercial a nivel global en diferentes paises, especialmente contra
enfermedades virales que afectan a salmonidos como IPNV, ISAV y SAV (Tabla 1), probablemente
debido a que son faciles de preparar, necesitan un corto periodo de desarrollo, son estables bajo
condiciones de almacenamiento, tienen inmunogenicidad estable, presentan un bajo costo de

produccion, y son seguras, ya que no tienen problemas de reversion [28].
5.3 Vacunas de subunidad recombinantes

Las vacunas de subunidad (subunit vaccines) utilizan solo una parte del patdgeno, tales como
proteinas, toxinas o carbohidratos para estimular la respuesta inmune en el hospedador. Para elaborar
estas vacunas, técnicas biotecnologicas son utilizadas para identificar y disefiar la secuencia del
epitopo o antigeno proteico especifico del patdgeno [11]. Hay diferentes formas de producir vacunas
de subunidad, los componentes inmunogénicos pueden aislarse y purificarse directamente desde el
patdgeno o las proteinas inmunogénicas especificas pueden ser producidas utilizando diferentes tipos
de vectores de expresion de proteina recombinante como es la levadura, plantas transgénicas,
insectos, cultivos celulares y bacterias [26, 28]. Un par de ejemplos de vacunas comerciales que han
utilizado estos sistemas de expresion, son el basado en Escherichia coli para producir una vacuna
comercial (Animal health) contra IPNV en Noruega y el basado en levadura, en una vacuna comercial
(Centrovet) contra ISA en Chile [12]. Las vacunas de subunidad presentan la ventaja de ser seguras
debido a que no contienen patdogenos vivos o completos que puedan replicarse en el hospedador.
Ademas, tienen la capacidad de poder ser bien caracterizadas y centrar la respuesta inmune en el
reconocimiento de un antigeno o numero reducido de antigenos especificos, como también
incorporar componentes no naturales [37]. Adicionalmente, son estables, presentan un alto grado de
produccién y purificacion, baja reaccion a efectos adversos, son altamente conservadas entre las
diferentes cepas de la misma especie y se expresan en la superficie del patdogeno para que las APC
puedan reconocerlas facilmente [28]. No obstante, las vacunas subunitarias recombinantes pueden

generar una respuesta inmune menor, debido a que habitualmente se elaboran con un solo antigeno
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y no se replican en el hospedador como las vacunas atenuadas/vivas, por lo que pueden requerir ser
administradas inicialmente con dosis multiples o aplicar dosis de refuerzo, ademas de incluir
adyuvantes que ayudan a reforzar y alargar la respuesta inmune [28, 37]. En este sentido, existen
citoquinas que pueden contribuir sustancialmente como adyuvantes en la mediacion de la inmunidad
celular contra patégenos virales durante las respuestas inmunitarias adaptativas [28, 38]. En general,
aunque la efectividad entre los diferentes tipos de vacunas de subunidad ha sido variable, la
efectividad de la inmunidad de la mucosa y celular de las vacunas de subunidad ha mejorado
significativamente, gracias a los tltimos avances que han logrado estabilizar las proteinas antigénicas
y la adicion de adyuvantes [12, 28]. A la fecha, existen dos vacunas antivirales subunitarias
disponibles comercialmente producidas por MSD Animal Health para combatir el virus de IPN; una
vacuna (Aquavac® SARISTIN 2) que debe ser administrada por inyeccion intraperitoneal y esta
licenciada para su uso en Chile, y una segunda vacuna (Aquavac® IPN Oral) de administracion oral
que esta registrada para su uso en Canada y USA. También hay una tercera vacuna (Blueguard®
ISA+ IPN+AS+VO) licenciada, es producida por Virbac para ser suministrada al salmén del

Atlantico por inyeccion intraperitoneal en Chile (Tabla 1).
5.4 Vacunas de Particulas Tipo Virus (Virus like proteins, VLP)

Las vacunas VLP es un tipo de vacuna de subunidad recombinante. Se forman a partir de moléculas
que tienen la habilidad de auto ensamblarse imitando la forma y tamafio de una particula viral. Estas
vacunas carecen de material genético para replicarse por lo que no son capaces de generar la
enfermedad al huésped, pero sin ser reconocidas por el sistema inmune como si fueran virus. La
expresion y auto ensamblaje de las VLP puede ser generada usando proteinas virales recombinantes
en diversos sistemas de expresion, tales como lineas celulares de mamiferos, levadura, plantas,
insectos y bacterias [26] que luego se purifican y son utilizadas en las vacunas. Este tipo de vacuna
de subunidad tiene la habilidad de inducir una potente y duradera respuesta inmune mediante el
reconocimiento repetitivo de las particulas y por la produccion de una elevada respuesta humoral y
celular debido a que presenta las proteinas en su tamafio y forma mas autentica [39]. Debido a estas
ventajas, varias vacunas han sido aprobadas o estan en fase clinica en humanos por la Administracion
de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos [39], como también se estan probando vacunas
VLP experimentalmente contra enfermedades virales tales como el virus de la necrosis pancreatica
infecciosa (IPNV), alfavirus de los salménidos (SAV), iridovirus y el virus de la necrosis nerviosa
(NNV), virus que afectan a peces de cultivo de importancia comercial [40]. Sin embargo, ain no

existen vacunas comercialmente disponibles.
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5.5 Vacunas de ADN

Las vacunas de ADN a diferencia de las vacunas de proteinas recombinantes utilizan la maquinaria
transcripcional de las células del receptor de la vacuna como sistema de expresion. En general,
consiste en la administracion por inyeccion de un plasmido, que contiene un gen especifico del
patdgeno que codifica una proteina antigénica en las células del huésped. El ADN plasmidico se
expresa en el interior de la célula, primero por transcripcion en ARNm y luego por traduccion en la
proteina codificada por el gen. Finalmente, el sistema inmune del huésped reconoce a la proteina
antigénica expresada. Es decir, la proteina antigénica recombinante expresada es internalizada y
procesada por las células presentadoras de antigenos (APC) y presentada a los linfocitos Ty B -
mediadores de la respuesta inmune adaptativa - mediante el complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC) que se espera estimulen una fuerte respuesta inmune. Las vacunas de ADN a menudo son
mas efectivas contra infecciones virales ya que tienen la habilidad de inducir una fuerte y larga
respuesta inmune celular y humoral [26]. Asimismo, presentan gran eficacia en las primeras etapas
de vida de los peces y son relativamente baratas y faciles de producir. Las vacunas de ADN se
consideran mas seguras que las vacunas vivas atenuadas, ya que solo expresan los segmentos de
proteina antigénica y no todo el organismo, aunque las interacciones de antigenos dentro del huésped
no se entienden bien [26]. Sin embargo, aun falta claridad para distinguir los animales vacunados
con ADN de los organismos modificados genéticamente (OMG), lo que plantea problemas en cuanto
a la concesion de licencias y aceptacion de este tipo de vacunas al publico en general [41]. A la fecha,
existen dos vacunas de ADN disponibles comercialmente; la vacuna de ADN (Clynav) contra el
alfavirus tipo 3 (SAV) que esta licenciada para ser administrada al salmon del Atlantico en Europa

y una vacuna (Apex-IHN) contra el IHNV, que esta registrada para su uso en Canada (Tabla 1).
1. Adyuvantes

Los adyuvantes son moléculas o componentes heterogéneos inmunoestimuladores que tienen la
capacidad de modular el sistema inmune incrementando la potencia o efectividad de un antigeno. De
este modo, los adyuvantes ayudan a incrementan la eficacia de las vacunas contra enfermedades
infecciosas que afectan a peces de cultivo. Los adyuvantes por lo general, son incorporados en los
tipos de vacunas basadas en patogenos inactivados o en proteinas antigénicas recombinantes. La
incorporacion de adyuvantes en las vacunas, permite suministrar una menor dosis de antigeno,
promover un incremento en la duracion de la inmunidad y potenciar el sistema inmune facilitando la
entrega del antigeno, estimulando la inmunidad temprana, asi como aumentar la magnitud de la
respuesta adaptativa de una vacuna o la habilidad de prevenir la infeccion y/o muerte mediante la
formacion de anticuerpos o mediando la actividad de las células T citotoxicas, ademas de reducir la

necesidad de volver inmunizar (booster) a los animales [6, 28]. Ademas, pueden estimular el
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reclutamiento de células relacionadas con el sistema inmune en el sitio donde son administradas,
inducir la expresion de citoquinas y quimioquinas, promover la internalizacion del antigeno en
c¢lulas presentadoras de antigenos (Antigen-Presenting Cells, APCs) y activar la respuesta
inflamatoria [28, 43]. Por lo tanto, el uso de adyuvantes tiene la capacidad de mejorar la efectividad
de las vacunas, reducir la dosis de inmunizacion, reducir los costos de la vacuna, mejorar la respuesta
inmune del hospedador al antigeno y prolongar la inmunidad de la vacuna en el tiempo [28]. Los
adyuvantes han sido categorizados de diferentes formas en funciéon de su mecanismo de accion.
Ribeiro et al [43] clasifican a los adyuvantes en dos tipos (sefal tipo 1 y 2). Los adyuvantes de sefial
tipo 1 mejoran la presentacion del antigeno en términos de concentracion, lugar y tiempo, mejorando
de este modo la inmunogenicidad del antigeno. Por otra parte, los adyuvantes de sefial tipo 2,
proporcionan sefiales co-estimuladoras durante el reconocimiento del antigeno y crean un entorno
propicio para la respuesta inmunitaria especifica del antigeno con la capacidad de sefialar a las células
T que los antigenos presentados son los apropiados para iniciar una repuesta inmunitaria. Por lo tanto,
ambos tipos de adyuvantes facilitan la activacion de linfocitos T y B, pero con un diferente modo de
accion [44, 45]. En Acuicultura, los adyuvantes a menudo son formulados en base a aluminio y aceite
de origen mineral (Sefial tipo 1) que incluyen surfactantes y emulsiones [6, 24, 43] y son
suministrados via inyeccion intraperitoneal. Los adyuvantes oleosos son los mas frecuentes en la
salmonicultura, el adyuvante completo de Freund (Freund’s complete adjuvant, CFA) es el mas
efectivo y ampliamente usado, y estd compuesto de micobacterias que son inactivadas por medio de
calor y aceites minerales que contienen tensioactivos. Sin embargo, se ha reportado que este
adyuvante puede causar dafios en el sitio de inyeccion y generar granulomas [24]. Por este motivo,
fue desarrollado el adyuvante incompleto de Freund (Freund’s incomplete adjuvant, FIA), que no
contiene componentes de micobacterias y que ha demostrado ser igual de efectivo reduciendo los
efectos adversos [24]. Por otro lado, el adyuvante Montanide desarrollado por SEPPIC basado en
aceite mineral, en aceite no mineral o mezcla de ambos, y usado para fabricar diferentes tipos de
emulsiones (agua en aceite, aceite en agua o agua-aceite en agua) parece ser una alternativa mas
segura y efectiva [28, 46]. Asi mismo, se ha reportado que los adyuvantes con base de aluminio son
mas seguros que los adyuvantes con base de aceite, causando menos dafio y menores efectos adversos
[28, 47]. Sin embargo, a pesar que los adyuvantes cominmente utilizados en acuicultura (base
aceite/aluminio) han mostrado efectividad, generalmente se ha reportado que pueden causar dafios
en el sitio de inyeccion, misculo o en 6rganos (ciegos piloricos, bazo, entre otros) y efectos adversos,
tales como melanosis y adherencia en mtsculo/6rganos que afectan el rendimiento de la vacuna, la
calidad de la carne, y contrariamente a lo esperado en un adyuvante, impactar en el bienestar, salud
y crecimiento de los peces [28, 43]. En este sentido, en contraste a los adyuvantes facilitadores de
senal tipo 1 que poco se sabe de los mecanismos que rigen el efecto adyuvante, los adyuvantes tipos

2 parecen ser mas seguros y eficientes debido a que proporcionan las sefales correctas de co-
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estimulacion para las células inmunes adaptativas especificas durante el reconocimiento del antigeno

[43].

Los adyuvantes pueden proveer a las células de patrones moleculares (PAMPs, Pathogen-associated
molecular patterns) que son reconocidos por receptores de reconocimiento (PRR Pattern recognition
receptors) que consecuentemente activan la respuesta inmune en el hospedador [42]. Las ultimas
investigaciones, han explorado la capacidad que tienen los diferentes ligandos de PRR incluyendo
diferentes PAMPs y otros TLR (7oll-like receptor) enddgenos, para inducir una significativa
activacion y diferenciacion de las células Th [44]. El uso de microparticulas o nanoparticulas como
vehiculo de entrega de vacunas adyuvantes se ha convertido en una importante alternativa de
desarrollo de vacunas mucosales, las cuales incluyen viriones y polimeros. Los antigenos (péptidos,
proteinas y ADN) contenidos en las nanoparticulas son transportados y liberados a los 6rganos
linfoides, mediante difusion y/o degradacion de las nanoparticulas [28]. Estudios recientes han
demostrado que diversos tipos de adyuvantes co-estimuladores (por ejemplo; B-glucanos, saponinas,
Poly(I:C), oligonucleotidos sintéticos y citoquinas) cuando son administrados combinados con
antigenos, pueden ayudar a obtener una efectiva proteccion inmunologica [24, 48]. El uso de
citoquinas es una atractiva alternativa al uso de adyuvantes oleosos, debido a que estas pequefas
proteinas secretadas por las células inmunes y no inmunes juegan un importante rol en la modulacion
de la respuesta inmune reduciendo los niveles de toxicidad y mejorando el bienestar general de los
animales [42]. En este sentido, el uso de citoquinas recombinantes puede ser un buen candidato
adyuvante para el desarrollo de vacunas de subunidad, debido a que en general este tipo de vacunas
presentan una pobre inmunogenicidad en comparacion a las vacunas atenuadas o inactivadas [43].
Por ejemplo, un experimento usando IL-8 recombinante como adyuvante contra VHSV en trucha
arcoiris indujo la expresion de citoquinas proinflamatorias (IL-1p y TNFa) [48], también se ha
demostrado que interferon gamma (IFN) recombinante tiene la capacidad de activar a las células
presentadoras de antigenos (APCs) y sobre expresar la respuesta inmune humoral y celular en
ensayos realizados contra enfermedades virales (ISAV/IHNV) que afectan a salménidos [28, 43].
Adicionalmente, los ligandos y receptores de vias co estimuladores también representan una
interesante alternativa como adyuvantes. En efecto, se ha reportado que la combinacién de ligandos
como adyuvantes (oligonucleétidos, CpG/acido; polinosinico:policidilico, polil:C) - agonistas de los
receptores tipo toll (TLR) en vacunas - tiene la capacidad de incrementan la respuesta innata y
adaptativa, asi como también, se ha demostrado que la adicion de estos TLR-ligandos con una
formulacion de dosis baja de antigeno, aumenta significativamente la proteccion contra virus, como
es el caso del alfavirus del salmon (SAV) [50, 51]. A pesar que se ha reportado que los TLR (7oll-
like receptor) ligandos pueden ser potentes adyuvantes para combatir enfermedades infecciosas

promoviendo el desarrollo de células Thl y la inducciéon de IL-12 en células dendriticas (DCs),
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también se detectd en forma paralela, que los TLR-ligandos tienen la habilidad de inducir IL-10 y
células T reguladoras inhibidoras, lo que demuestra que la actividad adyuvante de los ligandos puede
verse comprometida por la co-induccion de células T reguladoras inhibidoras [51]. El prometedor
progreso en el uso de nuevas herramientas biotecnologicas que incluyan nanoparticulas sintéticas y
naturales, como citoquinas y ligandos estan demostrando ser una potente y viable alternativa para la

formulacion de vacunas con adyuvantes para administracion oral mucosal.
2. Métodos de vacunacion en peces

La administracion de vacunas es indispensable para controlar y evitar la proliferacion de
enfermedades infecciosas en los centros de cultivo. Para que una vacuna alcance una proteccion
completa y efectiva es imprescindible seleccionar una ruta apropiada de administracion. Hoy en dia
el método de entrega de una vacuna no solo depende de una administracion costo-efectiva, sino que
también debemos considerar un enfoque sostenible que tenga en cuenta el bienestar de los animales
y el efecto en el medio ambiente. En la acuicultura, la administracion de las vacunas regularmente se
realiza por tres rutas diferentes: inyeccion intraperitoneal/intramuscular, inmersion y administracion

oral.

Inyeccién im

oo \
9..0\
ce®

Inyeccion ip

Inmersién
Oral

Figura 4. Principales rutas de administracion de vacunas utilizadas en la acuicultura (Ilustracion M.

Rojas, BioRender).
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Tabla 3. Caracteristicas de las principales rutas de administracion en acuicultura. Adaptado de Makesh and Rajendran, 2022 [44] y Du et al, 2022 [28].

Rutas de e c .
iy Caracteristicas Ventajas Desventajas
Vacunacion
Se realiza de forma manual o Se puede administrar la cantidad exacta de vacuna Causa estrés y posibles lesiones externas en los peces, incluso con
automatica por inyeccion el uso de anestesia
intraperitoneal (i.p.) o Alta respuesta inmune sistémica y con un largo periodo de Pueden causar dafio en el punto de inyeccion o adherencia en
intramuscular (1m) Se puede protecci()n (')rganos
transmitir una pequefia cantidad g, mico para peces de mayor tamafio Requiere mucho trabajo operacional y con un elevado costo
Inyeccién de antigeno a los peces, jugando
una proteccion efectiva y por un  El uso de adyuvantes aumenta la eficacia de la vacuna Se pueden usar solo en peces de mas de 20 g de tamafio
largo periodo de tiempo. Las vacunas multivalentes se pueden administrar con una

. - No es economico para peces de bajo valor comercial
sola inyeccion

Una menor cantidad de vacuna puede generar una proteccion

sostenida
Se transfieren los peces a un Menos nivel de estrés por manipulacion Requiere una alta dosis de vacuna
estanque con agua que contiene Relativamente fcil de operar La respuesta inmune es menor que la de la vacunaciéon por
la vacuna durante un corto y P inyeccion
definido periodo de tiempo, y  p4i1 método de inmunizacion Solo se puede aplicar a poblaciones de peces concentradas

Inmersion Posterior inmunizacion vuelven

a retornar sus estanques. Adecuado para peces pequeilos, igualmente se pueden

~ Requiere medidas de refuerzo
vacunar peces de mayor tamafo

Los peces se pueden vacunar de forma masiva
Se pueden administrar vacunas multivalentes

Las vacunas son incorporadas al Simple y facil método de operacion e inmunizacion La dosis de vacunacion por pez exacta no se puede controlar
pienso y administradas de forma Evita estrés v daio mecdnico en los peces por manivulacién La respuesta inmune es menor que la de la vacunacién por
oral para activar la inmunidad y p p pu inyeccion

Oral derla mucosa 1ntest1_r}al, el mejor Se pueden vacunar peces de todos los tamafios El antigeno de la vacuna es destruido por el tracto digestivo
método de vacunacion para los
peces y otros animales de Se pueden vacunar los peces de forma masiva Requiere alta dosis de vacuna
acuicultura. No requiere operacion adicional en los centros, reduciendo

costos operacionales Inmunizacién deficiente

32



7.1 Administracion por inyeccion

En la acuicultura, el método mas utilizado y efectivo para administrar vacunas es por medio de la
inyeccion intraperitoneal (i.p.) o intramuscular (i.m.). De esta manera se asegura que los peces sean
inmunizados de forma homogénea con la misma dosis, permitiendo una proteccion duradera y estable
en el tiempo [28]. El proceso de vacunacion requiere que los peces tengan un tamafio apropiado,
generalmente peces juveniles sobre 20 g. Adicionalmente requiere que los animales sean ayunados,
sedados, retirados del agua grupalmente, y rapidamente vacunados de forma manual y/o automatica
usando agujas o pistolas de vacunacion con control de dosis mediante via intraperitoneal o
intramuscular, tarea que inevitablemente requiere manipular y estresar a los peces junto a la
necesidad en muchos casos de contar con una especializada y gran cantidad de mano de obra de
personal calificado que administre la vacuna correctamente (pinchazo), chequee regularmente la
dosis de entrega de la vacuna y evite lesiones en el sitio de inyeccion. Ademas, este tipo de vacuna
necesita regularmente la incorporacion de adyuvantes oleosos en su formulacion para mejorar la
inmunogenicidad, lo cual puede promover la formacion de lesiones como adhesion, melanosis,
peritonitis o inflamacion local en el sitio de inyeccion [24]. Adicionalmente, la vacunacion por
inyeccion no puede ser administradas en los primeros estadios de vida de los peces debido al pequefio
tamaifio de los peces, especialmente en la etapa de alevinaje y pre esmoltificacion cuando el sistema
inmune aun no esta desarrollado y justamente requiera multiples vacunaciones para proteger a los
peces contra actuales y futuros patégenos. Aunque el método de vacunaciéon por inyeccion es
invasivo y muy estresante para los peces, a la fecha sigue teniendo la ventaja de ser el método de
entrega del antigeno mas efectivo para activar el sistema inmune, ademas de tener la capacidad de
ser entregado mezclado con otros antigenos, a una menor concentracion con control de dosis y en un
formato de alta purificacion [12]. No obstante, la demanda de los productores y de la opinidn publica
en la aplicacion de métodos de administracion de vacunas logisticamente practicos para los centros
de cultivo y de menor costo que no afecten el crecimiento y el bienestar general de los peces sigue

siendo una prioridad para el desarrollo de una acuicultura sostenible.
7.2 Administracién por inmersion

El método de administracion por inmersion consiste en proveer la vacuna (antigeno) mediante la
inmersion de peces en agua con una solucion acuosa de vacuna durante un periodo de tiempo
determinado. El antigeno puede ser absorbido por la mucosa de la piel, branquias y el tracto
gastrointestinal, los cuales pueden inducir una rapida y efectiva respuesta inmune de la mucosa y
sistémica, pero una limitada respuesta humoral [12, 24, 28]. La vacunacion por inmersion es un

simple y efectivo método de vacunacion en masa de peces de pequefio tamafio, tales como alevines
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(<0,5 g) y juveniles. La vacunacion por inmersion en general se puede clasificar en dos tipos; la
vacunacion por inmersion como tal, que consiste en la administracion de una vacuna con una elevada
dosis y en un breve periodo de tiempo y la vacunacion por bafio, que consiste en el suministro de una
vacuna mas diluida y por un periodo de tiempo mas prolongado. La vacunacion por bafio o inmersion
tienen la ventaja de reducir la manipulacion de los peces, lo cual implica disminuir el riesgo por dafio
mecanico en peces, reducir la mortalidad y la generacion de estrés en los animales tratados. Ademas,
es un método relativamente barato y de necesidad de menor mano de obra en comparacion al método
de vacunacion por inyeccion. Sin embargo, las vacunas por inmersion/bafio presentan la desventaja
de requerir grandes cantidades de vacuna y de tener un bajo control de la dosis por pez, debido a que
el farmaco al ser dispuesto en el agua (primero es diluido en menor volumen) depende fuertemente
del control y manejo de variables, tales como el volumen de agua, comportamiento/movilidad de los
peces, nivel de homogenizacion y solubilidad de la vacuna durante el proceso de inmersion,
resultando en una reducida disponibilidad del antigeno en algunos peces o en todo el grupo, lo que
consecuentemente genera una pobre induccion de la respuesta humoral con una corta y/o moderada
duracion de la inmunidad [12, 13, 24, 28]. Ademas, la vacunacion por inmersion esta limitada a
pequetios peces debido a que con peces de mayor talla es necesario una mayor cantidad de vacuna
(antigeno) para la inmunizacién [12]. Para mejorar la eficacia de este tipo de vacuna, se deben
considerar y controlar factores tales como; naturaleza del antigeno (soluble/nanoparticula),
integridad de la mucosa, tamafio de los peces, temperatura, seleccion de dosis, volumen y tiempos
de inmersion [24]. Asi como implementar nuevas estrategias y herramientas biotecnologias que
permitan mejorar la inmunizacién por inmersion, como la incorporacion de adyuvantes en las

vacunas, booster de vacunacion y el desarrollo y aplicacion de nuevos tipos de vacunas [24, 28].

7.3 Administracion oral

La vacunacion oral es el método de administracion mas seguro e ideal debido a que puede ser
suministrada junto con el alimento a un gran nimero de peces al mismo tiempo, permitiendo que el
antigeno llegue directamente a la mucosa del tracto gastrointestinal de los peces. La vacunacion oral
no requiere manipular a los peces, por lo tanto, no genera estrés ni pérdidas de apetito y/o posibles
mortalidades posteriores al manejo, como ocurre o puede ocurrir mediante el método de inyeccion.
Ademas, puede ser entregado a peces de diferentes tamafios y desde las primeras etapas de vida del
animal. Tampoco requiere de una logistica de vacunacion, mano de obra y costos operacionales
adicionales para los centros de cultivo, y relevantemente, no impacta el crecimiento, calidad de la
carne y el bienestar de los peces. Adicionalmente, las vacunas orales pueden administrarse como
refuerzo (booster) para mantener la proteccion o proporcionar proteccion adicional después de la
vacunacion por inmersion o inyeccion [12]. Por estas razones, las vacunas orales se presentan como

la opcion de vacunacion mas atractiva, considerando que el crecimiento exponencial e intensivo de
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la acuicultura mundial demanda métodos de inmunizacion mas seguros para los animales, practicos
y de bajo costo que tengan la capacidad de ser aplicados a gran escala. Sin embargo, las vacunas
orales al igual que los otros tipos de vacunas, presentan algunos desafios para mejorar su eficacia.
Por ejemplo, al igual que en las vacunas de inmersion, requieren de una gran cantidad de vacuna
(antigeno) para alcanzar una eficiente inmunidad y la dosis de vacuna por pez puede variar - y por lo
tanto el nivel de inmunizacion por individuo - debido a que no es posible asegurar que los peces

consuman la misma cantidad de alimento y, por lo tanto, la misma dosis de antigeno.

Ademas, se ha reportado que las vacunas dirigidas a la mucosa pueden generar tolerancia
inmunoldgica oral. La tolerancia oral es un estado de falta de respuesta inmunologica a determinados
antigenos de la mucosa, es decir una supresion de la respuesta inmune celular y humoral (anticuerpos)
en el sistema inmune de la mucosa. En vertebrados mayores la tolerancia oral se ha asociado a causas,
tales como la administracion de bajas dosis que favorecen la induccion de linfocitos T reguladores y
altas dosis asociados a anergia linfocitaria [52]. En peces la tolerancia oral se ha asociado a la
administracion repetida y prolongada de pequeas cantidades del mismo antigeno, la vacunacion de
peces demasiado jovenes (inmunocompetentes), las bajas temperaturas, tipo de antigeno, régimen de
administracion, asi como la genética son factores que han sido implicados en la induccion de la
tolerancia oral [54, 55]. Las barreras fisicoquimicas conferidas por el tejido linfoide mucosal (GALT)
protegen contra la invasion de patdgenos, sin embargo, también puede restringir la biodisponibilidad
del antigeno para alcanzar el sitio de infeccion en el intestino e iniciar la inmunizacion local, asi
como también puede inducir inmunotolerancia debido a su baja biodisponibilidad [54]. La tolerancia
oral se ha reportado en peces juveniles como la carpa (reduccion de linfocitos T citotoxicos) y la
trucha (preexposicion de lipopolisacaridos), que han sido expuestos a las proteinas antigénicas en
dosis bajas y de forma reiterada [54, 55, 56, 57]. Sin embargo, también se ha demostrado que aplicar
repetidas inmunizaciones orales tienen la capacidad de proteger e incrementar los niveles de
anticuerpos (IgM) en salmones de cultivo después de vacunaciones realizadas por inyeccion [57].
Asi también una vacuna oral recombinante producida en E. coli contra el nodavirus (VNNV) en
juveniles de lubina genero un aumento de IgM especifico de VNNV y una sobrevivencia del 100%
posterior al desafio [58]. Para formular una vacuna oral, se debe considerar que el antigeno tenga la
capacidad de soportar altas temperaturas y la presion del proceso de extrusion al que puede ser
sometido el pienso durante su fabricacion [24]. Ademads, el antigeno necesita ser protegido de la
degradacion producida por los acidos del estomago antes de alcanzar el intestino posterior para ser
procesados por las células inmunologicas [24, 59, 60]. En esta direccion, para mejorar la eficacia de
las vacunas orales, se han desarrollado diversos materiales que encapsulan las vacunas y protegen al
antigeno de la biodegradacion estomacal, como es el caso de alginatos, chitosan, liposomas,

microesferas de polimero y biofilms [28]. Por ejemplo, una vacuna oral de subunidad recombinante
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encapsulada y expresada en levadura (Matriz de polisacarido cationico, Micromatrix™) contra [SA
virus que afecta a salmon del Atlantico demostro inducir una proteccion significativa contra el virus
[61]. Adicionalmente, las investigaciones se estan enfocando en la investigacion de vacunas orales
transportadoras de componentes antigénicos exogenos mediante microorganismos no patdgenos,
como es el caso de insectos (larvas haldgenas, gusanos), probioticos (Lactobacillus, levaduras),
plantas (Chlamydomonas) y virus. En esta linea, esfuerzos importantes se estan realizando en el
desarrollo y perfeccionamiento de nuevas vacunas orales con la ayuda de las herramientas
biotecnologicas con el objetivo de proteger al antigeno del medio acido del estdbmago de los peces e
incrementar la estabilidad de las vacunas como también la duracion de la eficacia y el nivel
proteccion a largo plazo de las vacunas en la mucosa contra enfermedades altamente infecciosas y

persistentes.

3. El sistema inmune

El sistema inmune hace referencia a todos los mecanismos de defensa utilizados por los seres vivos
para reconocer y combatir una gran variedad de microorganismos externos. Los peces teledsteos al
igual que los vertebrados mayores, poseen un robusto y completo sistema de defensa inmunologico.
La mayor diferencia entre el sistema inmune de los peces y los invertebrados mayores es que durante
los primeros estadios embrionarios, los peces dependen unicamente de la inmunidad innata para
sobrevivir [55]. El desarrollo de la inmunidad contra un patdégeno es un proceso complejo que puede
necesitar de una a algunas semanas. El sistema inmune puede ser categorizado en dos sistemas que
estan dependientemente interconectados; el sistema inmune innato (no especifico) y el sistema
inmune adaptativo (especifico). El sistema inmune innato es la primera linea de defensa del
hospedador contra una infeccion y juega un rol crucial en el reconocimiento precoz y subsecuente
desencadenamiento de la respuesta proinflamatoria frente a patégenos externos y esta compuesto por
barreras fisicas, moléculas efectoras y células inmunologicas. Las barreras fisicas incluyen la piel,
branquias, epitelio nasal, asi como el mucus superficial en piel, intestino y 6rganos. Las barreras
moleculares estdin compuestas por péptidos antimicrobianos, citocinas, proteinas de complemento,
anticuerpos naturales, inhibidores de crecimiento y proteasa y las células inmunologicas del sistema
innato incluyen células fagociticas especializadas, tales como células dendriticas, macrofagos,
monocitos, células citotoxicas no especificas (NCC) y neutrofilos [44]. Por otro lado, el sistema
inmune adaptativo esta constituido por herramientas inmunolégicas mas potentes que el sistema
inmune innato, debido a que tienen la capacidad de erradicar patdgenos especificos y generar
memoria inmunolodgica con la habilidad de proteger al hospedador contra infecciones posteriores al
patogeno. El sistema inmune adaptativo estd compuesto por linfocitos T y B, y por moléculas
efectoras tales como citocinas e inmunoglobulinas [45, 62]. El sistema inmune adaptativo se puede

subdividir en dos tipos de respuesta inmune; la respuesta inmune humoral y la respuesta inmune

36



celular. En términos generales, la respuesta inmune humoral es mediada por los linfocitos B que
secretan anticuerpos especificos que reconocen, marcan y neutralizan a determinados patégenos
externos para que sean eliminados, y la respuesta inmune celular es mediada por los linfocitos T
cooperadores que reconocen antigenos en la superficie de las células infectadas y secretan citocinas
que activan a células inmunoldgicas tales como macrofagos para que eliminen a los patdogenos
intracelulares contenidos y los linfocitos T citotdxicos, que detectan y eliminan a células infectadas
con patogenos intracelulares especificos y los linfocitos T reguladores que suprimen la respuesta
inmunitaria [63]. El sistema inmune estd compuesto por dos tipos de receptores. Los receptores de
reconocimiento de patrones (PRRs, Pattern recognition receptors) que se encuentran en la membrana
celular y el citosol de células fagociticas como células dendriticas y macrofagos que tienen la funcion
de identificar patrones moleculares de microorganismos patégenos asociados a patogenos (PAMPs,
pathogen-associated molecular patterns), y los receptores de antigenos especificos (TCR, T cell
receptor) generados después de una infeccion y mediados por los linfocitos T y B, anticuerpos,
c¢lulas presentadoras de patogenos (APCs, antigen-presenting cells), citocinas y moléculas del
complejo mayor de histocompatibilidad clase I y II (MHCI y MHCII), asi como también por
estructuras linfoides asociados a la mucosa (MALT, Mucosa-associated lymphoid structures) tales
como el tejido linfoide asociado al intestino (GALT, Gut-associated lymphoid tissue), el tejido
linfoide asociado a la piel (SALT, Skin-associated lymphoid tissue), el tejido linfoide asociado a la
nariz (NALT, Nasal-associated lymphoid tissue) y el tejido linfoide interbranquial asociado a las
branquias (GIALT, Inter-branchial gill-associates lymphoid tissue) que forman parte de la respuesta
inmunitaria sistémica [24, 64, 65, 66, 67]. En la Figura 5 se observa una representacion general del
funcionamiento de los componentes del sistema inmune y la mediacion entre el sistema inmune

celular y humoral [159].
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Figura 5. Descripcion general de la mediacion entre la respuesta inmune humoral y celular. En la
respuesta mediada por células, varias subpoblaciones de células T reconocen antigeno presentado en
células propias. Las células Th responden al antigeno y producen citocinas. Las células Tc reaccionan
al antigeno convirtiéndose en linfocitos T citotoxicos (CTL), que median la destruccion de las propias
células infectadas, como por ejemplo células infectadas por virus. En la respuesta humoral las células

B interactiian con el antigeno y luego se diferencian en células plasmaticas que secretan anticuerpos.
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El anticuerpo secretado se une al antigeno y facilita su eliminacion del cuerpo. Ilustracion modificada

de [159] y retocada parcialmente por M. Rojas (BioRender).

8.1 El sistema inmune innato

El sistema inmune innato reconoce sefiales de peligro o PAMPs mediante un numero limitado de
receptores (PRRs) codificados por la linea germinal. Una vez que los PRR reconocen a los PAMPs,
los PRR dan las sefiales al huésped para desencadenar una respuesta proinflamatoria y antimicrobiana
mediante la activacion de vias de sefializacion intracelular. De esta manera, los PRR inducen la
activacion de la expresion génica y secrecion de moléculas efectoras, tales como citocinas y
quimiocinas que en conjunto orquestan la respuesta inmune innata temprana a una infeccion y dan
las sefales para el inicio de la activacion de la respuesta adaptativa [62]. En el caso de los peces
teledsteos, se han descrito varios grupos de PRR envueltos en la respuesta inmune innata contra
patogenos; Los receptores tipo toll (TLRs, Toll-like receptors) que reconocen los acidos nucleicos
virales y los intermediarios de ARN de doble cadena, siendo los receptores mas ampliamente
estudiados y centrales para la comunicacion entre la respuesta innata y la respuesta inmune adaptativa
[62, 65], los receptores tipo RIG-I (RLRs, RIG-I-like receptors) que detectan ARN viral e inician la
respuesta innata antiviral via produccion de IFN tipo 1, los receptores tipo NOD (NLR, NOD-like
receptors), los receptores de lectina tipo C (CLR, C-type lectin receptors) y las proteinas de
reconocimiento de peptidoglicano (PGRPs, peptidoglycan recognition proteins) [65, 68, 69]. Los
PAMPs reconocidos por los receptores (PRR), estan compuestos por polisacaridos, glicoproteinas,
lipopolisacaridos (LPS), peptidoglicanos, ADN bacteriano y ARN viral de doble cadena, entre otros
tipos de moléculas [64, 70]. Los componentes del sistema inmune innato pueden ser categorizado en
factores fisicos, humorales y celulares que incluyen moléculas receptoras celulares y humorales que
son solubles en plasma y otros fluidos corporales [72]. Los factores fisicos incluyen las escamas, la
mucosa, y las células epiteliales que recubren las branquias, la piel, y tracto gastrointestinal que juega
un papel preponderante en la resistencia a infecciones y los factores humorales, sustancias que tienen
funciones preventivas que inhiben el crecimiento de microrganismos y neutralizan las enzimas de las
que dependen los patogenos [64]. Los peces tienen una gran variedad de sustancias de defensa no
especifica como transferrina, lectinas, lisozima, péptidos antimicrobianos, citocinas, anticuerpos
naturales y componentes del complemento, que pueden destruir y/o provocar la lisis de
microorganismos o suprimir su crecimiento. Por ejemplo, la lisina que es una enzima que incluye a
las lisozimas y a los péptidos antimicrobianos. Las lisozimas se pueden encontrar en el mucus,
plasma y el tejido linfoide de los peces, y actian sobre la capa de peptidoglicano de las paredes
celulares, provocando la lisis bacteriana y los péptidos antimicrobianos pueden ser encontrados en el
mucus y juegan un rol preponderante en la defensa contra virus y bacterias. Ademas, la respuesta

inmune innata estd compuesta por una gran variedad de células inmunolédgicas, que no solo incluye
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macrofagos, granulocitos y células dendriticas, sino que también eritrocitos, trombocitos, células B
y subtipos de células T [64]. En teledsteos los macrofagos son una de las células inmunes mas
importantes que unen la inmunidad innata y adaptativa. cumpliendo un rol clave como primera linea
de defensa contra patdgenos desde el inicio de la respuesta inmune mediante la fagocitosis y la
produccioén de citocinas. Ademas, poseen varios receptores de reconocimiento de patrones (PRRs)
capaces de reconocer diferentes patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs). La
fagocitosis es el mayor mecanismo para eliminar patdgenos y, por lo tanto, es un componente critico
del sistema inmunitario innato y adaptativo. La evidencia experimental ha demostrado que las células
fagociticas teledsteas como los macréfagos pueden reconocer, destruir antigenos y provocar
respuestas inmunes adaptativas que involucran multiples citoquinas [73]. Los macrofagos
desempefian diferentes papeles en el sistema inmune y son potentes c€lulas inmunes innatas, que
ejercen una defensa antimicrobiana crucial a través de la fagocitosis y la liberacion de diferentes
mediadores antimicrobianos, incluidas las especies reactivas de oxigeno y nitrogeno (ROS y RNS)
y la produccion de citocinas proinflamatorias. Ademas, también sirven como células profesionales
presentadoras de antigenos (APC) para activar el sistema inmunitario adaptativo (linfocitos T y B)

[74, 75].

Brevemente, la activacion de los macrofagos es producida mediante la estimulacion con IFNy y un
desencadenante microbianos o PAMPs [74] y se puede dividir en dos tipos: activacion clasica
polarizada (M1) inducida por citocinas Thl (como IFNy y TNFa) y la activacion alternativa (M2)
inducida por citocinas Th2 (como IL-4, IL-10 y IL-13) [74, 76]. La polarizacion clasica M1 es crucial
en la inflamacion y erradicacion de la inflamacion bajo la influencia de IFNy + lipopolisacaridos
(LPS) y es inducida por un estimulo microbiano, que pueden ser detectados por varios receptores de
reconocimiento de patrones (PRR) en la superficie de los macrofagos. Los macrofagos activados
clasicamente liberan altos niveles de citoquinas proinflamatorias como TNFa, interleucina-6 (IL-6)
e IL-1p para hacer frente a las infecciones y, por lo tanto, promover las respuestas Th1 [75]. Por otro
lado, la polarizacion alternativa M2 inhibe la inflamacion (respuesta antiinflamatoria) y promueven
la regeneracion y reparacion de tejidos activados por interleucinas IL-4/IL-13, ligandos de receptores
similares a Toll (TLR) o secretando IL-10 [74, 77, 78] (Figura 6). Ademas, muestran un fenotipo
mas inmunosupresor caracterizado por una disminucion de la presentacion de antigenos en las células
T y la produccion de citoquinas que estimulan una respuesta Th2 [75]. Sin embargo, Hoy en dia, la
clasificacion MI1/M2 es considerado un enfoque demasiado simplificado que no cubre
completamente el espectro total de fenotipos de macrofagos in vivo. Especialmente, en circunstancias
patologicas, los macrofagos se comportan como células plasticas que modifican en el espacio y el
tiempo su perfil de expresion y transcripcion a lo largo de un espectro continuo, teniendo fenotipos

de macrofagos M1 y M2 como extremos [76, 79, 80].
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Figura 6. Representacion de polarizacion de macréfagos M1y M2. Modificado de Kwon et al 2020.
Ilustracion N. Roher & M. Rojas (Biorender).

8.2 El sistema inmune adaptativo

El sistema inmune adaptativo se caracteriza por el reconocimiento de antigenos especificos y el
desarrollo de memoria inmunoldgica mediante la activacion de linfocitos T y B, los cuales son
capaces de proporcionar una proteccion mas potente y eficaz contra un patdogeno especifico y en
infecciones posteriores con el mismo patdgeno. Los linfocitos T y B poseen diversos y especificos
receptores que son capaces de detectar patdgenos con gran especificidad. Los receptores de las
células T (TCRs, T cell receptors) inician la activacion de la respuesta inmune celular mediante la
deteccion-procesamiento de antigenos y consecuente presentacion de péptidos en la superficie celular
por moléculas del complejo de histocompatibilidad (MHC). Por otro lado, los receptores de las
células B (BCRs, B-cell receptors) o inmunoglobulinas (Igs) y su forma libre secretada (anticuerpos)

inducen la activacion de la respuesta inmune humoral reconociendo y marcando antigenos en su
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forma nativa [80]. El sistema inmune adaptativo puede dividirse en dos tipos de respuesta
inmunologica que trabajan en forma conjunta y sincronizada; la respuesta inmune celular y respuesta
inmune humoral. En la Figura 7 se observa un esquema propuesto por Abbas et al donde se ilustra

las diferentes etapas de la respuesta inmune adaptativa en el tiempo [63].

Reconocimiento Activacion Eliminacion Contencion MG
del antigeno del linfocito del antigeno  (homeostasis)
Célula -\V. Linfocito T
productora de™ j efector Eliminacion
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Figura 7. Fases de la respuesta inmune adaptativa. Las respuestas inmunitarias adaptativas constan
de fases distintas; las tres primeras son el reconocimiento del antigeno, la activacion de los linfocitos
y la eliminacion del antigeno (la fase efectora). La respuesta declina a medida que los linfocitos
estimulados por el antigeno mueren por apoptosis, lo que restaura la homeostasis, y las células
especificas frente al antigeno que sobreviven son responsables de la memoria. La duracion de cada
fase puede variar en diferentes respuestas inmunitarias. El eje y representa una medida arbitraria de
la magnitud de la respuesta. Estos principios se aplican a la inmunidad humoral (mediada por

linfocitos B) y a la inmunidad celular (mediada por linfocitos T). Ilustraciéon modificada de [63].

8.3 Respuesta inmune celular

Los linfocitos T son las células encargadas de orquestar la respuesta inmune celular y se desarrollan
y maduran en el timo, o6rgano linfoide primario especializado del sistema inmunitario [81], ademas

se desarrollan en el rifion anterior, principal 6rgano hematopoyético de los peces teledsteos [24]. Las
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células T maduras particularmente se encuentran en tejidos linfoides primarios, tales como el timo,
rifiéon anterior y bazo, ademas de ser encontradas de forma abundante en la mucosa del tejido del
intestino, branquias y piel [24, 56, 73]. En un contexto de vacunacion y de respuesta inmunoldgica
celular mediado por linfocitos T citotoxicos (CTLs, Cytolytic T lymphocytes), el antigeno contenido
en la vacuna es detectado e internalizado por los receptores de células presentadoras de antigenos
(APCs), tales como células dendriticas y macrofagos, los cuales tienen la mision de transportar el
antigeno a los organos linfaticos secundarios, tales como el rifidn anterior y bazo para ser presentados
a las células T citotoxicas virgenes [24]. Para esto, en el citosol de las APCs infectadas el antigeno
es fragmentado a péptido, y captado y presentado en la membrana superficial por las moléculas del
complejo mayor de histocompatibilidad clase I (MHCI) con el proposito que receptores especificos
(TCR) de los linfocitos T CD8" citotoxicos no activados las detecten y desarrollen la capacidad de
destruir a las células infectadas. En resumen, los linfocitos T citotdxicos expresan moléculas CD8 y
co-receptores TCR que estan encargadas de destruir células infectadas con patogenos intracelulares
y las moléculas MHCI estan presentes en todas las células nucleadas y han sido especialmente
disefiadas para unirse a un péptido antigénico intracelular (Por ejemplo, fragmentos de virus) y
presentarlo a células CTL citotoxicas [24, 74]. En esta linea, se ha reportado un aumento significativo
de la actividad citotoxica en leucocitos periféricos de la sangre de truchas arcoiris inmunizados con
vectores de ADN que codifican a la glicoproteina G de VHSV [83]. Al igual que con los linfocitos
T citotdxicos, para iniciar la respuesta inmune celular mediada por linfocitos T cooperadores (Th),
los antigenos son captados por APCs especializadas, tales como macrofagos, células dendriticas y
células B, las cuales fragmentan el antigeno y presentan los péptidos antigénicos en la superficie de
las células infectadas con la ayuda de las moléculas de complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC) clase 1II, con el objetivo que los receptores de linfocitos T helper CD4" no activadas
reconozcan al antigeno, proliferen, se diferencien y activen a células fagociticas para que eliminen
al patogeno. Los linfocitos Th expresan moléculas CD4 y receptores TCR, y estan encargados de
reconocer antigenos situados en la superficie de las APCs y secretar citocinas. Por otro lado, las
moléculas MHC 1I, han sido especialmente disefiadas para unirse a un péptido antigénico que solo
es reconocido por los linfocitos Th [24, 74]. Los linfocitos Th CD4" una vez diferenciados activan
células APC como macrofagos y linfocitos B, tras el reconocimiento de antigenos especificos en el
contexto del MHC 11 en la superficie de la célula B [80]. Ademas, genera un subconjunto de células
Th que individualmente expresan un conjunto unico de citocinas inflamatorias que estan encargadas

de regular el sistema inmune y la memoria inmunologica [76, 77].
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8.4 Citocinas

Las citocinas (o citoquinas) son pequefias proteinas de bajo peso molecular secretadas por las células
del sistema inmune innato y adaptativo y estan envueltas en la regulacion del sistema inmune
mediante la interaccion y comunicacion entre c€lulas. La red de citocinas estd conservada entre
vertebrados cumpliendo funciones clave en la hematopoyesis, la inflamacion y la respuesta inmune
[86]. En humanos mas de 100 citocinas han sido identificadas y recientes estudios han demostrado
que comparten funciones similares a las detectadas en peces [79, 80]. Estas pequefias proteinas,
responsables de la transmision de sefiales entre las células, activan la respuesta inmune generando
pequetios cambios fisiologicos via receptores especificos presentes en la superficie celular [79, 80].
Las citocinas estan implicadas en la respuesta inmune desde la induccion de la respuesta inmune
innata mediada por APCs hasta la generacion de células T citotoxicas y produccion de anticuerpos
[89]. Las citocinas tienen la capacidad de atraer leucocitos al sitio de infeccion y activar sus
mecanismos antimicrobianos para eliminar a cualquier patdgeno [87]. De esta manera, las citocinas
en el sitio de entrada de un patdégeno generan sefiales inflamatorias en las células que regulan la
capacidad fagocitica de las células residentes y las células que van arribando al lugar de infeccion
para destruir al patdogeno. Ademads, regulan la presentacion de antigenos de células dendriticas (DCs,
Dendritic cells) y su migracion a 6rganos linfoides, tales como el bazo para iniciar la respuesta
inmune adaptativa [90]. Los linfocitos Th CD4" cooperadores entran en un estado de proliferacion y
diferenciacion que genera diferentes subconjuntos de linfocitos Th cuando son activados por medio
del reconocimiento de un péptido dispuesto por moléculas MHCII en la superficie de células
dendriticas u otro tipo de células infectadas [91]. En general, se han caracterizados al menos cuatro
subconjuntos de linfocito Th (Thl, Th2, Thl7 y células T reguladoras) y adicionalmente en
mamiferos se han reportado otros tres subconjuntos de células Th (Th9, Th 22 y Tth). Cada grupo de
células Th expresa un conjunto Unico de citocinas y factores de transcripcion [72, 83]. Los linfocitos
Thl y Th2 son las poblaciones dominantes y mayormente caracterizadas [76, 77]. Los linfocitos Th1
se caracterizan por promover la respuesta inmune contra patdogenos intracelulares virales y
bacterianos. Los linfocitos Th1 tras ser activados producen citocinas tales como TNFa, IL-10 e IFNy
que inducen la produccion de 6xido nitrico (NO, Nitric oxide) y activacion de macrofagos que
mejoran la presentacion de los antigenos e inducen la proliferacion de linfocitos T citotoxicos, células
que juegan un importante rol en la inmunidad celular contra patdogenos intracelulares. El proceso de
diferenciacion a Thl es mediado por las citocinas IL-12, IL-18, IFNa e IFNy, y es controlado por los
factores de transcripcion T-bet, STAT1 y STAT4 [80]. Todas estas moléculas, tales como IFNy han
sido detectadas y caracterizadas en salmonidos y en una gran variedad de peces [78, 84, 85, 86]. Las
citocinas y los IFNys de teledsteos en general muestran funciones conservadas con sus ortélogos de

mamiferos (Tabla 4).
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Tabla 4. Actividad bioldgica de las citocinas en peces en comparacion a los mamiferos. Adaptado

de Zou y Secombes, 2016 [87].

Vot Homél 93 q : .
Citocinas omorogo Receptores Funcion conocida sistema inmune
Humano
Suprimir las respuestas inmunitarias, inhibir
. il-10R1/CRFB12, il- la inflamacion, promover la proliferacion de
IL-10, IL-10 viral IL-10 10R2/CRFB4 células T, la memoria de las células B y la
produccion de IgM
IL-20L 1L-19, IL-20, IL-24 No reportado No reportado
Activar los genes peptidicos
IL-22 1L-22 No reportado antimicrobianos y la inmunidad
antibacteriana
IL-26 1L-26 No reportado No reportado
Inducir la expresiéon de los efectores
Grupo IFN I (IFN-a, d, e) IFN tipo I f&iﬁ%}&fgl’ antivirales, promover la apoptosis, regular la
inflamacién
. IFN-yR1/CRFB13, Inducir la expresion de los efectores
Grupo IFNII (IFN-b, ¢, f) IFNtipo 1 IFN-yR2/CRFB6  antivirales, promover la apoptosis
Activar los  fagocitos, mejorar la
IFN-y IFN tipo IT Iflz’\INYRRlz//Cé{}:m?Bl 63 > presentacion de antigenos, promover la
i expresion de citoquinas Th2
TFN-yrel IFN tipo 11 CRFB17, IFN- Regula la inmunidad antibacteriana y

YR2/CRFB6 antiviral

8.5 Respuesta Inmune antiviral

Dependiendo de la naturaleza de la infeccion viral el sistema inmune puede utilizar diferentes
mecanismos de respuesta inmune innata o adaptativa. Los virus son microrganismos altamente
infecciosos que presentan una forma sencilla y estructura y composicion muy variable que incluye
un segmento de 4cido nucleico (ADN o ARN) rodeado por una cubierta de proteinas. Los virus para
sobrevivir y replicarse necesitan infectar células uniéndose a receptores especificos de la superficie
celular. De esta misma forma, los mecanismos basicos de replicacion y los procesos de infeccion de
los virus de los peces no parecen ser diferentes de sus homoélogos en los vertebrados endotermos
[95]. Las principales familias de virus descritos como agente causal de enfermedades de peces de
cultivo incluyen los virus de ARN tales como birnaviruses (IPNV), ortomixovirus (ISAV), reovirus

(IHNV), rhabdovirus (VHSV/SVCYV), y virus de ADN como iridovirus (LCDV).

Una vez que los virus entran al hospedador, se produce una primera activacion de la respuesta
antiviral mediante la induccién de una respuesta inmune innata inflamatoria compuesta por el
reclutamiento de células inmunolodgicas circulantes como macrofagos y neutrofilos [96]. Varios tipos
de receptores de respuesta inmune innata celular participan en respuesta a una infeccion viral, tales
como los receptores tipo Toll (TLRs), RIG-I y NOD (NLRs). Los receptores al ser activados por los
virus causan la secrecion de citoquinas inflamatorias e interferones (IFNs) asi como la activacion de

células implicadas en la inflamacién y en la induccién de la respuesta adaptativa. Los interferones
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(IFNs) de respuesta innata son de las proteinas secretoras liberadas por las células infectadas mas
potentes para combatir las infecciones virales porque previenen la replicacion de los virus, al
interferir directamente con su capacidad de replicarse dentro de una célula infectada. Existe dos tipos
de IFN descritos en peces, el tipo I y tipo 11 o IFNy. Los IFNs actian como moléculas de sefializacion
que permiten a las células infectadas advertir a las células cercanas de una presencia viral, esta sefial
hace que las c€lulas vecinas aumenten el numero de moléculas MHC clase I en sus superficies, de

modo que los linfocitos T que circulan en el area puedan identificar y eliminar la infeccion viral [97].

Por otra parte, las células infectadas secretan genes antivirales especificos en respuesta a un estado
de infeccion viral. Ortega-Villaizan y colaboradores [98] en una revision reportaron y caracterizaron
algunos genes asociados a la respuesta inmune innata por la via del interferon en respuesta a
infecciones virales en peces de cultivo; Interferdn tipo I (IFN), la proteina resistente al mixovirus
(Mx), el gen estimulado por el interferon 15 (ISG15), viperin (Vig) y el gen inducido por el reovirus
de la carpa de hierba (GIG). Ademas, se debe considerar el gen del acido poliinosinico-politidilico
sintético dsSRNA (Poly(I:C)), el cual es utilizado como un eficaz inductor de la respuesta innata de
las células inmunes utilizdndose ampliamente para estudiar la respuesta celular de virus de dsRNA.
Adicionalmente, la infeccion viral puede activar células dendriticas (DC) o macrofagos produciendo
moléculas antiinflamatorias como IL-10 y TGF- [96]. Numerosos estudios han evaluado la
activacion de la respuesta inmune innata de genes de respuesta antiviral de virus que afectan a los
peces de importancia comercial como es el caso de salmonidos y ciprinidos. Por ejemplo, se ha
reportado un incremento significativo en la expresion de IFN y Vig-1 después de la estimulacion por
Poly(I:C) y la infeccion por SVC virus en cultivos celulares in vitro del epitelio de la carpa [99]. Por
otro lado, IFN inyectado intramuscularmente en rodaballo fue capaz de inducir la expresion de Mx,
IFI56 e ISG1S5 y, como consecuencia, reducir significativamente la mortalidad del rodaballo
desafiados con el virus de VHS [100]. También se ha reportado la sobre expresion de genes de IFN
y mx en células de salmonidos expuestos a VHSV, ISAV e IHNV [98]. Nuestro grupo también ha
demostrado una significativa sobreexpresion de genes antivirales (Vig-1 y Mx) en cultivos celulares
primarios in vitro (RT-HKM) estimulados con NPs antivirales recombinantes (VHSV™F, IPNV' y
VNNV [101].

En relacion con la respuesta inmune adaptativa contra infecciones virales, como ya mencionamos,
las células infectadas por los virus utilizan a las moléculas MHC clase I para presentar fragmentos
de péptidos del virus en la superficie celular. Luego, los péptidos virales son reconocidos por
receptores (TCRs) de los linfocitos T citotoxicos circundantes o por las células NK (Natural killer),
las cuales matan a las células infectadas con el virus [97]. Por otra parte, los anticuerpos (IgM/IgT)

también tienen la capacidad de combatir virus circulantes mediante la neutralizacion, aglutinacion y
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marcaje de los virus antes que infecten a las células, asi como también de activar la fagocitosis celular

mediante la unién a receptores [97].
8.6 Interfer6n gamma

Los interferones gamma (IFNs) son citocinas secretoras implicadas en la respuesta proinflamatoria
y en la defensa contra infecciones virales interfiriendo en la replicacion viral intracelular [66, 95].
En vertebrados, se han identificado tres subfamilias (IFN tipo I, I y III) de las cuales IFN tipo [ y II
ahora se sabe cumplen un importante rol contra infecciones virales en peces teleosteos [86]. Los IFN
de tipo I (principalmente IFNo/IFNP) son producidas por la mayoria de las células tras la infeccion
viral y se desencadenan mediante vias de sefializacion especificas que conducen a la activacion de la
defensa inmune contra infecciones viricas. En cambio, los IFN del tipo II o IFNy son citocinas
regulatorias producidas primariamente por células APCs que orquestan la respuesta inmune innata y
posteriormente por linfocitos Th y T citotoxicos, células mediadoras de la respuesta inmune celular
adaptativa contra infecciones virales [79, 86, 96]. En varios peces teledsteos han sido detectado dos
tipos de IFNy (IFNy e IFN-yrel) como en el caso de la trucha arcoiris y el pez cebra [94]. El IFNy es
una citocina secretada principalmente por linfocitos Th1 CD4", T CD8" y células NK pero también
se ha reportado que otras células; como las células B y células presentadoras de antigeno (APCs)
tales como macrofagos, monocitos y las células dendriticas tienen la habilidad de secretar IFNy [87,
97, 98, 99]. IFNy es un regulador clave de la activacion de macroéfagos, ademas de ser la citocina que
estimula directamente la activacion y diferenciacion de linfocitos Th CD4" no activados al fenotipo
Thl, adicionalmente estd implicado en varios aspectos de la inmunidad, tales como estimular de la
presentacion de antigenos, controlar la proliferacion celular, apoptosis, induccion del estado antiviral,
inmunomodulacion, inflamacion y trafico de leucocitos [87, 96, 99]. El IFNy activa la respuesta
celular a través de dos receptores tetraméricos; IFN-R1, primariamente usado para la union del
ligando e IFN-R2 usado para la sefializacion. Tras la activacion por homodimeros de IFNy, IFN-R1
e IFN-R2 reclutan a la quinasa Janus (Jak) 1 y Jak2 a la region citoplasmatica respectivamente, lo
que conduce a la fosforilacion y activacion de los transductores de sefiales y activadores de la
transcripcion (Stat) 1. De esta manera, los homodimeros fosforilados de Stat1 fosforilados migran al
ntcleo y se unen a los sitios de activacion gamma (GAS) en la region promotora de los genes que
responden al IFN para iniciar la expresion génica [79, 100] (Figura 8). Zou y colaboradores [92]
fueron los primeros en identificar y caracterizar a IFNy en trucha arcoiris y detectaron que IFNy
recombinante producido en Escherichia coli estimula significativamente la expresion génica de IP-
10, MHCII y STATI y ademas aumenta la actividad respiratoria en macr6fagos. Adicionalmente,
Sun et al [103] reportaron que IFNy tiene la habilidad de inducir una actividad antiviral contra IPNV

(ISG15 y Mx) y SAV3 en salmoén del Atlantico, virus que afectan importantemente a la
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salmonicultura. Ademas, en otro estudio se demostré que la estimulacion in vitro de leucocitos del
rifion de la platija oliva (Paralichthys olivaceus) con IFNy recombinante induce significativamente
la expresion génica de IL-1B, CXCL13, STAT1 e IFNy, ademas en el mismo estudio reportaron que
el grupo de peces que fue inyectado IFNy alcanzo un 60% de sobrevivencia en comparacion al grupo

control que tuvo un 100% de moralidad en peces infectados con la bacteria Edwardsiella tarda [108].

® IFNGR1
® IFNGR2

pSTAT1
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Citoplasma ﬁ Nticleo )

Figura 8. La via de sefializacion de IFNy comienza con su complejo receptor formado por IFNGR1
e IFNGR2 que en sus dominios intracelulares se encuentran asociados con JAKI y JAK2,
respectivamente. La union del IFNy con su receptor, permite la activacion por transfosforilacion de
JAK1/2, la fosforilacion de los dominios internos del receptor por las proteinas JAK, y el
reclutamiento de STATI1 para, a su vez, ser fosforilado y activado. STAT1 fosforilado se
homodimeriza y se transloca al nucleo para iniciar la transcripcion de los genes con secuencias GAS

en sus regiones promotoras. Ilustracion modificada de Zamora-Salas et al. [109].
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8.7 Quimiocinas

Las quimiocinas (0 quimioquinas) son una familia pequeia de citocinas que pueden modular el
sistema inmune a través de receptores de quimiocinas acoplados a proteinas G de la superficie celular
y funcionan como quimioatrayentes, jugando un rol importante en la migracion de células efectoras
inmunoldgicas a los tejidos o sitios de infeccion. La principal via por la que los receptores de
quimiocinas se internalizan es la via mediada por clatrina, pero algunos receptores pueden utilizar
rutas de internalizacion dependientes de balsas lipidicas/caveolas [110]. Los receptores de
quimiocinas interactiian con un grupo de ligandos peptidicos de 8-10 kDa y son indispensables para
la coordinacion de la migracion celular en diversos procesos fisiologicos tales como el sistema
inmune [111]. En general, hay menos receptores que quimiocinas, con aproximadamente 20
receptores frente a 50 ligandos identificados en los mamiferos, por lo que la mayoria de los receptores
se unen a mas de un ligando. Con la excepcion de los CR atipicos, la union de ligandos causa cambios
conformacionales en los receptores que a su vez desencadenan sefiales intracelulares que causan
eventos celulares como la migracion celular direccional [112]. La parte extracelular N-terminal del
receptor es responsable de la union del ligando, mientras que los dominios intracelulares, incluido el
terminal C, estan involucrados en la sefalizacion intracelular y se nombran de acuerdo con la clase
de quimiocinas a la que se unen [111, 113, 114]. Las quimiocinas se clasifican dentro de cuatro
grupos; CXC, CC, C y CX3C. Dentro de la familia de quimiocinas CC, en el contexto del presente
estudio se ha demostrado que la quimiocina CCRS5, sus receptores y ligandos desempefian un papel
relevante en las enfermedades inflamatorias, regulando el trafico intracelular y desencadenando la
respuesta inmune humoral y celular de diferentes tipos de leucocitos que migran entre la sangre y el
sitio de infeccion como herramienta terapéutica contra enfermedades infecciosas [102, 103, 104,
105]. Ademas, podrian estar implicadas en la mediacion entre células inmunolégicas y las funciones
efectoras de linfocitos T, macrofagos y células dendriticas [106, 107]. En humanos, la quimiocina
CCRS, se ha descrito como el principal co-receptor del VIH y potente agonista del receptor CCRS
utilizado por el virus VIH para dirigirse a las células [120]. Las quimiocinas humanas son muy
conservadas y se ha sugerido que pueden compartir similitudes estructurales con las quimiocinas de
los peces [121]. Se ha reportado que la quimioquina CXCLS-like del pez dulce Ayu (Plecoglossus
altivelis) esta implicada en la respuesta inmunoldgica mediando la quimiotaxis de neutrofilos y
monocitos/macrofagos [122]. Ademas, se ha demostrado que la quimioquina recombinante CK11 de
trucha es capaz de estimular la actividad antimicrobiana inhibiendo el crecimiento de bacterias de
trucha, y sobreexpresar IL-1B e IL-8 en leucocitos de rifion anterior expuestos a CK11 [123].
También, ha sido reportado que receptores CCRs de la trucha fueron sobre expresados en tejidos de

la trucha tales como bazo, rifién anterior y las branquias por IL-1B, IL-6, [FNy y Poly(I:C) [124].
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Prosiguiendo con la diferenciacion de linfocitos Th CD4. Los linfocitos Th reguladores (Treg) tienen
como funcion principal mantener la homeostasis inmunitaria del hospedador mediante mecanismos
que incluyen la supresion de las respuestas inmunitarias y el control del reconocimiento de moléculas
propias frente a las no propias. Por otra parte, los linfocitos Treg se caracterizan por la expresion del
factor de transcripcion FoxP3 y por la secrecion de IL-10 y TGF-B. Respecto al subconjunto de
linfocitos Th17, estas células participan en la respuesta inmunitaria contra hongos y bacterias
extracelulares y secretan IL-17A, IL-17F, IL-21 e IL-22, citocinas que estimulan la secrecion de
quimiocinas por parte de las células residentes, lo que conduce al reclutamiento de neutréfilos y
macrofagos en el sitio de inflamacion [80]. Por otro lado, el subconjunto de linfocitos Th2 juega un
rol preponderante y clave en la respuesta inmune contra patégenos extracelulares. Las células Th2
se caracterizan por producir citocinas tales como IL-4, IL-5 e IL-13. La citocina IL.-4 se caracteriza
por regula la proliferacion de la especificidad (expansion clonal) de las células Th2 y junto a IL-13,
activan a macrofagos y promueven la secrecion de isotipos de inmunoglobulinas de los linfocitos B
para controlar las infecciones extracelulares [73, 78, 113]. Sin embargo, se ha reportado que la
estimulacion de IL-4/IL-13 A recombinante unidas en células del rifion anterior de trucha, modularon
la expresion a la baja de citocinas proinflamatorias (IFNy e IL-1P) y al alza de citocinas
antiinflamatorias (IL-10 y SOCS3), lo que siguiere un posible rol antiinflamatorio regulador de las

citocinas Th2 [126].

8.8 Respuesta inmune humoral

Los linfocitos B son las células inmunoldgicas encargadas de orquestar la respuesta inmune humoral.
Las células B son producidas en el rifion anterior y circulan a través de la sangre y por los 6rganos
linfoides secundarios [56, 67]. Los linfocitos B circulantes en la sangre pueden encontrar antigenos
nativos de forma soluble y en la superficie de las células T clones en 6rganos linfoides secundarios
poco después que el antigeno entra al organismo mediante sus receptores especificos (BCR, B-cell
receptors) que contienen inmunoglobulinas y estdn localizados en su membrana superficial, y
ademas, sintetizar inmunoglobulinas especificas que tiene la capacidad de bloquear y marcar a los
antigenos especificos para su posterior eliminacion por parte de células fagociticas [64, 73, 115]. Los
receptores de células B (BCR) estan compuestas por inmunoglobulinas y por dos cadenas invariantes
CD79 (CD79a y CD79p) [80]. En esta linea, la inmunoglobulina reconoce al antigeno y las cadenas
invariantes CD79 estan encargadas de dar la sefial de transduccion al nucleo celular [80]. Los
linfocitos B aparte de tener la capacidad de producir anticuerpos, también poseen la habilidad de
estimular la respuesta inmune de otras formas y eficientemente; Los linfocitos B pueden ser activados
y convertirse en presentadores de antigeno con gran eficiencia. Los linfocitos B reconocen un
antigeno nativo soluble con sus receptores especificos (BCR), el cual es internalizado y fragmentado

a péptido en el citosol y luego es captado y presentado por las moléculas MHCII en la superficie
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celular a linfocitos Th. Adicionalmente, los linfocitos B tienen una gran capacidad fagocitica y de
concentrar una pequefia cantidad de fragmentos de antigeno, lo cual incrementa su potencial como
células presentadora de antigenos y que ha demostrado tener un rol microbicida importante a nivel
de respuesta inmune innata, en peces como trucha arcoiris [73, 115, 116, 117]. Por lo tanto, las células
B en teledsteos también desempefian un papel importante en la respuesta innata y en la eliminacion
temprana de patoégenos, de forma similar a las células B1 de mamiferos [80]. Adicionalmente, se ha
reportado que las células B estan envueltas en la regulacion del sistema inmune innato y adaptativo
mediante la produccion de citoquinas antiinflamatorias como la IL-10 y la IL-35 asi como

proinflamatorias, como TNFa, IL-1B, IL-6, IL-8 e [FNs [118, 119].

8.9 Inmunidad de la mucosa intestinal

La mucosa cubre la mayor parte del cuerpo de los peces teledsteos siendo la principal puerta de
entrada de patdgenos infecciosos. Los peces teledsteos estan expuestos a un medio ambiente rico en
patdgenos y otros agentes estresores que bombardean continuamente la mucosa superficial de los
tejidos. Ademas, conviven en armonia con otros microrganismos comensales que habitan en la
microbiota del intestino. En todos los vertebrados existe una mucosa superficial asociada a tejido
linfoide. En teledsteos los tejidos linfoides asociados a las mucosas (MALT, Mucosa-associated
lymphoid tissue) son el tejido linfoide asociado al intestino (GALT), el tejido linfoide asociado a la
piel (SALT), el tejido linfoide asociado a las branquias (GIALT) y el tejido linfoide asociado a la
nasofaringe (NALT). El tracto gastrointestinal de los peces estd directamente conectado con el
ambiente externo y ademas de cumplir funciones digestivas y fisiologicas, es la principal puerta de
entrada de patogenos que estd compuesto por el tejido linfoide intestinal (GALT), tejido
inmunoldgicamente activo que protege contra infecciones [120, 121]. El GALT de los peces esta
constituido por elementos difusos en lugar de estar compuesto por elementos organizados como las
placas de Peyer presentes en organismos endotermos. A la fecha, variados estudios han reportado y
evidenciado que la vacunacion dirigida a la mucosa y las infecciones en la mucosa inducen la
activacion de la respuesta inmune innata y adaptativa en los diferentes tejidos/sitios de la mucosa
superficial de los peces teledsteos [67, 120, 121, 122, 123] La estructura longitudinal del intestino
puede variar entre peces teledsteos, sin embargo, generalmente puede dividirse en dos principales
segmentos; el primer segmento estd compuesto por enterocitos que tienen la capacidad de absorber
las proteinas/macromoléculas procedentes de la dieta y el segmento posterior que tiene funciones
osmorreguladoras y se ha demostrado que contiene varios tipos de células inmunitarias, lo que

sugiere que participan en las respuestas inmunitarias contra la invasion de patogenos [133].

En el contexto de infeccion, cuando la mucosa superficial detecta una sefial de peligro,

inmediatamente se desencadenara una respuesta inmune innata que posteriormente desarrollara una

51



respuesta inmune adaptativa basada en linfocitos T, linfocitos B y la generacion de anticuerpos
especificos. Para esto, el sistema inmune de la mucosa intestinal cuenta con una gran variedad de
herramientas inmunoldgicas para combatir infecciones contra patdgenos, tales como barreras
fisicoquimicas, moleculares y celulares. Las barreras fisicoquimicas estan compuestas por una capa
de mucosa superficial que crea una pared contra cualquier patogeno, la cual protege a las células
epiteliales del intestino y actiia como un importante mecanismo de defensa innato que mantiene la
homeostasis del tejido [124, 125]. La mucosa es secretada por células caliciformes desde el epitelio
al lumen y esta compuesto de agua (~95%) y glicoproteinas, principalmente mucina (~ 5%), el cual
le confiere la viscosidad a la mucosa [138]. La glicosilacion de la mucina modula la viscosidad y el
rol de barrera del mucus que permite la remocion fisica de los patdgenos contenidos en la mucosa y
adheridos al lumen del intestino [120, 126]. A pesar de que se han observado alteraciones y/o cambios
en las secreciones de expresion génica de la mucosa en peces teledsteos expuestos a factores medio
ambientales (como estrés) e infecciones, atin sus funciones o alteraciones no son bien entendidos.
Adicionalmente, se han descrito varias moléculas antimicrobianas implicadas en el sistema inmune
innato en el intestino de varias especies de peces, tales como lisozimas, componentes del
complemento, citocinas, lectinas o péptidos antimicrobianos (AMPs, Antimicrobial peptides). Sin
embargo, al parecer esta ultima parece tener un rol mas critico en la inmunidad de la mucosa debido

a que han sido observadas en las células caliciformes del intestino de algunos peces [132].

El GALT de los teledsteos esta compuesto por dos grupos de células inmunitarias implicadas en la
respuesta inmune: Los leucocitos de la lamina propia (LPLs, Lamina propria leukocytes), que
contiene un amplio grupo de células residentes y circulantes, tales como macrofagos, granulocitos y
c¢lulas plasmaticas; y los linfocitos intraepiteliales (IEL, intraepithelial lymphocytes), formados
principalmente por linfocitos T residentes (tales como T CD4" y CD8") y unos pocos linfocitos B
situados entre las células epiteliales. Ademas, otros tipos de células forman parte de la respuesta
inmune intestinal, tales como las células epiteliales o enterocitos, las células productoras de mucus
y las células neuroendocrinas [120, 127]. También se ha reportado un alto reclutamiento de células
B en los ciegos pilodricos, observando un incremento significativo del nimero de células B IgM/IgT
en el tejido intraepitelial en respuesta a una vacunacion oral [140]. En la Figura 9 se muestra una
descripcion de la estructura del epitelio y de las principales poblaciones de leucocitos en el GALT

implicadas en la respuesta inmune de la mucosa, descrito por Salinas y Parra, 2015 [132].
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Figura 9. Representacion de la estructura del epitelio intestinal y las principales células residentes
implicadas en la respuesta inmune de la mucosa en peces. Se observan macrofagos, células By Ty
células plasmaticas, asi como la capa de mucus y la microbiota asociada al intestino. Se muestran
células M y células dendriticas, subconjuntos celulares cruciales en la GALT de mamiferos, aunque
aun no se ha demostrado su presencia en el intestino de los peces. También se representan
componentes humorales de la respuesta inmune (Igs y AMPs). Se sugieren posibles vias de absorcion
de antigenos (?). AMP, péptidos antimicrobianos; pIgR, receptor Ig polimérico; mlgT/M,
inmunoglobulina unida a la membrana; sIgT/M, inmunoglobulina secretada; ND, no determinado.

[lustracion modificada de Salinas y Parra et al [132].

Las células B y las inmunoglobulinas (Igs) juegan un rol clave en la respuesta inmune local innata-
adaptativa y en la mantencion de la homeostasis de la mucosa intestinal [121, 129]. Los peces tienen
tres isotipos de inmunoglobulinas IgM, IgD e IgT. Las IgM e IgT estan presentes en la mucosa
intestinal de la trucha arcoiris de forma secretada. El transporte de Igs del epitelio hacia el lumen, se
produce a través de receptores de inmunoglobulinas poliméricos (pIgRs, polimeric immunoglobulin
receptors) presentes en la superficie de las células epiteliales intestinales por un proceso llamado
transcitosis [132]. Las inmunoglobulinas son glicoproteinas altamente especializadas que tienen la
capacidad de reconocer una gran cantidad de antigenos de bacterias, virus y otros microorganismos
causantes de enfermedades [67, 121]. Los linfocitos B producen los anticuerpos como parte de la

activacion de la inmunidad humoral y también producen anticuerpos naturales polireactivos que son
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capaces de reconocer multiples antigenos [142]. Las Igs son principalmente localizadas en el rifion
anterior y son liberadas en los fluidos corporales de los peces (suero y secreciones mucosales) en
forma soluble o unida a la membrana de la superficie de las células B como receptores de células B
(BCR) [67, 131, 132, 133]. Las moléculas de Ig estan compuestas por dos cadenas pesadas (H)
idénticas y dos cadenas ligeras (L) idénticas que proporcionan dos sitios de union a antigenos
idénticos a través de los dominios variables amino-terminales (V) tanto de las cadenas H como de
las cadenas L. Los dominios carboxilo-terminales (C) de las cadenas H definen los isotipos (clases)
de Ig y las funciones efectoras de la Ig mediante la unién a sus receptores en las células efectoras
[66]. Las Igs son las mediadoras de la respuesta inmune humoral y también juegan un rol
preponderante en la respuesta inmune mucosal [67]. De los tres isotipos de inmunoglobulinas
reportados en peces teledsteos, la [gM es la primera hemoglobina descrita en peces y lejos la mas
caracterizada a nivel molecular y funcional ademas de ser la mas abundante en el sistema circulatorio
de los peces, mostrando una funcional heterogeneidad con formas monoméricas, dimeras y
tetraméricas, siendo regularmente detectada en plasma y suero, asi como también esta presente en
las secreciones mucosales como polimero, pero por un corto periodo de tiempo debido a que las
proteasas del intestino son capaces de degradar las IgM [24, 67, 131, 132, 134]. La concentracion de
IgM en el suero puede variar entre especie (0,6 — 21 mg/ml), dependiendo del tamaiio de los peces,
la temperatura del ambiente, calidad del agua, estrés, o nivel de inmunizacion de los animales, entre
otros [129, 135]. Se ha reportado que la concentracion de IgM en la mucosa (4,5 a 280 pg/ml) es
mucho menor que en suero [122, 129]. Sin embargo, se ha demostrado que el aumento del titulo de
anticuerpos de IgM en el suero de los peces es capaz de neutralizar y aglutinarse contra virus y
bacterias patogenas, activando la via clasica de memoria inmunolégica al reconocer al patégeno
[141]. La inmunoglobulina isotipo IgT presenta multiméricas formas y ha sido descrita y
caracterizada estructural y funcionalmente como la inmunoglobulina especializada de la inmunidad
mucosal [67, 122, 129, 136]. A la fecha, tres subclases de IgT (IgT1, IgT2 e IgT3) han sido
identificados en trucha arcoiris y todas son detectables en suero [128]. En paralelo, inmunoglobulina
isotipo IgZ ha sido identificada en mucus y suero de peces cebra, y subdividida en dos subclases
[149]. La proteina IgT se expresa como monomero (~180 kDa) en suero de trucha y en la mucosa se
ha encontrado mayormente como polimero (~4-5 mondémeros) asociado por interacciones no
covalentes [141]. Importantemente, se ha reportado que las IgT tienen la habilidad de interactuar con
la microbiota manteniendo la homeostasis, ademas de tener la capacidad de atacar bacterias y
prevenir que ingresen al epitelio [148]. En el intestino, piel y mucosa nasal de la trucha, la relacion
IgT/IgM es mucho mayor en el plasma en ausencia de estimulacion antigénica [136, 138, 139]. Se
ha reportado que a pesar de que IgM por lejos es el isotipo predominante en el suero de truchas, el
isotipo IgT alcanza el doble de concentracion en la mucosa del intestino en comparacion a IgM

([148]. También, se ha reportado que las concentraciones de IgT son altamente prevalentes en la
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mucosa de diferentes sitios de la mucosa en contraste a IgM que predomina en el suero en caso de
infeccion [136, 138, 139]. Por otro lado, la inmunoglobulina IgD es un monémero que ha sido
identificado en diferentes peces teledsteos, que parece tener un papel significativo en la inmunidad
mucosal de la piel y branquias [24] pero que aun no es del todo claro [68, 129]. Dos monoméricas
variantes de tamafio se han descrito en trucha con concentraciones en suero de entre 2 y 80 pg/ml
[134]. Salinas y cooperadores [141] sefialaron en una revision de diferentes estudios, que la
concentracion de IgD en el mucus de varios sitios de la mucosa es menor que en el suero. Ademas,
sefialaron que a algunos estudios han revelado que IgD se induce transcripcionalmente durante
infecciones virales y bacterianas, recientes estudios han reportado la ausencia de titulos de IgD
especificos de patdgenos en el suero y mucosa de la trucha en respuesta a la infeccion por parasitos
y bacterias. De esta manera el rol de IgD en la inmunidad del hospedador parece no estar claro. Sin
embargo, recientes estudios han demostrado que la IgD secretada es capaz de recubrir la microbiota
de diferentes sitios de la mucosa, tales como las branquias y el intestino [140, 141]. Por otra parte,
se deben considerar factores tales como la interaccion de la secrecion de Ig (tales como IgT) con la
microbiota comensal que habita en el intestino y/o en el sitio de infeccion, debido a que la microbiota
cumple un importante rol en la salud de los peces, que se ha reportado esta envuelta en la proteccion
contra agentes infecciosos [154]. El sistema inmunitario de la mucosa ademas de proteger permite la
colonizacion de comunidades microbianas complejas y diversas. De esta manera, el sistema inmune
desarrolla y activa linfocitos con gran especificidad y capacidad de memoria que es capaz de recordar
comensales y patogenos en la mucosa. De forma paralela, los microorganismos comensales han
disminuido su patogenicidad para habitar de forma ventajosa y nutritiva en la mucosa superficial del
intestino sin ser eliminados [137]. Por lo tanto, el tejido linfoide de la mucosa ha desarrollado un
complejo sistema inmunitario que interactiia con la microbiota en la mucosa, y la relacion entre ellas
puede proporcionar beneficios mutuos que mantienen la homeostasis en el tejido intestinal y
consecuentemente la salud general de los animales [133]. Los mecanismos por los cuales un antigeno
induce una respuesta inmune en la mucosa como comprender las limitaciones, funcionalidad e
interaccion de los componentes inmunologicos que residen en la mucosa intestinal, parecen ser
factores claves que necesitan constantemente ser mas estudiados y profundizados para disefiar

vacunas mas eficaces dirigidas a la mucosa.
4. Vacunas subunitarias recombinantes basadas en Cuerpos de Inclusiéon

Los cuerpos de inclusion bacterianos (IBs, Inclusion bodies) son nanoparticulas proteicas insolubles
agregadas y funcionales que se forman a partir de la sobreproduccion de proteinas recombinantes en
una variedad de sistema de produccion, tales como levadura, células de plantas, insectos u
organismos procariotas como en Escherichia coli. Los IBs usualmente presentan un rango de tamafio

aproximado de entre 0,5 y 1,3 um dependiendo de factores, tales como el tamaiio de la secuencia de
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aminoacidos de la proteina, las caracteristicas genéticas de la cepa productora y las condiciones de
cultivo durante el proceso de produccion de la proteina [143, 144]. Usando microscopia electronica
se ha comprobado que los IBs pueden acumularse en el citoplasma o en el periplasma de E. coli

durante la sobreproduccion de las proteinas recombinantes [144, 145, 146, 147].

Inicialmente, en contraste a las proteinas solubles, - proteinas apropiadamente plegadas y
completamente funcionales - los cuerpos de inclusion fueron considerados como residuos de la
produccion de las proteinas recombinantes que se asumi6 eran proteinas inactivadas mal plegadas
que adquieren una forma tridimensional incorrecta y no funcional que fallan en alcanzar su
conformacion nativa y que la industria farmacéutica hacia el esfuerzo de eliminar o al menos
parcialmente reducir su formacion [148, 149, 150]. Sin embargo, ahora se sabe que los IBs son
proteinas mecanicamente estables y funcionales y que son resistentes a condiciones extremas de
disrupcion celular y facilmente aisladas desde las células por medios fisicos simples y obtenidos con
relativa pureza a partir de producciones de proteinas recombinantes, las cuales también pueden ser
transformadas a una forma soluble mediante solubilizacion y posterior refolding [151, 152]. En
diferentes estudios se ha demostrado que los IBs presentan gran estabilidad y la capacidad de ser
producidos a nano escala, nanoparticulas que tienen la capacidad de penetrar en las células mientras
mantienen su actividad biologica ademas de proporcionar una liberacion lenta de proteina funcional
a lo largo del tiempo [163]. Adicionalmente, en nuestro grupo de investigacion en experimentos in
vitro y en peces (pez cebra, trucha y lenguado) hemos corroborado y demostrado que los IBs
expresados en E. coli presentan biocompatibilidad y funcionalidad inmunoldgica con una alta
estabilidad mecanica y termal, y la capacidad de contener altos niveles de antigeno que estimula el

sistema inmune, ademas de ser faciles de producir y a bajo costo [94, 152, 153, 154].

E. coli es uno de los sistemas de expresion mas extensamente utilizado para la produccion de
proteinas recombinantes como IBs, debido a que ofrece ventajas, tales como ser un sistema de
crecimiento de bajo costo, seguro, acumular una rapida biomasa, posibilidad de realizar
fermentaciones a una alta densidad celular y desarrollar un escalado simple del proceso de
produccion. Ademas, la genética de la E. coli esta bien caracterizada por lo que muchas herramientas
han sido desarrolladas para la ingenieria cromosoémica, facilitando la clonacion y expresion de genes
[167]. La aislacion de los IBs desde E. coli usualmente presenta un alto rendimiento de proteina
recuperada (~90-95%) que a su vez puede contener un alto contenido de impurezas adicionales
procedentes de los restos celulares, asi como también contener células viables sin lisar [95, 157].
Rodriguez-Carmona y colaboradores elaboraron una serie de protocolos de purificacion de cuerpos
de inclusion sobrexpresados en E. coli mediante una combinacion de métodos de disrupcion
mecanica y enzimatica (Figura 10) que permite lisar las células y recuperar IBs a niveles viables de

contaminacion manteniendo su organizacion agregada y tamafio [159]. De esta misma forma, nuestro
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grupo de investigacion ha adecuado y optimizado procedimientos de purificacion de disrupcion
mecanica-enzimatica celular para purificar IBs recombinantes antigénicos libres de E. coli
funcionalmente viables [94, 152, 157]. Como se ha indicado previamente, el proceso de purificacion
de los IBs recombinante en E. coli genera impurezas adicionales, las cuales podrian estar constituidas
por pequefios fragmentos de la membrana celular tales como lipopolisacaridos (LPS) y
peptidoglicanos (PGN, Petidoglycan), componentes ribosomales, trazas de proteinas hidrofobicas de
membrana, asi como por restos de ADN y ARN [158]. Estos componentes son conocidos por
presentar propiedades inmunomoduladoras [168], lo cual puede brindar una mayor capacidad y

potencia a nuestra nueva propuesta de plataforma modular de vacunacion oral antiviral.
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Figura 10. Esquema tipo general de purificacion de cuerpos de inclusion (IB) en E. coli mediante

disrupcion mecéanica y enzimatica. [lustracion modificada de [170].

En resumen, las ventajas de disefiar vacunas con antigenos virales recombinantes como IBs, son
multiples: a) Son proteinas a nano-escala altamente estables, ajustables y no toxicas que penetran en
las células, mientras mantienen una significativa actividad biologica; b) Pueden ser disefiados a partir
de proteinas antigénicas de interés y promover una lenta liberacion de proteina funcional en el

tiempo; c) Son estables a pH gastrointestinal por lo que el antigeno recombinante se podria
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administrar oralmente a través del alimento, evitando la encapsulacion, y el costo y estrés asociado
al suministro de la vacuna por inyeccion intraperitoneal; d) La produccion de IBs en E. coli es facil
de realizar, con un simple procedimiento de purificacion enzimatica y mecénica que minimiza los
costos y de facil y rapido escalado; e) Los IBs son estables bajo condiciones de liofilizacion en un
amplio rango de temperaturas, lo que indica su potencial como un producto farmacéutico con una
vida 1util duradera, sin necesidad de proteccion térmica y alta estabilidad para ser incluidos en el

proceso de elaboracion de pienso por extrusion.

Nuestro grupo de investigacion ha demostrado que los IBs pueden funcionar como un vehiculo
portador de antigenos virales y provocar una respuesta inmune innata y adaptativa contra virus que
afectan a peces teledsteos. Torrealba et al [164] evaluaron el potencial inmunoestimulante de los IBs
en peces por nanoestructuracion de la citoquina recombinante TNFo y CCLA4, testeados en modelos
de infeccion bacteriana en peces cebra. Ademas, la internalizacion de los IBs de TNFa en células
intestinales fue demostrado in vivo en trucha arcoiris por intubacion via oral. Adicionalmente,
Thwaite et al [94, 154] demostraron en experimentos in vitro € in vivo el potencial inmunologico de
los antigenos virales configurados como IBs. Para esto, se disefiaron y produjeron tres proteinas
recombinantes antigénicas antivirales: Viral capsid protein 2 (VP2) del virus de la necrosis
pancreatica viral IPNV, la glicoproteina G del virus de la septicemia hemorragica viral VHSV y Coat
Protein C del virus de la necrosis nerviosa VNNV, virus que afectan a peces de cultivo de interés
comercial. Los estudios demostraron que: a) Los NPs pueden producirse con un método costo-
efectivo reproducible y barato; b) Los NPs pueden ser endocitados tanto in vitro en lineas celulares
de higado del pez cebra (ZFL) como in vivo en intestino del pez cebra cuando son administrados de
forma oral por intubacion, sin presentar efectos toxicos en las células; c) Los NPs pueden provocar
una respuesta inmune iz vitro, incrementando la respuesta inmune innata antiviral de los marcadores
genéticos en células ZFL y en los cultivos celulares de macrofagos del rifidén anterior de trucha
arcoiris; d) Los NPs de VNNV, probados en lenguado senegalés juveniles (Solea senegalensis) por
inyeccion intraperitoneal y oral, generaron anticuerpos especificos. En el mismo estudio, en el rifién
anterior de los peces inyectados con NPs se registro un incremento en la expresion de genes
relacionados a la inmunidad adaptativa, indicando que hubo una respuesta sistémica adaptativa,
mientras que los peces intubados estimularon la respuesta inmune de la mucosa en el intestino [166].
Por lo tanto, evidencia suficiente existe para afirmar que las proteinas antigénicas virales
recombinantes elaboradas a partir de [Bs y testeadas en trucha arcoiris y lenguado senegalés, tienen
la capacidad de estimular la respuesta inmune innata-adaptativa y potencialmente usarlas como

inmunoestimulante y/o vacunas antivirales.
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10. Nuevo enfoque profilactico de vacunacion oral antiviral

En el presente estudio, continuando con la linea de investigacion y considerando que las secuencias
peptidicas permiten incluir funciones adicionales, planteamos perfeccionar el enfoque
biotecnologico de vacunacion mediante el disefio de plataformas de vacunacion modular
nanoestructurada manteniendo la estructura de la proteina del antigeno viral y afiadiendo “modulos
efectores” como el interferon gamma (IFNy) que presenta una comprobada respuesta antiviral y
“moddulos ligando” como CCRS con el objetivo de dirigir la vacuna a células/tejidos especificos.
Hipotetizando que estas vacunas modulares podran reforzar y otorgar caracteristicas de proteccion

adicionales a las vacunas recombinantes nanoestructuradas.
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JUSTIFICACION

El aumento de la poblacion mundial y el interés por alimentos sanos y seguros posiciona a la
acuicultura como la industria proveedora de alimentos de mayor crecimiento. El aumento explosivo
en la produccion acuicola ha generado la ocurrencia y proliferacion de enfermedades virales que no
han podido ser controladas eficientemente. Existen pocas vacunas comerciales disponibles y la
mayoria son administradas por inyeccion, que es un método economicamente costoso, que genera
estrés, disminuye el bienestar animal, y puede consecuentemente afectar el crecimiento de los peces
y generar pérdidas econdmicas considerables a los cultivadores. Por otra parte, las vacunas orales
parecen solucionar estos problemas existiendo muy pocas disponibles, probablemente debido a que
su disefio debe sortear la complejidad de evitar la degradacion de la vacuna antes de llegar a la

mucosa intestinal asegurando una estimulacion potente del sistema inmune.

En el presente estudio, proponemos un nuevo enfoque profilactico de plataforma de vacunacion oral
compuesto por modulos de nanoparticulas de proteinas recombinantes basadas en cuerpos de
inclusion (IBs) con caracteristicas inmunoestimulantes para combatir enfermedades virales que
afectan a peces de interés comercial, nanoestructuras inmunolégicamente funcionales que no

requieren encapsulacion y tienen la ventaja de resistir condiciones ambientales adversas.

Hipotesis del proyecto de investigacion: Las proteinas recombinantes de antigenos virales de
SVCV e IPNV unidos a modulos de proteinas recombinantes inmunoestimulantes de interferon

gamma o ligando inducen una mayor respuesta inmune que los antigenos virales sin IFN o ligando.

Objetivo principal de la tesis doctoral es determinar si las proteinas recombinantes
nanoestructuradas de antigenos virales (SVCV-G3 e IPNV-VP2) combinadas con un modulo de
proteina recombinante de interferon gamma (IFNy) o molécula ligando (CCRS) con caracteristicas
inmunoestimulantes, pueden estimular la respuesta inmune local y sistémica en peces y protegerlos
contra el virus de IPN y SVC. Para esto, hemos establecido y desarrollado los siguientes objetivos

especificos:

Producir y purificar modulos nanoestructurados recombinantes de antigenos virales expresados como
cuerpos de inclusion en E. coli del virus de la Necrosis Pancreatica Infecciosa (IPNV) y el virus de
la viremia primaveral de la carpa (SVCV) unido a un médulo de proteina recombinante de interferén

gamma y/o molécula ligando.
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Realizar la caracterizacion morfologica y medicion morfométrica de las nanoestructuras antivirales
recombinantes, y testear la estabilidad de las nanoestructuras evaluando la resistencia y cambios
morfologicos en condiciones extremas de pH y temperatura.

Evaluar in vitro la internalizacion de las nanoestructuras y determinar la dosis y tiempo de respuesta
de las vacunas modulares marcadas fluorescentemente en lineas celulares del higado del pez cebra
(ZFL), del epitelio intestinal de trucha arcoiris (RTgutGC) y en cultivos primarios de macrofagos del

rifdn anterior de trucha arcoiris (RT-HKM).

Evaluar in vitro la expresion de genes antivirales de respuesta inmune en células ZFL, células del
epitelio intestinal (RTgutGC) y en macrofagos (RT-HKM) estimulados con las nanoestructuras

modulares recombinantes.

Elaborar ensayos in vivo con larvas y peces cebra adultos expuestos a los modulos recombinantes de
SVCV, donde se evalia: 1) La internalizacion y toxicidad en larvas del pez cebra expuestas a las
nanoparticulas, 2) la expresion de marcadores de genes de respuesta inmune en larvas del pez cebra,
3) y el nivel de proteccion del médulo IFNy en experimento de infeccion con peces cebra adultos

desafiados con SVC virus.

Elaborar ensayos in vivo con trucha arcoiris juveniles expuestas a los modulos recombinantes de
IPNV mediante intubacion oral, donde se evalua: 1) La capacidad de absorcion de las nanoparticulas
en el epitelio intestinal y captacion en el rifidn anterior, 2) la expresion de marcadores de genes de
respuesta inmune en poblaciones de células aisladas desde el intestino posterior, 3) la biodistribucion
y la expresion de genes marcadores de respuesta inmune innata y adaptativa en diferentes 6rganos
linfoides, 4) y la expresion de anticuerpos especificos de IPN virus en suero de truchas intubadas con

las vacunas modulares con IFNy y ligando.
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CAPITULO 1

Proteinas modulares nanoestructuradas del virus de la
viremia primaveral de la carpa (SVCV) como vacuna

antiviral oral

Vacuna subunitaria con propiedades inmunomoduladoras

para proteger a ciprinidos

Capitulo basado en la publicacion:

How modular protein nanoparticles may expand the ability of subunit

anti-viral vaccines: The spring viremia carp virus (SVCV) case.

Rojas-Pefia M, Aceituno P, Salvador ME, Garcia-Ordofiez M, Teles M, Ortega-Villaizan MDM, Perez
L, Roher N. Fish Shellfish Immunol. 2022 Dec; 131:1051-1062. doi: 10.1016/j.fsi.2022.10.067. Epub
2022 Nov 9. PMID: 36371050.
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La viremia primaveral de la carpa (SVCV) es una enfermedad viral grave que afecta normalmente a
juveniles de ciprinidos. Los peces en etapas juveniles son especialmente dificiles de vacunar. La
administracion oral de vacunas incluidas en el alimento podria ser el método de suministro ideal para
minimizar el estrés por manipulacion y los costos asociados a los procesos tradicionales de
vacunacion por inmersion e inyeccion. Sin embargo, la administracion oral de vacunas incluidas en
pienso conlleva inconvenientes relacionados con la degradacion del antigeno y una débil correlacion
de proteccion de las vacunas. En el presente estudio, proponemos una plataforma vacunal basada en
proteinas recombinantes (vacunas de subunidad) fabricadas como materiales nanoestructurados
altamente resistente, y que proporciona excelentes niveles de proteccion frente al virus de la SVC en
un desafio realizado por inyeccion intraperitoneal (i.p.). EI dominio G3 de la glicoproteina G del
SVCYV fue sobre-expresada en E. coli junto con IFNy del pez cebra y purificada a partir de agregados
bacterianos (cuerpos de inclusién) como biomaterial nanoestructurado altamente organizado
(Nanopellets, NPs). Los NPs del mdédulo SVCV interferon gamma (SVCV-IFN™) fueron
exitosamente internalizados por las células del pez cebra (ZFL) y estimularon la expresion de
diferentes marcadores antivirales y de interferon gamma (por ejemplo, Vig-1, Mx, Lmp-2 o IFNGR1,
entre otros) en cultivos celulares del higado del pez cebra (ZFL). Para evaluar si SVCVN" y SVCV-
IFN™ pueden ser internalizados por el epitelio intestinal e inducir una respuesta antiviral, realizamos
experimentos con SVCV™' y SVCV-IFN™ en larvas de pez cebra de 3 dias post-fecundacion (dpf).
Tanto SVCV™ como SVCV-IFN™ fueron absorbidos y acumulados en el intestino sin signos de
toxicidad. La respuesta antiviral en larvas mostr6 un patron de induccién diferente: SVCV-IFN™ no
indujo una respuesta antiviral mientras que SVCV"" mostré6 una buena induccién antiviral.
Curiosamente, una linea celular derivada de embriones del pez cebra (ZF4), mostro una respuesta
antiviral como las células ZFL, aunque el Lmp-2 y el IFENGR1 (marcadores de la respuesta IFNy) no
se sobre expresaron. Experimentos de infeccion in vivo realizados con peces cebra adultos indicaron
un excelente nivel de proteccion contra el virus de SVC, en la que los peces vacunados con SVCV-
IFN™" alcanzaron una mortalidad acumulada del 20%, en contraste a los peces control, que

alcanzaron un 80% de mortalidad acumulada.

La viremia primaveral de la carpa (SVCV) es una enfermedad viral infecciosa comun en la carpa (C.
carpio) y en otras especies de peces ciprinidos como el pez cebra (Darnio rerio), la carpa koi
(Cyprinus carpio koi), la carpa plateada (Hypophthalmichthys molitrix), la carpa dorada (Carassius

auratus) o la carpa herbivora (Ctenopharyngodon idella), entre otros, causada por el virus de SVC
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(SVCV). EI SVCV es un miembro de la familia Rhabdoviridae, con ssRNA de sentido negativo que
codifica cinco proteinas: nucleoproteina (N), fosfoproteina (P), proteina de la matriz (M),
glicoproteina (G) y polimerasa dependiente de ARN (L). La proteina G es la proteina antigénica viral
mas importante y determina la infectividad y las propiedades serologicas del virus [1]. En la Figura

1 se muestra un esquema de la estructura y el genoma de SVCV [1].
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Figura 1. Esquema del SVCV y su genoma. (A) Modelo de estructura viral. (B) Organizacion del
genoma que muestra proteinas codificadas, uniones genéticas y regiones lideres y de remolque. Los

numeros indican las posiciones de inicio y final de los respectivos ORF. Modificado de [1].

Los enfoques terapéuticos o profilacticos para combatir el SVCV han sido ineficaces y actualmente
no se dispone de ninguna vacuna comercial. La expansion geografica y el rango de infeccion del
SVCV supone una gran amenaza no solo para las piscifactorias y las industrias de peces
ornamentales, sino también para las poblaciones de peces salvajes [2]. Los brotes de SVC virus
pueden alcanzar el 90% de mortalidad en peces juveniles y, aunque no hay vacunas aprobadas para
el SVC, se han probado en ensayos experimentales vacunas inactivadas, vivas atenuadas, de ADN o
de otro tipo [1, 3, 4]. Sin embargo, las vacunas atenuadas plantean un ligero riesgo, ya que se han
dado casos excepcionales en los que las cepas atenuadas pueden revertir a patdgenas y causar la
enfermedad [5], y en el caso de las vacunas de ADN los problemas de seguridad estan relacionados
con el uso de vectores de ADN. En este contexto, las vacunas de subunidades no presentan ninguno
de estos problemas de seguridad, ya que no contienen material genético exdgeno. Los inconvenientes
de las vacunas de subunidades son que tienen una alta susceptibilidad a la degradacion de la proteina
(sistema labil) y la falta de patrones moleculares asociados a patdogenos (Pathogen Associated
Molecular Patterns, PAMPs) que el sistema inmunitario utiliza para reconocer patdgenos a través de
receptores de reconocimiento de patrones (Pathogen Recognition Receptors, PRR), por lo que se
necesitan adyuvantes con actividad coestimuladora para aumentar la magnitud de la respuesta

inmunitaria [5].

74



En este estudio, hemos disefiado una plataforma de vacunacion basada en un modulo proteico
antigénico altamente estable (proteina del fragmento G) con propiedades adyuvantes incluidas en la
vacuna (proteina modular de IFNy). En 1957, los IFN se describieron originalmente como moléculas
que "interferian" con la replicacion viral [6]. Desde entonces, se han caracterizado dos tipos de IFNSs,
(tipo 1 y tipo II) en varias especies de peces. Dentro de los IFNs de peces de tipo II sélo se han
descrito dos miembros, IFNy e IFN-yrel, que sefializan a través de los receptores CRFB13 (IFNGR1-
2) y CRFBI17 (IFNGR1-1) [7]. El IFN-y y el IFN-yrel difieren en el nimero de sitios de N-
glicosilacion que proporcionarian al IFN-y glicosilado una vida media mas prolongada [8]. Tras la
activacion por IFN-y, el IFNGR1 y el IFNGR2 reclutan a la quinasa Janus (JAK) 1 y a la JAK2 en
sus respectivos dominios citosolicos, lo que conduce a la fosforilacion y activacion de STAT1 que
migra al nicleo y se une a los sitios de activacion del IFN-y (GAS) e inicia la expresion de los genes
dependientes del IFNy [9]. En el pez cebra también se han descrito 2 isoformas de IFNy (IFN-y y el
IFN-yrel) [8]. Sin embargo, peces cebra adulto tratados con IFN-yrel no lograron mediar la resistencia
frente a infecciones viricas y bacterianas [10]. Hemos centrado nuestra atencion en IFNy porque en
mamiferos es una molécula versatil con diferentes funciones, como la regulacion de las respuestas
Thl y la eliminacion de patdogenos intracelulares, la regulacion de la activacion y funcion de los
macrofagos [11,12] o la promocion de la presentacion de antigenos para inhibir la replicacion viral
entre otras [13]. En los teleodsteos, la expresion de IFNy es inducida por diferentes virus, incluidos
SVCV, VHSV, RGNNV, THNV, asi como imitadores sintéticos como Poly(I:C) [13]. Al mismo
tiempo, a nivel in vitro, IFNy es capaz de inducir la expresion de genes antivirales y de inhibir la
replicacion del virus [8,9]. IFNy también puede tener actividad antibacteriana al aumentar la NOS,

la produccion de ROS y la actividad fagocitica de los macrofagos [8].

Por otra parte, se han descrito efectos toxicos de IFNy en larvas de pez cebra probablemente
asociados a una activacion excesiva de la inflamacion [ 14]. El embrion de pez cebra también es capaz
de combatir infecciones viricas, como el SVCV, el virus de la rabia de la cabeza de serpiente y el
virus de la necrosis nerviosa [15,16] y durante la fase inicial de las infecciones viricas, los patogenos
inducen TLR3, Mxa-c y Viperin [17] mientras que la infeccién bacteriana provocd la induccion de
citoquinas proinflamatorias como TNFa [17]. Todo esto nos llevo a especular que la inclusion de
IFNy como adyuvante en la vacuna podria potenciar el rendimiento del nuevo sistema de vacuna

recombinante.

Otro problema importante mencionado anteriormente es la inestabilidad de las proteinas
recombinantes cuando se expresan y purifican en su forma nativa. Para superar este problema,
utilizamos proteinas recombinantes purificadas a partir de cuerpos de inclusion (IB, por sus siglas en

inglés). Estos IB tienen una conformacion nanoestructurada especifica, contienen una mezcla de
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andamiajes agregados y proteina nativa, y son extremadamente resistentes a condiciones quimicas y
biologicas duras [18]. Estas caracteristicas estructurales, hacen que nuestra plataforma de vacunacion
encaje muy bien con los enfoques de vacunacion oral, siendo un método de administraciéon no
estresante, barato y altamente deseable que puede ser administrada mezclada con el alimento a peces
en etapas juveniles [19]. En el presente estudio, una prueba de concepto de vacunacion con proteina
recombinante nanoestructurada de la glicoproteina G de SVCV unido a IFNy, indujo una fuerte
respuesta inmune innata en el pez cebra que se correlaciond con una proteccion significativa frente

a un desafio con el virus de SVC.
2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Disefio, produccion y caracterizacion de proteinas antigénicas virales

nanoestructuradas
Cepas viricas y plasmidos

La proteina G recombinante del SVCV fue disefiada basandose en la secuencia de la glicoproteina
G (region G3, AA 254-381, Uniprot acc. no: Q91DS0) reportada en Zhu et al, 2019 como la mas
antigénica [20]. El antigeno G recombinante de SVCV con el mddulo de interferéon gamma (SVCV-
IFN) se baso en la secuencia de la region G3 (254-381) unida a la secuencia del IFN gamma 1 de D.
rerio (27-175) (NCBI GenBank NP_998029.1). Los clones se disefiaron utilizando el ORF y pET22b
eliminando la sefial de localizacion periplasmica e incluyendo una etiqueta poliHis-tag en la C
terminal (Figura 2). Los clones fueron optimizados mediante codones para su expresion en E. coli,
se sintetizaron con GeneScript y se subclonaron en pET22b. Los plasmidos se transformaron en E.
coli BL21 (DE3) (Novagen). La proteina fluorescente iRFPHis fue clonada en pET22b (Genscript)

y se utilizd como proteina control no relevante.
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Nt: N terminal
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Figura 2. Disefio de plataformas modulares funcionales de (1) SVCV™" y (2) SVCV-IFN™F,
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2.2 Produccioén, purificacion, cuantificacion y marcado fluorescente de los NPs

Los métodos para la produccion y caracterizacion de la proteina recombinante fueron reportados
previamente [21]. Brevemente, se describen algunas modificaciones para estos constructos en
particular: E. coli se cultivo durante la noche (O/N) en medio LB (Gibco) con ampicilina (100 pg/ml,
Sigma-Aldrich) y la expresion de la proteina recombinante en E. coli se indujo con 1 mM de isopropil
B-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG, Panreac) cuando la DOsso nm alcanzo 0,5-0,8. El crecimiento se
llevo a cabo durante 4,5 h a 37°C. Para la purificacion de las NPs, los cultivos celulares se sometieron
aun proceso de disrupcion enzimatica y mecanica [18]. En los cultivos se afiadi6 lisozima (1,5 pg/ml,
Roche), inhibidor de proteasas cOmplete EDTA-free Tablets (Roche) y fluoruro de fenil-
metanosulfonilo (PMSF, Roche) (0,4 mM) y se incubaron a 37°C durante 2 h a 250 rpm. A
continuacion, los cultivos se congelaron a -80°C durante la noche (O/N). Tras la descongelacion, se
afiadio Triton X-100 (Roche) (0,2% v/v) y se agitd durante 1 h a temperatura ambiente. Luego, se
afiadio DNasa I (1 pg/ml) y MgSO4 (1 M) en los cultivos, y fueron incubados durante 1 h a 37°C con
agitacion. Los NPs fueron recolectados por centrifugacion a 15000 Xg, 15 min a 4°C y
resuspendieron en tampon de lisis (50 mM Tris HCI pH 8, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA) a 1/10 del
volumen original del cultivo. Por tltimo, se realizaron varios ciclos de congelacion-descongelacion
para eliminar las bacterias viables restantes. Los pellets de NPs purificados, denominadas SVCV™?
y SVCV-IFN™ se almacenaron a -80 °C hasta su uso. La proteina fue semi-cuantificada mediante
western blot utilizando un anticuerpo anti-His-tag (Genscript A00186-100), y la concentracion de la
proteina fue calculada utilizando el software Image Lab 6.0.1 (Bio-Rad) (Figura 3). Para citometria
de flujo o microscopia confocal, los NPs se conjugaron con éster Atto-488 NHS (Sigma-Aldrich)
siguiendo las instrucciones del fabricante. La eficacia del marcaje se determind con el Nanodrop ND-

1000 (Thermo Scientific).
2.3 Caracterizacion de los NPs de proteinas recombinantes virales

Fue utilizada la microscopia electronica de barrido de emision de campo (FESEM) para determinar
la morfologia externa y las dimensiones fisicas de las nanoparticulas. Las muestras se prepararon
resuspendiendo los NPs a una concentracion de 100 ug/ml en agua mQ, pipeteando 20 pl sobre los
chips de silicio, y dejando secar los NPs al aire O/N. Los NPs se expusieron a diferentes condiciones
in vitro. Para el pH, los NPs se incubaron bajo agitacion suave a pH 2 y 10 durante 3 h junto con una
muestra de control. En cuanto a la temperatura, los NPs se incubaron durante 5 minutos a 100°C.
Tras la incubacion, todos los NPs se centrifugaron a 10.000 Xg durante 5 min a 4°C y se
resuspendieron a 10 y 50 pg/ml en solucion salina tamponada con fosfato (PBS, Sigma-Aldrich) y
finalmente fueron depositados 20 pl sobre chips de silicio, y secados al aire toda noche O/N. Fueron

tomadas imagenes de microscopia electronica con un FESEM (Zeiss Merlin) y se analizaron con el
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paquete Fiji (National Institute of Health, EE.UU.). Fueron medidas al menos 60 particulas y se

generaron histogramas de distribucion de tamafios con el software Past 4.04 (Universidad de Oslo).
2.4 Cultivo celular y virus

Las células ZFL de pez cebra (CRL-2643, ATCC) fueron cultivadas segiin Thwaite et al. [21] a 28°C
y 5% de CO; en DMEM + GlutaMAX (Gibco), 10% de suero bovino fetal (FBS) inactivado por calor
(Gibco), 0,01 mg/ml de insulina (Sigma-Aldrich), 50 ng/ml de factor de crecimiento epidérmico
(Sigma-Aldrich), 2% (v/v) de antibidtico/antimicético (Gibco) y 0.5% (v/v) de suero de trucha

filtrado (filtro de 0,20 um Corning) e inactivado térmicamente durante 30 min a 56°C.

Los fibroblastos embrionarios de pez cebra (células ZF4) se cultivaron a 28°C y 5% de CO» en medio
RPMI (Gibco) suplementado con 10% de FBS (Cultek), 1 mM de piruvato (Gibco), 2 mM de L-
glutamina (Gibco), 50 pg/ml de gentamicina (Gibco) y 2 ng/ml de anfotericina B (Gibco).

Las células EPC de pececillo cabezon (Pimephales promelas) se mantuvieron a 28°C y 5% de CO»
en medio RPMI-1640 suplementado con 10% de FBS, 1 mM de piruvato, 2 mM de L-glutamina, 50

pg/ml de gentamicina y 2 pg/ml de anfotericina B.

El SVCV (cepa 56/70) aislado originalmente de la carpa (Fijan, 1971) se propag6 en células EPC a
28°C hasta que se observo un efecto citopatico. A continuacion, se recogié el medio de cultivo

celular, se centrifugd a 4000 Xg durante 30 minutos y se almacenaron alicuotas de virus a -80°C.
2.5 Endocitosis de antigenos virales nanoestructurados por las células ZFL

Para testear la endocitosis de las células, se afiadieron NPs marcados con fluorescencia a cultivos de
células de ZFL con una confluencia del 70-80% tras 2-3 h de incubacién en medio minimo (0-0,5%
FBS) a las dosis y tiempos indicados a continuacion. Para los ensayos de dosis-respuesta, se
afiadieron SVCV™*y SVCV-IFN™" a dosis de 2,5, 5, 10, 20 y 40 pg/ml y luego se incubaron O/N
(12-14 h). Para los ensayos de endocitosis, se afiadieron NPs de SVCV a dosis de 5 y 10 pg/ml e
incubaron simultdneamente durante 12 y 24 h. Para los ensayos comparativos entre SVCV™'y
SVCV-IFN™" se afiadieron dosis de 5 y 10 pg/ml y se incubaron O/N (12-14 h). Todos los
experimentos se realizaron por duplicado. Tras los tratamientos, las células ZFL se lavaron en PBS
e incubaron a 28°C y 5% de CO; con 1 mg/ml de tripsina (Gibco) durante 15 min. Este fuerte paso
de tripsinizacion tenia como objetivo eliminar los NPs adheridos a la superficie celular [22]. A
continuacion, se afiadieron dos volumenes de medio completo y las células se separaron por
centrifugacion a 300 Xg durante 5 minutos a temperatura ambiente. Los pellets se resuspendieron en
PBS para citometria de flujo (FACSCalibur BD), y se contaron 10.000 eventos. Los datos se

analizaron con FlowJo 10.4 (Leland Stanford University) y se representaron graficamente con Prism
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8.01 (GraphPad Prism). Para confirmar que los NPs fluorescentes fueron endocitados por las células,
realizamos microscopia confocal (Zeiss LSM 700). Las células de ZFL se sembraron en placas Ibidi
(n-Dish 35 mm) y se incubaron a 28°C y 5% de CO». Al dia siguiente, las células con una confluencia
aproximada del 50-60% se colocaron en medio minimo durante 2 h. Finalmente se afiadieron
SVCV™ y SVCV-IFN™ a una dosis de 20 pg/ml y se incubaron durante 16 h a 28°C. Las células
fueron tefiidas con Hoechst (nucleos) y CellMask Deep Red (membrana) (Life Technologies). Las
imagenes se analizaron con el software Imaris v8.2.1 (Bitplane) e ImageJ] (National Institute of

Health, USA).
2.6 Extraccion de ARN y Q-PCR

El ARN total de las células ZFL fue extraido utilizando TriReagent (Sigma-Aldrich) siguiendo las
instrucciones del fabricante. El rendimiento y la calidad del ARN fueron determinadas en el
Nanodrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific) y la integridad se evaluo en el bioanalizador Agilent
2100 utilizando el kit RNA 6000 Nano Lab-Chip (Agilent Technologies). A continuacion, se
sintetizo ADNc a partir de 1 ug de ARN total de alta calidad utilizando el kit de sintesis de ADNc
iScript (Bio-Rad). La reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real (QPCR) fue
realizada a 60°C de temperatura en un sistema de deteccion de PCR en tiempo real CFX384 touch
(Bio-Rad) utilizando el kit iTaq Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad). Cada mix de PCR fue
preparada con 5 pl de SYBR green supermix, 0,4 M de cebadores especificos, 2 ul de ADNc diluido
y 2,6 ul de agua (Sigma-Aldrich) en un volumen final de 10 pl. El gen EF1-a fue utilizado como gen
de referencia. El factor de dilucion para todos los genes analizados fue de 1:10 (Vig-1, Mx, CCLA4,
Lmp-2, IFNGR1, IL-1B, TNFa, IRF1, T-bet, IL-10, Prf19b, GZMA) (Tabla 1). Todas las muestras
(n=6 por tratamiento) fueron analizadas por triplicado y los datos analizados mediante el método de

Livak [23].
Tabla 1. Cebadores especificos del pez cebra usados para la qPCR.

Gen Secuencia (5-3") N° Acceso Referencia

FW_CTTCTCAGGCTGACTGTGC i
EF1-a - AY422992 Thwaite et al. (2018)
RV_ACGATCAGCTGTTTCACTCCC

FW_ACATCTTGGATCGTTCAGGGGA i
Mx - NM 182942.4  Thwaite et al. (2018)
RV_AACGCAGGTTCCTCCAACAG -

FW_CTTATAGGTCGAGCACAGGGC i
Vig-1 - NM_001025556.1 Thwaite et al. (2018)
RV_ACGTACTGGATTGAGAGCGGTG

FW_TAAAATGAGCACCTCTCGCTTTG
CCL4 - NM_001129894.1  Wang et al. (2011)
RV_GACTGAGGCTTACGGCACACA

FW_TGTGAAGGCATTATGGAACGAA
IFNGR1 - NC 007112.7 Grayfer et al. (2009)
RV_CTTCCATGTTGATTGAAGGTGAAT

IL-1B FW_ATGGCATGCGGGCAATATG NM 212844.2 Sieger et al. (2009)
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Gen Secuencia (5-3") N° Acceso Referencia
RV_TGCAGGCCAGGTACAGGTTAC

FW_TTATTTCCAGAACCGGGATG )
Lmp-2 - BC078384.1 Sieger et al. (2009)
RV_ACTCCTGGCATTCCCTCTTT

FW_ACCAGGCCTTTTCTTCAGGT .
TNFa - NM 212859.2 Pereiro et al. (2020)
RV_GCATGGCTCATAAGCACTTGTT -

FW_GTGTCCAGAATGCGCATGC
IRF1 - NC 007132.6 Ruan et al. (2017)
RV_GCCCACTGCTTGAACAGACA -

FW_ACACTGGCACTCACTGGATG .
T-bet - NM 001170599.1  Mitra et al. (2009)
RV_CTCCTTCACCTCCACGATGT -

FW_AACACACAGCAGCACAGAGG )
GZMA - NC 007132.7 Pereiro et al. (2020)
RV_GAGCCTGAAAGCACTCCAAC -

FW_ATGGCTCTCCTTCTGTTGCTC )
Prf19b - NC 007130.7 Pereiro et al. (2020)
RV_ACATCCACCACAAACGCTCC -

FW_TCACGTCATGAACGAGATCC
IL-10 B AY887900.1 Zhang et al. (2005)
RV_CACCATATCCCGCTTGAGTT

Para aislar el ARN total de las células ZF4, se utilizo el E.Z.N.A.® Total RNA Kit (Omega Bio-Tek
Inc., Norcross, GA, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. A continuacion, se cuantifico
el ARN con un espectrofotometro NanoDrop (Nanodrop Technologies, Wilmington, DE, USA) y se
utilizo la transcriptasa inversa M-MLV (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) para la sintesis de
ADNCc a partir del ARN, tal como se ha descrito previamente [24]. Para evaluar la expresion de genes
en células ZF4, se realizaron RT-qPCR en reacciones de 20 pl que contenian 24 ng de ADNc, 10 ul
de SYBR green master mix (Thermo Fischer Scientific) y a una concentracion final de 900 nM de
cada cebador utilizando el sistema QUANTSTUDIO 3 (Applied Biosystems, Thermo Fisher

Scientific Inc.). El gen EF1-a fue utilizado como gen de referencia.
2.7 Mantencion peces cebra

Los peces cebra se mantuvieron en acuarios en un sistema de recirculacion a una temperatura de 28
+ 1°C. Las condiciones de iluminacion fueron de 14:10 h (luz:oscuridad) y los peces adultos se
alimentaron dos veces al dia a razén de un 2% de su peso corporal. Los niveles de amoniaco, nitrito,
nitrato y pH fueron medidos una vez por semana (pH=7,5 + 0,5) y mantuvieron bajo los niveles
toxicos. Para la puesta de embriones, se transfirieron dos hembras y cuatro machos en grupos a un
tanque de cria a ultima hora de la tarde. A la mafiana siguiente, a las 3 h del inicio de la luz, los
embriones fueron recogidos y se cultivaron en un medio E3 embrionario en una placa Petri
(Deltalab). Los huevos fecundados se separaron de los no fecundados con una pipeta de plastico
(Deltalab). Todos los experimentos con pez cebra se realizaron siguiendo la guia de los principios

Internacionales para la Investigacién con Animales (EU 2010/63) y los Comités de Etica de la
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Universitat Autonoma de Barcelona (UAB, CEEH) y de la Generalitat Valenciana
(2019/VSC/PEA/0203).

2.8 Endocitosis in vivo en larvas de pez cebra

Se distribuyeron grupos de cinco larvas por tratamiento en placas de 6 pocillos (Thermo Fisher) por
duplicado y se sumergieron en 1 ml de medio E3 con PBS, SVCV™" fluorescente y SVCV-IFN™ (10
ug/ml), GFP (10 pg/ml) y LPS (10 pg/ml). Se evaluo la biodistribucion de los NPs en las larvas de
los peces cebra después de 24 y 48 h utilizando un estereomicroscopio de fluorescencia (Nikon
SMZ800) acoplado a una cdmara (Nikon DS-Fi2). En paralelo, grupos de n=5 larvas fueron tratadas
como se indica previamente, lavadas y homogeneizadas en TriReagent para analisis de la expresion

génica tal como se indica en la seccion de extraccion de ARN y Q-PCR.
2.9 Desafio de infeccidon contra SVCV en peces cebra

Peces cebra de un tamafio medio de 35 mm y 0,4 g, fueron adquiridos en una tienda de animales
local. Los animales fueron aclimatados en tanques de 20 litros a 21°C durante 14 dias antes del ensayo
de vacunacion. A continuacion, los peces cebra fueron divididos en cinco grupos: grupo control no
infectado, grupo control infectado por SVCV, grupo control iRFP™, grupo SVCV™ y el grupo
SVCV-IFN™. Cada individuo fue anestesiado con tricaina (metanosulfonato de tricaina, Sigma-
Aldrich) (40 mg/1) e inyectado por via intraperitoneal (i.p.) con 30 ul de PBS que contenian 5 ug de
cada antigeno utilizando una jeringa-aguja 23G (Terumo Europe N.V.). A los 30 dias post-
vacunacion (dpv), los peces fueron infectados por inmersion durante 2 h en agua de acuario que
contenia SVCV (1,4 x 107 particulas infecciosas de SVCV). Los individuos fueron mantenidos a

21°C durante el desafio y se registr6 diariamente la mortalidad de cada grupo.
2.10 Estadisticas

Los graficos y analisis fueron realizados con el software Prism 8.01 (GraphPad Prism). Las
comparaciones de medias para cada grupo experimental frente al control y entre tratamientos, se
analizaron mediante ANOVA unidireccional, seguido de la prueba de comparaciones multiples de
Dunnett o la prueba no paramétrica no pareada de Mann-Whitney. Los datos se muestran como media

+ desviacion estandar (DE) y p < 0,05 se considero estadisticamente significativo.
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3.1 Caracterizaciéon de los antigenos proteicos modulares nanoestructurados
SVCV"* y SVCV-IFNVP

Hemos producido dos proteinas virales recombinantes diferentes en E. coli como cuerpos de
inclusién (IB) o Nanopellets (NPs) con rendimientos de moderados a buenos: SVCV™* 0,3 mg/l y
SVCV-IFN™" 3,6 mg/1 (Figura 3). La expresion de proteinas recombinantes es un proceso empirico
con varias limitaciones experimentales que afectan al rendimiento de la produccion. Los
rendimientos de produccion de SVCV' y SVCV-IFN™" oscilaron entre moderados y buenos en
comparacién con otras NPs como VHSV™" y VHSV-IFN™ en las que obtuvimos 14 y 14,2 mg/I,

respectivamente (datos no publicados).

El tamafio y la morfologia de ambos NPs se evaluaron mediante FESEM (Figura 4). SVCV-IFNY"
es generalmente oviforme (de forma eliptica) mientras que SVCV™' es mas redonda y pequefia.
Hemos observado morfologias similares en otros IB producidos en E. coli utilizando la misma cepa
BL21(DE3) y en M15(pREP4) [21]. El rango de tamafios se muestra en la Figura 4, siendo la
anchura y la longitud media de 420 + 67,5 nm y 693 + 154 nm para SVCV™" y de 624 + 104,9 nm y
982 + 216,9 nm para SVCV-IFN™', respectivamente. Las caracteristicas morfoldgicas de la proteina
de control inmunoldgicamente irrelevante nanoestructurada iRFP™* fueron reportadas anteriormente
en Torrealba et al. [25]. La integridad morfologica y estructural de los NPs se evalu6 bajo diferentes
condiciones ambientales de temperatura y pH para evaluar la resistencia de los NPs homologando
procedimientos de extrusion industrial de pienso y condiciones de pH gastrointestinal. SVCV™®
(Figura 5A) y SVCV-IFN™" (Figura 5B) se sometieron a condiciones de temperatura alta (100°C)

y pH extremo (pH 2 y 10) no observando cambios significativos en el tamafio o la morfologia.
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Figura 3. Cuantificacion de SVCV™" y SVCV-IFN™' y SDS-PAGE tefiido con Coomassie. (A) Los
NPs fueron semi cuantificados mediante western blot utilizando un anticuerpo anti-His-tag. Las
concentraciones de proteina se calcularon a partir de una curva estandar de una proteina recombinante
marcada con His utilizando el software Quantity One (Bio-Rad). La curva estandar oscil6 entre 62,5
y 7,8 ng y las diluciones de los NPs fueron de 1:40 a 1:200. El rendimiento de SVCV™" y SVCV-
IFN™" fue calculada a partir de 3 lotes diferentes. (B) Los NPs de SVCV y SVCV-IFN junto con
otros NPs (VHSV™' y VHSV-IFN™| datos no mostrados) fueron evaluados mediante SDS-PAGE

tefiido con Coomassie para mostrar el nivel de pureza y comparar la homogeneidad de las muestras.
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(iii) de SVCV" y SVCV-IFN™,
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Temperatura. Imagenes FESEM (i) de SVCV™' (A) y SVCV-IFN™' (B) sometidas a pH 2, pH 10 y
temperatura alta (5 min a 100 °C). Histogramas de distribucion de tamafios (n=60) de las medidas de

longitud (i) y anchura (iif) de SVCV™" y SVCV-IFN™.
3.2 Endocitosis de SVCVN? y SVCV-IFNN? por células de ZFL

Los NPs modulares de SVCV fueron internalizados por las células de higado del pez cebra (ZFL).
En los experimentos de dosis-respuesta, se observéd que la endocitosis de SVCV™' fue ligeramente
mas eficiente que la de SVCV-IFN™, alcanzando ~100% de células fluorescentes positivas a 10
pg/ml frente a ~90% de células fluorescentes positivas a la misma dosis, respectivamente (Figura

6A y 6C). En ambos casos, la intensidad media de fluorescencia (IFM) aument6 gradualmente hasta
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la dosis de 10 pg/ml (Figura 6A y 6C), y a dosis mas altas disminuy6 significativamente. Esta
disminucion no fue relacionada con la toxicidad o la apoptosis, ya que la supervivencia celular fue
del 100% en todas las dosis y tiempos (datos no mostrados). Posiblemente, la IFM disminuy6 debido
a que las células no fueron capaces de captar mas NPs (el 100% de las células fueron fluorescentes)
y porque los NPs comenzaron a metabolizarse. Para los experimentos de de endocitosis, se eligio la
dosis de 10 pg/ml. En los experimentos de temporalidad, a las 12 y 24 h las células ZFL tratadas con
SVCVM'y SVCV-IFN™" alcanzaron el mismo porcentaje de fluorescencia y la misma IFM (Figura
6B y 6D). No se observaron diferencias en la captacion de ZFL a dosis de 5 0 10 pg/ml alas 12 h de
incubacion entre SVCV™' y SVCV-IFN™ cuando ambos NPs fueron testeados en paralelo (Figura
6E). Ademas, estos resultados (Figura 6E) fueron muy coherentes con los anteriores cuando los NPs

fueron probados por separado (Figura 6A-D).

Las imagenes de microscopia confocal de las células ZFL desafiadas con SVCV™'y SVCV-IFNM
mostraron que ambos NPs fueron internalizados y acumulados en el interior del citosol. Las imagenes
3D demostraron la internalizacion completa tanto de SVCV™ como de SVCV-IFN™ en células ZFL
(Figura 7). Los ensayos de microscopia confocal fueron realizados con 20 pg/ml de NPs a las 24 h
y los datos de internalizacion por citometria mostraron que el 100% y el 90% de las células eran
fluorescentes a 20 pg/ml. Sin embargo, la intensidad de fluorescencia media (IFM) en las células
tratadas con SVCV-IFN™ (Figura 6C) fue inferior a la de las células tratadas con SVCV™ (Figura
4A). Aparentemente, las imagenes de microscopia confocal no muestran ninguna diferencia entre las
células tratadas con SVCV™*y SVCV-IFN™ en cuanto al tamafio o la intensidad cualitativa de los

aglomerados fluorescentes en el citosol (Figura 7).
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Figura 6. Endocitosis de SVCV™" y SVCV-IFN™ en células ZFL. (A) SVCV™F dosis-respuesta; (B)
SVCV™ tiempo-respuesta de endocitosis; (C) SVCV-IFN™' dosis-respuesta; (D) SVCV-IFN™"
tiempo-respuesta de endocitosis y (E) endocitosis comparativa de SVCV™' y SVCV-IFN™' a 10
pg/ml durante 12 h. Para los ensayos de dosis respuesta, se afadieron dosis de 2,5 a 40 pg/ml de

SVCV™ y SVCV-IFN™ marcados con fluorescencia a células ZFL, se incubaron durante 12 h'y se

87



evalu6é la endocitosis mediante citometria de flujo. Para los ensayos de tiempo-respuesta de
endocitosis, se ailadieron 10 pg/ml de SVCV™" y SVCV-IFN™ marcados con fluorescencia a células
ZFL y se incubaron durante 12 y 24 h. Las diferencias de las medias entre tratamientos fueron
analizadas mediante un ANOVA unidireccional con la prueba de comparaciones multiples de
Dunnett. Niveles de significancia ns: no significativo; *p < 0,05; **p < 0,01; ***p <0,001; ****p <

0,0001.

SVCVN

SVCV-IFNN?

Figura 7. Microscopia confocal e imagenes digitalizadas (z-stacks) de células ZFL con SVCV™' y
SVCV-IFN™. Los NPs son verdes, la membrana celular roja y los nucleos azules. Células ZFL
tratadas con SVCV™"; (a, b) microscopia confocal y (¢) imagen digitalizada (z-stacks), y células ZFL
tratadas con SVCV-IFN™'; (d, e) microscopia confocal y (f) imagen digitalizada (z-stacks). Las
células fueron incubadas durante 16 h con SVCV™'y SVCV-IFN™ a 20 pg/ml.

3.3 Analisis de la expresién génica en células ZFL estimuladas con SVCVN" y SVCV-
IFNNP

Para ver si los NPs antigénicos podian inducir una respuesta antiviral en linea con la provocada por
la infeccion viral, se estimularon células ZFL con los NPs virales a 10 pg/ml durante 16 h (O/N).
También utilizamos Poly(I:C) a 10 pg/ml, como imitador del dsRNA viral, y LPS como imitador
bacteriano. iRFP™" (10 pg/ml) fue el NP control fabricado como proteina inmunoldgicamente
irrelevante, con todos los contaminantes potenciales de E. coli generados durante la preparacion de
los NPs. La expresion de marcadores genéticos de la respuesta inmunitaria a la infeccion virica fue
analizada mediante qPCR (Figura 8). En las células ZFL se ha descrito previamente una fuerte y

tipica respuesta antiviral tras el tratamiento con Poly(I:C) [26]. La proteina iRFP™" sin un papel
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inmune relevante no indujo la expresion de genes antivirales, mientras que SVCVN'y SVCV-IFNY
fueron capaces de estimular las células ZFL incrementando la expresion génica de Vig-1, Mx, Lmp-
2, IRF1, CCL4 e IFNGRI1. Es importante destacar que la inclusion del modulo de proteina IFNy
aument6 la capacidad de SVCV™' para estimular la respuesta antiviral, lo que demuestra que IFNy
podria actuar como un potente adyuvante cuando se incluye dentro del mismo NP (Figura 8).
Ademas, se observo una induccion de la expresion del receptor IFNy (IFNGR2) y del polipéptido de
baja masa molecular (Lmp)-2 tras la administracién de SVCV-IFN™', lo que indica una induccion
paralela de las vias de sefializacion de IFNy presumiblemente tras la unién de IFNy a su receptor.
Las citocinas proinflamatorias (TNFa) y antiinflamatorias (IL-10) también fueron reguladas al alza

en ZFL, pero no se observaron diferencias significativas entre SVCV™" y SVCV-IFN™',
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Figura 8. Analisis de la expresion génica de ZFL estimuladas con SVCVY" y SVCV-IFN™', Las
células ZFL fueron incubadas de la siguiente manera: células control no estimuladas (negro), 10
ng/ml de Poly(I:C) (rojo) y LPS (azul), 10 pg/ml de SVCV™' (ptrpura), 10 pg/ml de SVCV-IFN™"
(naranja) y 10 pg/ml de iRFP"" como control inmune genéticamente irrelevante (verde). Los datos
son la media £ SD (n=6). Las diferencias estadisticas entre tratamientos y controles se analizaron
mediante la prueba no paramétrica no apareada de Mann-Whitney. Niveles de significacion *p <

0,05; **p < 0,01.

3.4 Biodistribuciéon y expresion génica de SVCVN" y SVCV-IFN en larvas y

embriones de pez cebra

Larvas de pez cebra eclosionadas aproximadamente a las 72 horas post-fecundacion (hpf) fueron
incubadas con 10 y 20 ug/ml de SVCV™* y SVCV-IFN™" fluorescentes en medio E3. Después de 24

y 48 h, las larvas vivas fueron anestesiadas y se realizaron registros de imagenes de éstas con un
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microscopio estereoscopico (Figura 9A). A las 24 h la internalizacion de SVCV™' por parte de las
larvas (n=6) fue casi indetectable, mientras que observamos altos niveles de fluorescencia a las 48 h
en alrededor del 100% de las larvas, mostrando principalmente acumulacion en el tracto
gastrointestinal y el pancreas (Figura 9A). Es importante destacar que las larvas tratadas con
SVCVM'y SVCV-IFN™ murieron tras 24 h de incubacion a la dosis més alta, 20 pug/ml. Sin embargo,
a 10 pg/ml, todo el conjunto de larvas sobrevivié tras la inmersion en la solucién con SVCV™' y

SVCV-IFN™,

También evaluamos la respuesta antiviral en larvas de pez cebra post tratamiento con SVCV™' y
SVCV-IFN™". Para intentar comprender la respuesta in vivo a las proteinas modulares SVCV™' y
SVCV-IFN™, seleccionamos un panel de genes potencialmente representativos de respuestas
inmunitarias diferenciales: respuesta directa al virus, respuesta de macrofagos, respuestas de células
T Thl o citotdxicas. Sin embargo, como se muestra en la Figura 9B, casi todos los genes
seleccionados fueron estimulados in vivo por SVCV™" pero no por SVCV-IFN™, Para explorar por
qué los tratamientos con SVCV-IFN™* no indujeron la respuesta IFNy en larvas, utilizamos la linea
celular embrionaria de pez cebra ZF4 para evaluar si este patron era comun en cé€lulas del mismo
origen y estadio de desarrollo. Se analizo la expresion génica de las células ZF4 tras el tratamiento
con SVCVN* SVCV-IFN™, Poly(1:C) (10 pg/ml), LPS (10 pg/ml) e iRFP™". Como se muestra en la
Figura 7C, las células ZF4 derivadas de embriones tratados con SVCVN" y SVCV-IFN™F estimularon
una respuesta antiviral a niveles similares a los observados en células ZFL (Figura 8) aunque sin
mostrar diferencias en los niveles de estimulacién entre SVCVN" y SVCV-IFN™'. Sin embargo, ZF4

no logro aumentar la expresion de Lmp-2 e IFNGR.
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Figura 9. Biodistribucion y expresion génica de SVCVN" y SVCV-IFN™ en larvas y embriones del
pez cebra. (A) Captacion en larvas. Larvas de pez cebra (3 dpf) fueron sumergidas con 10 pg/ml de
SVCV™y SVCV-IFN™" fluorescente durante 48 h. Se utilizé medio E3 con PBS como control. (i)
Imagen transmitida, (ii) imagen fluorescente e (iii) imagen fusionada. (B) Expresion génica en larvas.
Grupos de 5 larvas por tratamiento fueron estimuladas por inmersion durante 24 h como se menciona
a continuacion: células control no estimuladas (negro), 50 pg/ml de Poly(I:C) (rojo), 25 pg/ml de
LPS (azul), 10 pg/ml de SVCV™' (morado), 10 pg/ml de SVCV-IFN™" (naranja) y 10 pg/ml de
iRFP™" como control inmunogénico irrelevante (verde). Los datos son la media + SD (n=5). No se
detectaron diferencias entre los tratamientos y el control (prueba no paramétrica no pareada de Mann-
Whitney). (C) Las células ZF4 fueron incubadas de la siguiente manera: células control no
estimuladas (negro), 10 pg/ml de Poly(I:C) (rojo) y LPS (azul), 10 pg/ml de SVCV* (purpura), 10
ng/ml de SVCV-IFN™ y 10 pg/ml de iRFP™ como control inmunogénico irrelevante (verde). Los
datos son la media + SD (n=6). Las diferencias estadisticas entre tratamientos y controles se
analizaron mediante la prueba no paramétrica de Mann-Whitney. Niveles de significancia *p < 0,05;

**p <0,01.
3.5 Efecto protector de las vacunas contra la infeccién por SVCV en el pez cebra

Se realiz6 un ensayo de supervivencia en peces cebra infectados con SVC virus tras diferentes
tratamientos con las vacunas nanoestructuradas. Los peces cebra vacunados con SVCV-IFN™?
presentaron un porcentaje de supervivencia relativa (RPS) de 76% con un 20% de mortalidad
porcentual acumulada tras 18 dias de infeccion con SVCV. Las tasas de mortalidad de iRFPN" y

SVCV™ fueron del 41,7%, y 50,0%, respectivamente (Figura 10B). El inicio de la mortalidad se
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produjo principalmente entre el dia 4 y 8 post-infeccion (dpi), retrasandose en el grupo de SVCV-
IFN™" donde las primeras mortalidades se registraron a los 7 dpi. Los peces muertos mostraron signos
clinicos de SVCV (Figura 10A) y la presencia del virus en los peces enfermos se confirmé mediante
RT-qPCR (datos no mostrados). Previo al ensayo de infeccidn, se realiz6 una prueba de toxicidad de
los NPs en animales adultos inyectados via intraperitoneal con 5y 10 pg de SVCVN'y SVCV-IFNMF,

y no se observaron signos de macrotoxicidad (datos no mostrados).
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Figura 10. SVCV™' y SVCV-IFN™ administrados a peces cebra protegen contra la infeccion in vivo
por el virus de SVC. (A) Imagenes representativas de los signos clinicos del virus SVC en peces. (B)
Tasa de mortalidad acumulada de los peces cebra tras la exposicion a SVCV. Los peces fueron
vacunados con dosis de 5 upg/pez (iRFPY, SVCV™', SVCV-IFN™) mediante inyeccion
intraperitoneal. Treinta dias después de la vacunacion, los peces fueron desafiados con SVCV (4 x

10* TCID50/ml). El niimero de peces muertos de cada grupo fue registrado diariamente.
4. DISCUSION

Encontrar métodos terapéuticos y profilacticos rentables, seguros y eficaces para las enfermedades
viricas de los peces sigue siendo un reto. El principal problema a la hora de utilizar vacunas de
subunidades es la corta vida 1til de las proteinas solubles. Esto es especialmente importante en los
métodos de administracion oral. Para superar la degradabilidad, se ha investigado la encapsulacion
mediante diferentes materiales biocompatibles. Entre otros, los liposomas, el acido polilactico-co-
glicélico (PLGA) o los nanotubos de carbono (CNT) han demostrado ser eficaces para la

administracion de fArmacos y profilacticos (véase [27]). Sin embargo, el costo de la encapsulacion
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sigue siendo un problema para el desarrollo de profilaxis en peces, sobre todo para aquellas especies
con un valor de mercado moderado y una produccioén elevada, como la carpa comtin (FAO, 2020).
Estos altos niveles de produccion de la carpa comin (C. carpio) y la carpa herbivora (C. idella) (un
total de 9,89 millones de toneladas/afio) hacen aun mas relevante el desarrollo de vacunas contra el

virus de la SVC.

Aqui presentamos una plataforma modular biocompatible y barata que permite la produccion de
proteinas recombinantes en una conformacion altamente estable, adecuada para la inyeccion y la
inclusiéon en piensos para la administracion oral. SVCV™ y SVCV-IFN™ expuestos a altas
temperaturas y pH extremos no mostraron cambios de forma ni tamafio. Trabajos anteriores
demostraron que la nanoestructura TNFo"* también permanece estructural y funcionalmente intacta
cuando se somete a temperaturas o pH extremos [18, 21]. Ademas, la alta salinidad no tiene ningiin
impacto ni en la estructura ni en la funcion de los NPs (datos no mostrados). Aunque los IFNs pueden
ser utilizados para el tratamiento de diferentes enfermedades humanas, su estabilidad y vida media
plasmatica siguen siendo uno de los principales obstaculos que dificultan la utilizacion de proteinas
recombinantes como medida terapéutica [28]. [IFNy no ha mostrado la bioactividad esperada in vivo
debido a la degradacion, y también la tendencia a agregarse irreversiblemente en condiciones de

desnaturalizacion leve [29].

En el presente estudio, IFNy nanoestructurado combinada con el moédulo antigénico del SVCV
permaneci6 estable y funcional incluso en las condiciones mas duras de pH y temperatura. Este
enfoque modular es muy versatil y podria incluir otros médulos, como ligandos para moléculas o
receptores especificos, que proporcionarian un sinfin de funciones adicionales a la proteina
antigénica recombinante. El rendimiento de produccion de estas proteinas modulares es bueno,
aunque depende en gran medida de la proteina, y el SVCV'y el SVCV-IFN™ mostraron niveles de
expresion moderados en comparacion con otros antigenos virales como el VHSV™ o el VNNV

[21].

A nivel funcional, los cultivos celulares de ZFL endocitaron eficazmente SVCVN"y SVCV-IFN™ y
provocaron una fuerte respuesta antiviral. El médulo IFNy contenido en SVCV-IFN™ otorgé a los
NPs una mayor capacidad para inducir una respuesta antiviral, probablemente mediante la
estimulacion de las vias de sefializacion del receptor IFN, y conduciendo, por ejemplo, la regulacion
al alza de Lmp-2. Sieger et al describieron en larvas de pez cebra que, a excepcion de algunos
miembros de la familia irg (GTPasas relacionadas con la inmunidad), los unicos genes que
respondian a IFNy eran IFN-Phi 1 y Lmp-2 [17]. Lmp-2 participa en la degradacion de proteinas
intracelulares en péptidos antigénicos y es un buen marcador de la activacion de IFNy. Esta bien

descrito que en cultivos celulares los genes de IFN en el pez cebra son inducibles por Poly(I:C) [30].
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EISVCV™'y el SVCV-IFN™" fueron incluso més eficientes que el Poly(I:C) estimulando la respuesta
antiviral en células ZFL, indicando excelentes propiedades inmunoestimulantes en comparacion con

adyuvantes como Montanide, saponina o péptidos [4, 31, 32, 33].

En las células ZF4 el panorama es ligeramente distinto, y aunque SVCV™' y SVCV-IFNY
estimularon una respuesta antiviral similar y dentro del rango del Poly(I:C), el SVCV-IFN"" no
consiguid inducir la respuesta de IFNy observada en las células ZFL. Lopez-Mufioz probo
previamente la capacidad de IFNy recombinante de pez cebra expresado en HEK293 para estimular
la expresion de genes antivirales como Mx en ZF4 y para prevenir la infeccion por SVCV [10]. Vale
la pena mencionar que la produccién de proteinas recombinantes utilizando un sistema bacteriano o
un sistema heterdlogo de mamifero como HEK293 son sustancialmente diferentes en términos de

estructura y bioactividad.

Las larvas de pez cebra mostraron una elevada absorcion gastrointestinal y pancreatica tanto de
SVCV™ como de SVCV-IFN™, pero nuevamente, las larvas de pez cebra no respondieron a SVCV-
IFN™" aunque pudieron montar una buena respuesta especifica al virus y proinflamatoria. Resultados
similares en larvas de 4 dpf infectadas con SVCV fueron reportados por Lopez-Mufioz et al. [34].
No menos importante, las larvas de pez cebra expuestas a SVCV' y SVCV-IFN"* murieron tras ser
incubadas (24 h) a la dosis mas alta (20 pg/ml). Sin embargo, a dosis de 10 pg/ml sobrevivieron todas
las larvas expuestas a SVCV™* y SVCV-IFN™ que es el doble de la dosis utilizada en el desafio del
pez cebra. La toxicidad de IFNy ha sido descrita previamente por Lopez-Muifioz et al. en embriones
de pez cebra microinyectados que sobre expresaron IFNy [14]. Aunque es dificil comparar la
administracion por inmersion en bafio de IFNy con la administracion por microinyeccion a embriones

de pez cebra.

Es importante destacar que las larvas de pez cebra y las células ZF4 son del mismo origen (embrion)
y que las respuestas antivirales contra el antigeno recombinante solo fueron consistentes entre ellas
(sobre expresion de Vig-1 y Mx). El sistema inmunitario adaptativo del pez cebra se desarrolla
aproximadamente a las 4 semanas de edad [35]. Esto significa que, durante las primeras semanas de
desarrollo, el embrion/larva depende Unicamente del sistema inmune innato y podria ser que dentro
de este periodo los diferentes mecanismos de respuesta antiviral maduren a un ritmo diferente y s6lo
los sistemas adultos muestren el repertorio completo de mecanismos antivirales. Dios et al.
caracterizaron el progreso de la maduracion del sistema antiviral en el pez cebra entre 2 y 29 dpf
utilizando la expresion de IFNy y describen como IFNy empezo6 a ser detectable a los 14 dpf sin
estimulos virales, y a los 8 dpf con estimulos virales. Por el contrario, los genes tipo I de IFN fueron

sobreexpresados a altos niveles después de estimulos virales a los 2 dpf [36].
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Los peces cebra adultos vacunados con SVCV-IFN™' e infectados con el virus de la SVC, mostraron
excelentes niveles de supervivencia en comparacion con los peces no vacunados y control. Se ha
intentado previamente proteger a la carpa contra el virus de la SVCV utilizando una vacuna de ADN
disefiada con un plasmido que impulsa la expresion de la proteina G de SVCV proporcionando
diferentes grados de proteccion contra el virus de la SVC [37, 38] alcanzando algunas de estas
vacunas de ADN excelentes niveles de proteccion incluso a dosis bajas [39]. Estas vacunas
experimentales implican el uso de material genético exodgeno con las correspondientes
preocupaciones de bioseguridad. Otro enfoque exitoso que no implican el uso de material genético
exogeno, es la ingenieria de Lactobacilus para expresar la proteina G de SVCV en la superficie
externa bacteriana [3, 40] obteniendo buenos niveles de proteccion contra la infeccion por SVCV.
En general, nuestros hallazgos demuestran la capacidad que tienen las vacunas de NP modulares
autoadyuvantes para conferir una proteccion eficiente contra un desafio viral en un contexto

bioseguro y barato.

Seran necesarios mas estudios para adaptar esta plataforma de vacunacion a la administracion oral e
incorporando los NPs en el alimento para peces, con el fin de ser testeados como vacuna oral contra
la infeccion por el virus de la SVC en especies relevantes para la acuicultura como la carpa, prestando
especial atencion a la supervivencia y la correlacion entre la proteccion y la respuesta inmunitaria de

la mucosa intestinal.
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CAPITULO 11

Proteina antigénica modular del virus de la necrosis
pancreatica infecciosa (IPNV) nanoestructurada con IFNy
como alternativa profilactica de vacunaciéon oral contra

IPN virus

Vacuna subunitaria con propiedades adyuvantes
para proteger a salménidos
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RESUMEN

La vacunacion es la principal herramienta preventiva para controlar la proliferacion de enfermedades
virales en la industria acuicola. La vacunacion oral parece ser el mecanismo idonea para suministrar
las vacunas, debido a que no generan estrés en los animales y no requieren de costos adicionales para
su administracion. En el presente estudio, presentamos un nuevo enfoque de plataforma de vacuna
oral nanoestructurada que combina un antigeno viral recombinante de la capside de IPNV-VP2 con
un médulo de IFNy recombinante de trucha arcoiris (IPNV-IFN™"). El médulo IFNy proporciona
propiedades antivirales adicionales a la vacuna para proteger a truchas juveniles contra el virus IPN.
La vacuna nanoestructurada denominada ‘“Nanopellets, NPs”, es funcional, facil de producir a un
bajo costo y estable bajo condiciones extremas de pH y temperatura. Los NPs de IPNV-IFNy fueron
sobreexpresados en E. coli y purificados mediante métodos de disrupcion enzimatica y mecanica, y
posteriormente caracterizados por microscopia electronica de barrido (FESEM). IPNV-IFN™ fueron
endocitados por macréfagos (RT-HKM) y células intestinales (RTgutGC) de trucha. IPNV-IFN™"
indujeron una respuesta antiviral (Vig-1 y Mx), proinflamatoria (IL-18 y CCL4) y de genes asociados
a las vias de senalizacion de IFN (IFNGR2 & IP-10) en cultivos primarios de macrofagos. [PNV-
IFN™ indujo una ligera expresion de genes antivirales (Vig-1 y Mx) en las células RTgutGC en
comparacion a la proteina control iRFP™", y a la expresion antiviral observada en macrofagos. Sin
embargo, el modulo IFNy estimul6 la expresion de la citocina proinflamtoria IL-1f y la quimiocina
IP-10 inducible por IFNy en las RTgutGC. Los NPs modulares de IPNV fueron intubados a truchas
juveniles de forma oral, absorbidos por el epitelio del intestino y biodistribuidos e internalizados por
macrofagos en el rindn anterior. Mediante clasificacion celular (cell sorting), fueron aisladas dos
poblaciones de leucocitos (denominadas mieloides y linfoides) del intestino posterior de truchas
juveniles intubadas con IPNV-IFN™ fluorescentes. La poblacion mieloide mostréd sobreexpresion de
marcadores de linaje mieloide como MCSFR2a, CD83, MHCI y MHCII y la poblacion linfoide,
mostrd sobreexpresion de marcadores de linaje linfoide como CD8a, IgM y Lamp3. Ademas,
observamos un aumento de la expresion de quimioquinas proinflamatorias (IL-8 y CCL4) en los
leucocitos de las truchas estimuladas con iRFP™" e IPNV-IFN"', respectivamente. Los resultados
sugieren que el antigeno recombinante antiviral combinado con el médulo IFNy (IPNV-IFN'")

pueden estimular la respuesta inmune antiviral en trucha arcoiris juveniles.
1. INTRODUCCION

Una de las enfermedades infecciosas virales que genera mayores pérdidas economicas en la
salmonicultura, es el virus de la necrosis pancreatica infecciosa (IPNV). IPNV es una enfermedad

altamente contagiosa que puede alcanzar altas tasas de mortalidad (~100%) en alevines de trucha
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arcoiris (Oncorhynchus mykiss) y salmén del atlantico (Salmo salar), y en juveniles post
esmoltificacion cuando son transferidos al mar [2, 3]. Los signos clinicos clasicos observados en
alevines son la natacion erratica y anorexia, y la pérdida de apetito, letargia y nado superficial con
pérdida de equilibrio tras el proceso de esmoltificacion [3, 4]. El agente causal es el virus IPN (IPNV)
miembro del género Aquabirnavirus de la familia Birnaviridae. La transmision viral puede ocurrir
de forma horizontal, ingresando el virus por las branquias o el tracto gastrointestinal, y de forma
vertical, transmitiendo la enfermedad a las siguientes generaciones a través de los huevos de
reproductores portadores del virus. Ademas, IPNV puede ser excretado por las heces, la orina, los
liquidos de desove y las mucosas externas [5]. En salmon del atlantico cultivado, la seleccion de
peces genéticamente resistentes ha logrado controlar en gran medida los brotes de IPN. Sin embargo,
en las ultimas décadas en Escocia, Noruega y Chile se han reportado brotes con hallazgos de variantes
del virus IPN incluso en salmones genéticamente resistentes que podrian causar grandes mortalidades
[4, 6, 7]. IPNV en alevines y smolts de salmon del atlantico cultivados en sistemas de recirculacion
causa mortalidades acumulada de entre 0,4 y 3,5% [4] y en un brote de IPN en salmones post
smoltificados de entre 700-800 g, se reportd que la mortalidad alcanzo6 hasta un 10% [7]. También
se ha indicado que la mayoria de las areas de cria de salmoénidos son endémicas para el IPNV y que
probablemente sea la razon por la que entre el 30 y el 40 % de las pisciculturas de salmonidos tienen
brotes cada afio [8]. IPNV es un virus icosaédrico de una capa sin cubierta con un tamafio aproximado
de 60 nm [9]. IPNV tiene un genoma bisegmentado (Segmentos A y B) de doble cadena (dsARN).
El segmento A contiene un gran marco de lectura (ORF) que codifica una gran poliproteina (106
kDa) que se corta para generar pVP2, VP4 y VP3, y un pequefio marco de lectura (ORF) que se une
al terminal amino de VPS5 [10]. La proteina VP2 es el componente principal de la capside viral y se
organiza formando las espigas de la capside del virus, jugando un papel crucial en el reconocimiento
de las células huésped por el virus y la infeccion [8, 9]. En la Figura 1 se observa la estructura viral

y el genoma de IPNV (https://viralzone.expasy.org).
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Figura 1. Estructura viral y segmentos del genoma del virus IPN. (A) Estructura viral (proteinas
estructurales VP1, VP2 y VP3) y los segmentos del genoma (A y B). (B). Representacion
esquematica del genoma del IPNV en el segmento A (VP2 y VP3 incluidas las proteinas no
estructurales VP4 y VP5) y el segmento B que contiene un ORF grande que codifica la proteina VP1.

https://viralzone.expasy.org.

La vacunacion desempefia un papel importante para controlar y prevenir enfermedades virales en la
acuicultura. A la fecha, existen diversos tipos de vacunas comerciales disponibles contra IPNV,
especialmente del tipo inactivadas y suministradas por via intraperitoneal (i.p.) (Tabla 1,
Introduccién General). Sin embargo, se ha reportado que las vacunas disponibles presentan una
moderada eficacia [9, 10, 11, 12] y que la probabilidad de atenuar un brote de IPNV depende més de
controlar los factores que afectan al estrés fisiologico de los animales, tales como; calidad del agua,
densidades de cultivo, correcta alimentacion, disminucion de la manipulacion, temperatura y
salinidad del agua [15]. Adicionalmente, la administracion de vacunas por inyeccion es costosa y
dificultosa de realizar, ademds de causar estrés y posibles lesiones a los animales durante la
manipulacion. En contraste, la vacunacion por via oral parece ser el método de inmunizacion ideal
deseable, seguro, practico y economico, que evita estresar a los animales pero que debe ser protegido
de la degradacion gastro intestinal. Un enfoque alternativo es el uso de antigenos virales de proteinas
recombinantes como vacunas de subunidad para administracion oral. En comparacion a las vacunas
tradicionales atenuadas o inactivadas, las vacunas de subunidad son seguras y estables. Las vacunas
de subunidad no contienen material genético que pueda replicarse en el huésped y pueden ser
nanoestructurados con la capacidad de inducir la respuesta inmune mediante el reconocimiento de
un antigeno especifico [13, 14]. Sin embargo, las vacunas de subunidad en formato de administracion
oral generalmente requieren de la aplicacion de dosis de refuerzo o la adiciéon de adyuvantes que
permitan mejorar y/o prolongar la inmunidad en los animales [13, 14] ademas de considerar proteger
a la proteina antigénica de las enzimas y del pH acido en el tracto gastrointestinal para que el antigeno
pueda ser captada por las células inmunitarias presentes en la mucosa o por las células inmunes

presentes en la lamina intestinal [15, 16, 17]. Diferentes tipos de vacunas experimentales
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encapsuladas para proteger al antigeno de la degradacion estomacal han sido reportados; las vacunas
encapsuladas en perlas de alginato, quitosano, quitosano-PLGA (poli D, acido L-lactico-co-
glucolico), polimero de quitosano y las mediadas por liposomas [18, 20, 21, 22, 23]. La mayoria de
los esfuerzo estan puestos en la creacion de vacunas de ADN recombinante por su alto nivel de
proteccion. Las vacunas de ADN plasmidico provocan una fuerte respuestas inmune tanto por
anticuerpos como a nivel celular [25]. Una vacuna experimental oral de ADN microencapsulada a
base de alginato basado en el gen VP2, confirié una importante proteccion a trucha arcoiris contra
IPNV, induciendo Mx y mostrando un 82 % de supervivencia relativa en peces desafiados por
inmersion con el virus de IPN 15 y 30 dias después de la administracion de la vacuna [26]. Reyes et
al en una vacuna oral liposomal de ADN contra IPNV en salmon del atlantico reportaron que la
vacuna indujo niveles detectables de anticuerpos especificos de VP2 y confirido una proteccion
significativa después del desafio del IPNV, con un porcentaje de supervivencia relativo (RPS) de
hasta un 66 %, para dosis doble de 2 mgpDNA/kg de pez dia [27]. No obstante, las vacunas de ADN
presentan el inconveniente de ser cuestionadas por la opinion publica, factor que podria retrasar
significativamente el proceso de registro de estas vacunas [14]. Ademas, se ha reportado que el alto
costo del material encapsulado pareciera no ser realista en la aplicacion practica de las vacunas
encapsuladas, y que algunos materiales podrian causar reacciones no especificas y reducir la eficacia
de este tipo de vacunas [17], lo que podria responder que a la fecha solo existe una vacuna oral
subunitaria encapsulada disponible comercialmente (AQUAVAC® IPN Oral) contra el virus de IPN
para su uso en Canada y USA. Ademas, que el disefio de estas vacunas debe considerar lidiar con
problemas de degradacion del antigeno en el entorno gastrointestinal o la tolerancia intestinal,

mecanismos que aun siguen siendo poco comprendidos [28].

En este estudio, presentamos el disefio de una plataforma modular de proteina recombinante
nanoestructurada como cuerpos de inclusion (IBs) de vacuna de subunidad para administracion oral
no encapsulada, que hemos denominado “Nanopellets” (NPs). La vacuna de subunidad fue disefiada
a base de la proteina antigénica (VP2 capside) de IPNV combinada con un interferon gamma (IFNy)
de trucha arcoiris (O. mykiss) (IPNV-IFN™") con potencial inmunoestimulante antiviral. Nuestro
grupo ya ha demostrado las multiples ventajas y el potencial adyuvante de las proteinas antigénicas
recombinantes como IBs [19, 20, 21, 22]. Buscando potenciar la respuesta antiviral de la proteina
antigénica recombinante, combinamos el antigeno con el IFNy de trucha, debido a que IFNy es una
citocina inmunomoduladora clave implicada en la respuesta inmunitaria antiviral innata y adaptativa
con un alto potencial adyuvante. Los IFN son citocinas secretadas por las células que median en el
estado de resistencia frente a estimulos externos, o inducen un estado antiviral en las células en
respuesta a infecciones virales [23, 24]. En teledsteos, se han identificado dos miembros del IFN de

tipo II (IFNy e [FNy-rel). Los receptores IFNy (IFNGR1 e IFNGR2) interaccionan con la superficie
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celular y activan la via de sefializacion intracelular JAK/STAT [35]. Los interferones (IFN) se han
estudiado en varios peces y pueden inhibir la replicacion de virus en las células [24, 26, 27]. E1 IFNy
estd implicado en numerosos aspectos de la inmunidad, como la activacion de macrofagos y
linfocitos T, la mejora de la presentacion de antigenos, la proliferacion celular, la apoptosis, el trafico
de leucocitos y la inflamacion [38]. IFNy es producido por células implicadas en las primeras etapas
de la infeccion (inmunidad innata) como los macréfagos, ademas de desempefar un papel mediador
en la respuesta inmune adaptativa, siendo expresado principalmente por CD4* T helper 1 (Thl) y
CDS8* linfocitos citotoxicos en respuesta a antigenos presentados por MHC [27, 29]. En teleosteos,
se ha reportado que IFNy es inducido por VHSV, SVCV, VNNV y IHNV [36]. Ademas, IFNy esta
implicado en la activacion y diferenciacion de macrofagos hacia macréfagos de tipo M1, que se
caracterizan por la produccion de citoquinas proinflamatorias, especies reactivas de oxigeno (ROS),
oxido nitrico (NO) e inducen la diferenciacion de linfocitos Thl [38]. Zou y colaboradores,
demostraron que un IFNy recombinante de trucha arcoiris era capaz de aumentar la actividad del
estallido respiratorio en macrofagos de rifion anterior, asi como que la expresion de STATI es
estimulada por IFNy recombinante en lineas celulares de RTS-11 de forma dosis dependiente [40].
En estudios previos, hemos demostrado que los antigenos virales recombinantes nanoestructurados
del virus de la septicemia hemorréagica viral (VHSV™'), pueden inducir una respuesta inmune en
cultivos primarios de macrofagos de rifidn anterior de trucha arcoiris [29]. Asi mismo, Sun y
colaboradores demostraron que el IFNy estimula la actividad antiviral en lineas celulares de salmon

atlantico (TO y ASK, Atlantic Salmon Kidney) contra IPNV [41].

En el presente estudio, producimos y purificamos una nueva vacuna subunitaria modular
nanoestructurada (IPNV-IFN™") contra el virus IPN para ser administrada por via oral. La vacuna
modular IFNy es segura, facil de producir a bajo costo y funcionalmente activa. Los resultados
mostraron que truchas juveniles intubadas oralmente con los NPs combinados con IFNy (IPNV-
IFN™") son absorbidos por el epitelio gastrointestinal y biodistribuidos al rifién anterior de las truchas
en un mayor grado que los NPs sin IFNy. El médulo recombinante que incluye el IFNy (IPNV-IFN"")
induce un mayor incremento de la respuesta inmune de genes antivirales, proinflamatorios y de las
vias de IFN en macrofagos de truchas juveniles en comparacion a IPNV sin IFNy. Sin embargo,
IPNV-IFN™ no induce una respuesta antiviral en lineas celulares del intestino de trucha (RtgutGC),
pero si una respuesta inmune proinflamatoria y de la quimiocina IP-10 inducida por interferon
gamma. El médulo IFNy (IPNV-IFN™") administrado por intubacién oral a truchas juveniles estimula
a marcadores de genes de respuesta inmune adaptativa en poblaciones de linfocitos aislados del
intestino de las truchas. Estos resultados en conjunto mostraron que IPNV-IFN™* puede estimular la

respuesta inmune antiviral en truchas juveniles.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Disefio, producciéon y caracterizacion de proteinas antigénicas virales

nanoestructurada IPNV-IFN"P

El médulo recombinante antigénico IPNV-IFN™ fue disefiado basiandose en la secuencia de la
proteina de la capside VP2 de IPNV (1-442, UniProt acc. No: Q703G9) — previamente disefiada por
Thwaite et al [29] — unida a la secuencia de interferon gamma (IFNy) de la trucha arcoiris (O. mykiss)
(25-180, UniProt acc. No: Q5QSL2) (Figura 2). Las secuencias fueron unidas con un péptido
enlazador (GGSSRSS) que favorece la flexibilidad, el orden y la formacion de los dominios
nanoestructurados de forma separada [42]. Las construcciones se optimizaron en codones para su
expresion en E. coli y se clonaron en pET22b con una etiqueta C-terminal de polihistidinas
(6xpolyHis). Los plasmidos se transformaron en E. coli BL21 (DE3) (Novagen) para la expresion de
la proteina recombinante. La proteina roja fluorescente (iRFP) clonada en pET22b (GenScript) se

utilizé como proteina de control inmunolégicamente no relevante.

IFNy O. mykiss IPNV-VP2 His

Nt = == - Ct

- Nt: N terminal
- L (conector): GGSSRSS
- His: 6xHis-tag
- Ct: C terminal

Figura 2. Representacion de la plataforma modular funcional de IPNV-IFN,

2.2 Produccién, purificacién, cuantificacién y marcado fluorescente de IPNV-IFN"?

La produccion de proteinas recombinantes como cuerpos de inclusion (IBs) ha sido descrita
previamente por Thwaite et al. [29]. E. coli BL21 transformada con el plasmido correspondiente se
cultivo durante la noche (O/N) en medio LB (Gibco) con ampicilina (100 ug/ml, Sigma-Aldrich) y
la expresion de la proteina se indujo con 1 mM de isopropil B-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG,
Panreac) cuando los cultivos frescos alcanzaron una DOsso nm 0,6-0,9. La expresion se llevo a cabo
durante 5 h (IPNV-IFN™") a 37°C y 250 rpm. Los cultivos fueron purificados mediante disrupcion
enzimatica y mecanica como se ha descrito en el Capitulo 1 y previamente por nuestro grupo [20,
22]. Las nanoestructuras de IPNV-IFN™" fueron almacenadas a -80°C hasta su uso. Finalmente, la

semicuantificacion (western blot) y el marcaje fluorescente de las proteinas (éster Atto-488 NHS),
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asi como la citometria de flujo (CytoFLEX LX) y la microscopia confocal (Zeiss LSM 700) se realizo

segun lo indicado en el Capitulo 1.
2.3 Caracterizacion morfométrica de las nanoestructuras proteicas de IPNV-IFN"P

Para determinar la morfologia y tamafio de las nanoestructuras o Nanopellets (NPs) se utilizdo un
microscopio electronico de barrido de emision de campo (FESEM). Las muestras se prepararon
resuspendiendo los NPs a 100 pg/ml en agua mQ estéril. Los NPs se incubaron en agitacion suave a
pH 2 y pH 7,4 durante 3 h y a una temperatura de 100°C durante 5 min. Tras la incubacion, todos los
NPs se centrifugaron a 10.000xg durante 5 min a 4°C, se resuspendieron en agua mQ estéril y 20 pl
se depositaron sobre chips de silicio y se secaron al aire a temperatura ambiente (O/N). Finalmente,
las imagenes se registraron en un microscopio electronico FESEM (Zeiss Merlin) y se analizaron
con el paquete Fiji [43]. Se midieron un minimo de 60 nanoparticulas y se trazaron histogramas de

distribucion de tamafos con el software Past 4.12 [44].
2.4 Caracterizacion funcional in vitro de IPNV-IFN"? en macréfagos de trucha arcoiris
2.4.1 Cultivos celulares

Macrofagos del rifion anterior de trucha arcoiris (RT-HKM) se obtuvieron de O. mykiss (~120 g)
segun Roher et al. [45]. Los cultivos primarios se mantuvieron en DMEM + GlutaMAX (Gibco),
10% de FBS inactivado por calor y 100 pg/ml de Primocin (Invitrogen) a 18°C y 5% de CO». La
captacion de NPs y la expresion génica se evaluaron el dia 5, cuando los monocitos estaban
completamente diferenciados a macrofagos. La linea celular intestinal de trucha arcoiris RTgutGC
(Rainbow Trout gut Guelph Canada) fueron obtenidas del laboratorio de la Dra. Carolina Tafalla y
se cultivaron segiin Brandsts et al. [46] y Kawano et al. [47] a 20°C en atmosfera sin CO,, en medio
Leibovitz L-15 + GlutaMAX (Gibco), 10% de suero fetal bovino (FBS) inactivado por calor (56°C
durante 30 min.) (Gibco) y 1% (v/v) de penicilina/estreptomicina (Gibco).

2.4.2 Endocitosis de IPNV-IFN"F por las células RT-HKM y RTgutGC

Para determinar si los cultivos primarios de macrofagos (RT-HKM) y las células del intestino de
trucha (RTgutGC) son capaces de internalizar los NPs a diferentes dosis y tiempos, los cultivos
celulares fueron expuestos a IPNV™' ¢ IPNV-IFN™ fluorescentes (Atto-488 NHS). Para los ensayos,
se afiadio IPNV™' e IPNV-IFN™ marcados a células RT-HKM y RTgutGC al 80% de confluencia
después de 2 h de incubacion en medio minimo. Para los ensayos de dosis-respuesta, a las células se
afiadio IPNV-IFN"" a 2.5, 5, 10, 20 y 50 ug/ml y se incubaron durante 12 h. Para los ensayos de
tiempo-respuesta de endocitosis, las células fueron incubadas con IPNV™ e IPNV-IFN™ (20 pg/ml)
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durante 12 y 24 h. Para los ensayos de endocitosis comparativa entre NPs, las células se incubaron
con 20 pug/ml de IPNV™ e IPNV-IFN™" durante 12 h. Para desprender los macréfagos, las células se
tripsinizaron con 1 mg/ml de tripsina (Gibco) y para desprender las RTgutGC, se utilizoé un 30%
(v/v) de la solucion TrypLE™ Express (1X) rojo fenol (Gibco), luego se detuvo el proceso de
desprendimiento y las células se precipitaron por centrifugacion a 300xg durante 5 min a T* ambiente.
Finalmente, los macrofagos y las células intestinales fueron resuspendidas en PBS para citometria
de flujo (CytoFLEX LX) y se analizaron un minimo de 10.000 eventos utilizando CytExpert 2.4
(Beckman Coulter). Finalmente, los resultados se representaron graficamente con el paquete Prism
8.01 (GraphPad Prism). Para verificar que los NPs fueron internalizados por los macrofagos y células
RTgutGC, se realizd microscopia confocal (Zeiss LSM 700). Los macrofagos y células intestinales
fueron sembrados en ibidi p-Dish de 35 mm y se incubaron O/N a 18°C y 5% de CO; y a 20°C sin
CO,, respectivamente. Ambos grupos de células fueron incubadas en un medio minimo con una
confluencia aproximada del 60-70% vy, tras 2 h, se afladieron NPs de IPNV-IFN™" a 40 ug/ml e
incubaron 14 h. A continuacion, el medio fue sustituido y se tifieron las células con tincion Hoechst
(10 pg/ml) y CellMask Deep Red (5 pg/ml) (Life Technologies) y fueron registradas las imagenes
de los macrofagos (Zeiss LSM 700) y analizadas utilizando el software Imaris v8.2.1 (Bitplane). Los

experimentos de internalizacion de NPs en RT-HKM y RTgutGC fueron realizados por separado.

2.4.3 Anadlisis de la expresion génica en células RT-HKM y RTgutGC expuestas a
IPNV'? e IPNV-IFNNP

Se incubaron macrofagos y células intestinales de trucha con IPNV™ e IPNV-IFN™ para evaluar si
el NP que contienen el modulo IFNy, inducen una mayor expresion de genes antivirales e
inflamatorios asociados al sistema inmune innato en comparacion a la proteina recombinante sin
IFNy. Las células intestinales RTgutGC y los cultivos primarios de macrofagos de O. mykiss (RT-
HKM) se obtuvieron como se describe en la seccion 2.4.1. Los macrofagos diferenciados y las células
intestinales se incubaron en medio minimo durante 2 h y se estimularon durante 15 h con los
compuestos indicados. Las células RT-HKM fueron estimuladas con IPNV™" e IPNV-IFN™ a 20
ug/ml, iRFP™" (como proteina recombinante nanoestructurada inmunolégicamente no relevante) a
20 pg/ml, Poly(I:C) como imitador de ARN viral y LPS como imitador bacteriano a 10 pg/ml y se
incubaron células sin estimulos como control. Por otro lado, las células RTgutGC fueron estimuladas
con IPNV™ IPNV-IFN"" e iRFP™ a 20 pg/ml, Poly(I:C) a 25 pg/mly LPS a 50 ug/ml y también se
incubaron células sin tratar como control. La expresion génica se realizo segin el método descrito
en la seccion 2.6 del Capitulo 1. Brevemente, el ARN total de RT-HKM y RTgutGC se extrajo
utilizando TriReagent (Sigma-Aldrich) siguiendo las instrucciones del fabricante y el rendimiento y
la calidad del ARN se determinaron en Nanodrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific). El ADNc se
sintetizo a partir de 1 pg de ARN total de alta calidad utilizando el kit de sintesis de ADNc iScript
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(Bio-Rad). La PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR) se realizé a 60 °C en un sistema de deteccion
de PCR CFX384 (Bio-Rad) utilizando el kit iTaq Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad). Cada
mezcla de PCR consistio en 5 ul de SYBR Green, 0,4 uM de cebadores especificos, 2 ul de ADNc
diluido (1:10) y 2,6 pl de agua (Sigma-Aldrich) en un volumen final de 10 ul. El factor de elongacion
1 alfa (EF1-a) se utilizdé como gen de referencia. Se evalu6 la expresion génica de los genes de
respuesta inmune (Vig-1, Mx, CCL4, IL-1p, IFNGR2 e IP-10). Las secuencias de los cebadores, los
numeros de acceso y las referencias correspondientes se encuentran en la Tabla 1. Las muestras (n
= 6 por tratamiento) se analizaron por triplicado y los datos se analizaron mediante el método de

Livak [48].
Tabla 1. Cebadores especificos de trucha arcoiris usados para la qPCR.

Gen Secuencia (5'-3") N°. de acceso Referencia
EFl-a FW_ CAAGGATATCCGTCGTGGCA NM 001124339.1 Tachi et al. (2010)
RV_ ACAGCGAAACGACCAAGAGG
Mx FW_ ATGCCACCCTACAGGAGATGAT NM 001171901.1 Thwaite et al. (2018)
RV_TGCAGCTGGGAAGCAAACTCC
Vig-1 FW_ AACGCTGGGGAGAACAGTCT NM 001124253.1 Thwaite et al. (2018)
RV_TCCCCTCTCGGCAATCCA
CCL4 FW_TGTTCACCCCTCGTCTTGCT NM 001124489.2 Thwaite et al. (2018)
RV_ACATTTCTTCGGTCCGCTTG
IFNGR2 FW_ GAGTCCATCCAAGTCAGAAAG EU244877.1 Gao et al. (2009)
RV_ CCCACTACCAAGACACCCAAC
IL-1B FW_ GGAGGCAGCAGCAGCTACCACAAA XM 036979104.1 Clark et al. (2021)
RV_ CCGATTTGGAGCAGGACAG
IP-10 FW_ AGCCACTCCTGCAGGAACAT AJ417078.1 Zou et al. (2005)
RV_CACTTCTTCCCTTCTCCGTTCC
CD83 FW_ TTGGCTGATGATTCTTTCGATATC AY263797.1 Nombela et al. (2019)
RV_TGCTGCCAGGAGACACTTGT
MHCI FW_ GACAGTCCGTCCCTCAGTGT AF287485.1 Chaves-Pozo et al. (2010)
RV_ CTGGAAGGTTCCATCATCGT
MHCII FW_ TGCCATGCTGATGTGCAG AF115533.1 Jorgensen et al. (2009)
RV_ GTCCCTCAGCCAGGTCACT
IL-8 FW_ AGAATGTCAGCCAGCCTTGT AJ279069.1 Zhang et al. (2001)
RV_TCTCAGACTCATCCCCTCAGT
TGF-f1 ~ FW_GCTGCCGACAACAAAGATAATG NM 001281368.2 Maehr et al. (2012)
RV_GTGCCAGCGATCTCCATGT

IL-10 FW_ CGACTTTAAATCTCCCATCGAC AB118099.1 Inoue et al. (2005)
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Gen Secuencia (5'-3") N°. de acceso Referencia
RV_GCATTGGACGATCTCTTTCTTC
Lamp3 FW_ CATGAAAAGCTGTTCCCAACTGC HE608240.1 Johansson et al. (2012)
RV_ GCACTCAACCTCCTCTCCAAAC
CLEC4T1 FW_ACCACTGACCACAGCGAATTG NM._001281394.2 Johansson et al. (2016)
RV_AACATTTCTCATCATTCCACCAC
IgM FW_CTTGGCTTGTTGACGATGAG S63348.1 Andersson et al. (1993)
RV_ GGCTAGTGGTGTTGAATTGG
IgT FW_CATCAGCTTCACCAAAGGAAGTG AY870268.1 Attaya et al. (2020)

RV_TCACTTGTCTTCACATGAGTTACCC
CCR11 FW_GCTAATTGATCATTAATTATACCTGACAA KM516345.1 Zhitao et al. (2017)

RV _ATGACGCCCACGATGAAGAC

CLEC4T1 FW_ACCACTGACCACAGCGAATTG NM_001281394.2 Johansson et al. (2016)
RV_AACATTTCTCATCATTCCACCAC

MCSFR2a FW_GACTTTGCCCCTCCAGAGATATACAC AB091826.1 Attaya et al. (2020)
RV _ATCACAATCCTCACTAATCTTAGCTTGG

MCSFR2b FW_CAGACTTTGCCCCTCCAGAAATATAC HG794517.1 Attaya et al. (2020)
RV_TGTCTGATCACAATCCCCATTC

CD11b  FW_GAAATTCACTGGGGATAGAGAAACAG AM713180.2 Mikrout et al 2009

RV_ CTACTCCAACTCCTGTCCCTATTATC

2.5 Caracterizacion funcional in vivo de los NPs tras la intubacion oral en la trucha

arcoiris
2.5.1 Cultivo de trucha arcoiris

Truchas juveniles (O. mykiss) de entre 100 y 140 g fueron obtenidas de un centro de produccion de
truchas y mantenidos en el estabulario de la UAB (Ref: ES082660037080) en un sistema de
recirculacion y en un estanque de 1,2 m* a una densidad de 13 kg/m® a ~16°C y fotoperiodo 12 h:12
h. Los peces fueron alimentados diariamente con una dieta comercial al 2% de su peso corporal. Las
concentraciones de amonio, nitrito y nitrato fueron monitoreados y controlados diariamente. Los
experimentos se realizaron siguiendo los Principios Rectores Internacionales para la Investigacion

con Animales (EU 2010/63).
2.5.2 Endocitosis y biodistribucion de IPNV"? e IPNV-IFN"? tras una intubacién oral

Para evaluar si los NPs son absorbidos por el epitelio gastrointestinal y tienen capacidad para alcanzar

el rifién anterior de truchas juveniles, se administraron por intubacién IPNV™" ¢ IPNV-IFN"', Para
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el ensayo, se dejaron en ayuno 4 truchas por tratamiento durante al menos 48 horas antes de las
intubaciones. Antes de la intubacion, cada pez fue anestesiado con MS-222 (50 mg/l) (Sigma-
Aldrich) y pesado (140 + 23 g). A continuacion, los NPs de IPNV™" e IPNV-IFN™* marcados con
fluorescencia se resuspendieron en PBS y se administraron a 6 mg/kg de pez utilizando una jeringa
de insulina con una aguja 22G con un fino tubo de silicona dispuesto sobre la aguja para asegurar
que los NPs alcancen el es6fago sin causar daio tisular. Los peces control fueron intubados con PBS
(1 ml). Los animales fueron monitorizados individualmente durante 5 min después de la intubacion
y devueltos a los tanques experimentales por grupo tratado. 24 h después de la intubacion, los peces
fueron sacrificados por sobredosis de anestesia (150 mg/l), y el rifion anterior fue diseccionado,
homogeneizado y las células cultivadas durante 48 h. Las células fueron separadas y centrifugadas a
300 xg durante 5 min a temperatura ambiente, resuspendidas en PBS y al menos 10.000 eventos

fueron analizados por citometria de flujo (CytoFLEX LX).

2.5.3 Respuesta inmune en los leucocitos intestinales tras la intubaciéon oral con
IPNV-IFN"P

Para evaluar la respuesta inmune local en el intestino, se intubaron individuos de trucha arcoiris (117
+ 3 g) con IPNV-IFN™, y se aislaron poblaciones de células linfoides y mieloides del intestino
mediante clasificacion celular por citometria de flujo (cell sorting). Se intubaron tres animales por
tratamiento (6 mg/kg) y mantuvieron como se describe en la seccion 2.5.1. Los peces control fueron
intubados con PBS (1 ml) e iRFP"* (6 mg/kg pez). A las 24 h de la intubacién, las truchas fueron
sacrificadas mediante sobredosis de MS-222 (150 mg/l) y el intestino posterior retirado y lavado
(PBS). A continuacion, el intestino posterior se mezclo con colagenasa tipo IV (Gibco) a 1,5 mg/ml
y se incubd bajo agitacion circular (Roller, Selecta) durante 1 h a temperatura ambiente (RT) en
oscuridad. Las células se recuperaron del homogeneizado intestinal utilizando un colador celular de
100 pum, se lavaron con PBS y se pelletearon por centrifugacion a 400xg, 10 min a 4°C. Por ultimo,
las células se resuspendieron en PBS y las poblaciones de leucocitos se clasificaron y aislaron segun
su tamafio, complejidad y fluorescencia (perfil FSC/SSC/FITC), utilizando un separador celular
(FACSJazz BD cell sorter). Las células clasificadas se recogieron en TriReagent y se almacenaron a
-80°C hasta su uso. El analisis de la expresion génica se realizoé como se describe en la seccion 2.4.3,
utilizando un panel de genes implicados en la respuesta inmune innata (Vig-1, Mx, CCL4, IL-1p,
IFNGR2, 1P-10, TGFp, IL-10 e IL-8) y en la inmunidad adaptativa (CD4, CD8a, MCSFR2a,
MCSFR2b, CD11b, CLECT4T1, Lamp3, CD83, MHCI, MHCII e IgM). Las secuencias de los

cebadores y los nlimeros de acceso se encuentran en la Tabla 1.
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2.6 Estadisticas

La estadistica se realiz6 con GraphPad Prism 8.01 para Windows. Las comparaciones de medias para
cada grupo experimental respecto al control y entre tratamientos se analizaron mediante ANOVA
unidireccional, seguido de una prueba de comparaciones multiples de Dunnett o prueba t unilateral
sin pares con correccion de Welch para varianzas desiguales, o prueba no paramétrica de Mann-
Whitney sin pares. Los datos se presentan como media + desviacion estandar (DE) y ns: no
significativo; *p < 0,1; **p < 0,05; ***p < 0,01; ****p < 0,001 se considerd estadisticamente

significativo.

3.1 Caracterizaciobn de las proteinas virales antigénicas modulares

nanoestructuradas IPNV-IFNNP
3.1.1 Caracteristicas morfométricas de IPNV-IFN"P

Se ha producido una proteina modular recombinante (IPNV-IFN™") combinando la secuencia de la
proteina del antigeno VP2 de IPNV con la secuencia de IFN gamma de trucha arcoiris. Para efectos
comparativos, también fue producido la proteina antigénica recombinante de IPN virus sin el modulo
IFNy (IPNV™") producida y reportada por Thwaite et al [29]. El rendimiento de produccién promedio
de IPNV-IFN™ fue de 13,7 mg/l similares a los rendimientos obtenidos en VHSV™' (14 mg/l) y
VHSV-IFN™ (14,2 mg/1) (datos no publicados). Por otra parte, el rendimiento promedio de IPNVN"
fue de 4,8 mg/l igual a los promedios obtenidos previamente por nuestro grupo (5 mg/l) (datos no
publicados) y comparables a los obtenidos en IPNV-IFNy-CCR5™ (4,7 mg/l) (Capitulo 3) y altos
en comparacion a los niveles de produccion alcanzados para los NPs de SVCV que fueron de 0,3
mg/l1 (SVCV™) y 3,6 mg/l (SVCV-IFN™), respectivamente. En algunas proteinas recombinantes los
rendimientos de produccion pueden ser variables entre producciones (datos no publicados). Ademas,
el rendimiento es dependiente de la secuencia de los NPs y del tamafo de la proteina recombinante,
debiendo ser probados empiricamente para cada proteina e incluso escalando la produccion con un
biorreactor (datos no mostrados). IPNV-IFN™" se nanoestructura de forma consistente y robusta entre
producciones, y presenta una forma generalmente oviforme con una superficie porosa (Figura 2) y
de caracteristicas similares a IPNV™" sin el modulo de IFNy [29]. La longitud media de IPNV-IFNY"
es de 937 = 156 nm (Figura 2) y la de IPNV™ es 734 + 195 nm [29].

La longitud media de IPNV-IFN™ incubada a pH 2 (1151« 234 nm) y a 100°C (902 £ 172 nm)
(Figura 2B, 2C) es similar a la longitud en condiciones controladas (Figura 2A). Asimismo, la

morfologia de los NPs se mantiene intacta demostrando que los NPs no pierden las propiedades
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estructurales en condiciones extremas de pH y temperatura, por lo que podrian ser capaces de
soportar el ambiente acido caracteristico del estomago en especies de salmonidos [49] y las altas
temperaturas que regularmente son utilizadas en el proceso de extrusion para elaborar pienso, no
requiriendo métodos de encapsulacion. Los NPs son proteinas agregadas puras, mecanicamente
estables, funcionalmente activas y faciles de producir y aislar desde E. coli a un reducido costo y con
un alto rendimiento y facilmente escalables. En contraste a las proteinas solubles, los NPs tienen una
mayor estabilidad y pureza debido a que mantienen su estructura secundaria y porque estdn formadas
esencialmente por la proteina recombinante de interés [40, 41, 42]. Por otro lado, para disehar una
vacuna que incluya citocinas recombinantes nativas como adyuvante, se debe tener en cuenta que las
citocinas nativas tienen tiempos de vida media muy cortos, que estan en el rango de minutos [53].
Esto hace necesaria su encapsulacion para evitar la degradacion por las enzimas presentes en el tracto
intestinal y aplicar una administracion frecuente que aumenta la posibilidad de generar efectos
secundarios en el hospedador [22, 43, 44]. En nuestro caso la proteina antigénica que incluye IFNy
recombinante demostro ser segura, estructuralmente estable y funcional para su uso como adyuvante,
debido a que es capaz de tolerar condiciones ambientales extremas. Lo mismo fue observado con los
NPs de SVCV™ y SVCV-IFN™ (Capitulo 1) y en estudios previos realizados por nuestro grupo de
investigacion quienes reportaron que citocinas recombinantes (CCL4"" y TNFa\") producidas como
NPs son capaces de mantener su funcionalidad y mantener la morfologia intacta cuando se exponen
a condiciones extremas de pH y temperatura [32]. También hemos demostrado que VHSV-IFN"" es
capaz de mantener el mismo peso molecular después de pasar por un proceso de extrusion de pienso.
Este pienso al ser administrado a truchas juveniles estimula la respuesta inmune ya que se observa la
induccion de la produccion de anticuerpos especificos del virus VHS 30 dias post vacunacion oral

(datos no publicados).
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Figura 2. Caracterizacion de la proteina antigénica nanoestructurada IPNV-IFN™ en condiciones

extremas de pH y temperatura. Imagenes FESEM de IPNV-IFN™ (A), IPNV-IFN™’ expuestas a pH
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2 (B) y atemperatura de 100°C (C). Histogramas de distribucion de tamafios de longitud (i) y anchura
(ii) (n=60) de IPNV-IFN™" e IPNV-IFN"",

3.1.2 Endocitosis del médulo antigénico viral nanoestructurado IPNV-IFNV' por

macrofagos de head kidney (HKM) y células RTgutGC.

Los cultivos primarios de macrofagos y las células intestinales de trucha internalizaron los NPs
(IPNV™' e IPNV-IFN™). En los ensayos de dosis-respuesta, una media de 77% de células positivas
de RT-HKM endocitaron IPNV-IFN™, considerando todas las dosis, alcanzando un promedio de 73
+ 8%, 84 = 9%, 86 = 10% y 88 + 9% de células positivas a 5, 10, 20 y 50 pug/ml, respectivamente.
Ademas, se observo un aumento de la intensidad media de fluorescencia (IFM) a medida que
aumentaba la dosis (Figura 3A). Anteriormente habiamos descrito la susceptibilidad de las células
a internalizar mas NPs a medida que aumentaba la dosis [29]. Para los ensayos de tiempo-respuesta,
fue seleccionada la dosis de 20 pg/ml. En los ensayos de tiempo-respuesta, las células RT-HKM
tratadas con IPNV-IFN"* muestran el mismo porcentaje de células fluorescentes positivas (<90%) e
intensidad de fluorescencia media a las 12 y 24 h (Figura 3B), resultados similares a los observados
con SVCV™’ y SVCV-IFN™. Los ensayos de endocitosis comparativa en células HKM expuestas a
IPNVN ¢ IPNV-IFN™ a 20 pg/ml muestran un alto (<90%) y similar porcentaje de células positivas
entre los NPs, y una leve disminuciéon en la intensidad de fluorescencia de IPNV-IFN™' en

comparacion a IPNV™F, pero sin detectar diferencias significativas (Figura 3C).

Los ensayos de dosis-respuesta en RTgutGC tratadas con IPN-IFN"* mostraron un promedio de 84%
de células positivas considerando todas las dosis, con una media de 87 + 4%, 99 + 0,4%, 99,7 +
0,05% y 90 £ 4% de células positivas a 5, 10, 20 y 50 pg/ml, respectivamente (Figura 3D). Se
observo un aumento de la intensidad de fluorescencia en las RTgutGC a medida que aumentaba la
dosis al igual que con los macrofagos. Para los ensayos de tiempo-respuesta, fue seleccionada la
dosis de 20 pg/ml. Los ensayos de tiempo-respuesta de las células RTgutGC tratadas con IPNV-
IFN™ a 20 pg/ml muestran el mismo porcentaje (~100%) de células positivas a las 12 y 24 h pero la
intensidad de fluorescencia disminuye a las 24 h (Figura 3E). La disminucién de la intensidad de
fluorescencia de los NPs también fue observada por Thwaite et al [29], pero a las 48 h post
tratamiento, indicando que posiblemente las células comenzaron a metabolizar los NPs entre las 24
hy las 48 h. En ese sentido, también podriamos suponer que las RTgutGC comenzaron a metabolizar
los NPs a las 24 h, debido al rapido y alto porcentaje de células positivas (~100%) observadas a las
12 h. Los ensayos de endocitosis comparativa entre IPNV™' ¢ IPNV-IFN™ a 20 ug/ml muestran un
alto (~100%) y similar porcentaje de células intestinales positivas y se observo practicamente el
doble de intensidad de fluorescencia promedio en las células RTgutGC tratadas con IPNV-IFN™' en

comparacion a las tratadas con IPNV™" (Figura 3F). Esto podria deberse a que los NPs se estarian
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uniendo a los receptores de IFN promoviendo la internalizacion de IPNV-IFN™" en las células
intestinales. Adicionalmente, el alto porcentaje de internalizacion de los NPs en las RTgutGC puede
explicarse debido a la capacidad que tienen las células epiteliales de absorber macromoléculas. Las
RTgutGC son células intestinales originalmente obtenidas del intestino posterior de la trucha y se ha
reportado que las células epiteliales del intestino distal en peces presentan grandes vacuolas y
participan en la absorcion y transporte de particulas y macromoléculas [48, 49]. Ademas, estas
células se caracterizan por presentar numerosos microvellos, una red vesicular sobredesarrollada y
lisosomas, siendo absorbidas las proteinas por diferentes vias como la transcitosis o la pinocitosis

[56].

En general, hemos observado un alto porcentaje de macrofagos (RT-HKM) y células intestinales
(RTgutGC) capaces de internalizar IPNV-IFN™" (Figura 3), lo que concuerda con las imagenes de
microscopia confocal donde se observa la acumulaciéon de IPNV-IFN™ fluorescente en el citosol
tanto en macrofagos como en células RTgutGC en al menos en un 70% de las células tras 14 h de
exposicion (Figura 4B, 4E). Hemos observado lo mismo con los NPs de SVCV-IFN™', IPNV-IFN-
CCR5™ y VHSV-IFN™ (datos no publicados), y en estudios anteriores con citocinas
nanoestructuradas (TNFo y CCL4) [32] y proteinas antigénicas recombinantes [29] donde ha sido
reportado que los NPs tienen la capacidad de ser internalizados rapida y facilmente por macrofagos
de trucha y células ZFL (zebrafish liver) e inducir un incremento de la expresion de genes de
respuesta inmune antiviral, proinflamatoria y de vias de sefializacion. Estos resultados coinciden con
los resultados de expresion génica antiviral y proinflamatoria observados en el presente estudio en
macrofagos HK tratados con IPNVY' e IPNV-IFN™ (Figura 5). Sin embargo, la acumulacién de
IPNVN ¢ IPNV-IFN™ en células RTgutGC parece no ser suficiente para inducir la expresion de
genes de actividad antiviral (Vig-1 y Mx) en los cultivos celulares intestinales (Figura 6) discutido

en la seccion 3.1.3.

Los patogenos o proteinas antigénicas pueden cruzar las barreras epiteliales de varias maneras: a
través de uniones estrechas entre las células, a través de la transcitosis o el citoplasma sin una
vesicula, o a través de areas dafiadas del epitelio. Estas rutas son utilizadas por diferentes patdogenos
que infectan a los mamiferos en el tracto gastrointestinal, pero poco se conoce de las rutas de los
patogenos en el intestino de los peces [55]. Estudios que nos permitan entender los mecanismos
celulares por los cuales nuestras nanoestructuras recombinantes son endocitadas y donde son
internalizadas necesitan ser elaborados. La endocitosis describe dos mecanismos de absorcion celular
diferentes: la pinocitosis, que absorben moléculas dentro de pequefias vesiculas, formando
protruciones en la membrana celular externa que luego se fusionan de nuevo con la membrana celular
y la fagocitosis, llevada a cabo por fagocitos profesionales que engullen particulas mas grandes,

como microorganismos y desechos celulares [57]. La pinocitosis cubre la endocitosis mediada por
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receptores o0 macropinocitosis, la endocitosis mediada por clatrina, endocitosis mediada por
caveolina y la endocitosis independiente de clatrina y caveolina [57]. Las células estan equipadas
con diferentes vias de endocitosis que posteriormente determinan el trafico y el destino intracelular
de las particulas en compartimentos especificos, tales como endosomas y lisosomas [50, 51]. Nuestro
grupo ha reportado que nanoparticulas fluorescentes de poliestireno son exitosamente endocitadas
por células ZFL y macrofagos de trucha y acumuladas principalmente en los lisosomas [46]. Kuhn
et al. en células humanas demostraron con particulas de poliestireno fluorescentes, que el tamafio de
las particulas (40 nm y 1 um), las vias de endocitosis y los tipos de células (en este caso macrofagos
y células epiteliales) fueron determinantes en la interaccion y la absorcion de las particulas [57], lo
que en algin grado puede responder a las diferencias observadas tanto en la internalizacion como en
la respuesta inmunologica de las células RT-HKM y RTgutGC tratadas con nuestros NPs,
resguardando las diferencias de comparar entre un bionanomaterial y nanoparticulas inertes. Se ha
demostrado que IPNV entra en células embrionarias CHSE-214 y en células de macrofagos de
salmon del atlantico SHK-1 por macropinocitosis [52, 53]. En nuestro grupo también se ha
demostrado que células ZFL y macrofagos de trucha tratadas con liposomas encapsulados
fluorescentes con Poly(I:C) y LPS fueron eficientemente endocitados y metabolizado por el sistema
lisosomal/endosomal, siendo internalizadas preferentemente mediante la endocitosis dependiente de
caveolas y en menor grado por la endocitosis mediada por clatrina, ademas de estimular la expresion
de varias citoquinas involucradas en la respuesta antiviral y bacteriana [61]. Los compartimientos
lisosomales/endosomales tienen la caracteristica de presentar receptores TLR3 en su superficie y de
realizar el procesamiento de MHCII [62]. Por lo tanto, de la misma forma — mediante marcajes por
fluorescencia - seria atractivo verificar las vias de endocitosis por las cuales los NPs
nanoestructurados son internalizados en las membranas de las células y si son metabolizados en los

compartimentos lisosomales/endosomales a péptidos e inducir una respuesta inmune celular.
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Figura 3. Endocitosis de IPNV-IFN"* por RT-HKM y RTgutGC. Los macréfagos (RT-HKM) y las
células intestinales (RTgutGC) de trucha se trataron con NPs fluorescentes y analizaron por
citometria de flujo: (A, D) Dosis-respuesta, (B, E) tiempo-respuesta y (C, F) endocitosis
comparativa. Para los ensayos de dosis-respuesta, se afiadieron de 2,5 a 50 pg/ml de IPNV-IFN™" a

células HKM (A) y RTgut (D) y se incubaron durante 12 h. Para los ensayos de tiempo-respuesta,
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los macrofagos (B) y las células intestinales (E) se incubaron durante 12 h y 24 h a 20 pg/ml. Para
los ensayos de endocitosis comparativa, se afiadieron 20 pg/ml de NPs (IPNV™* vs. IPNV-IFN) a
los macrofagos (C) y las células intestinales (F) y se incubaron durante 12 h. Las diferencias entre
medias se analizaron mediante un ANOV A unidireccional con la prueba de comparaciones multiples
de Dunnett, tratamientos frente a control. Niveles de significancia: ns, no significativo; *p < 0,05;

**p < 0,01; ***p < 0,001; ****p <0,0001.

RT-HKM

RTgut-GC

Figura 4. Microscopia confocal e imagenes digitalizadas (z-stacks) de RT-HKM y RTgutGC con
IPNV-IFN™. Macréfagos HK y células RTgutGC fueron tratadas con IPNV-IFN™' a 40 pg/ml y se
incubaron durante 14 h. Macrofagos sin tratar (A). Macrofagos tratados con IPNV-IFN™; (B)
microscopia confocal y (C) imagen digitalizada (z-stacks). Células RTgutGC no tratadas (D). Células
RTgutGC con IPNV-IFN"*; (E) microscopia confocal y (F) imagen digitalizada (z-stacks). Los NPs

estan marcados en verde, la membrana celular en rojo y los ntcleos en azul.

3.1.3 Analisis de la expresion génica en células RT-HKM y RTgutGC estimuladas con
IPNVNP e IPNV-IFNVP

Se realizaron ensayos in vitro con cultivos celulares de macrofagos de trucha y en lineas celulares de
intestino de O. mykiss tratadas con los NPs (IPNV™F vs. IPNV-IFN"") para evaluar si la proteina

antigénica recombinante de IPNV unida a la secuencia de IFNy es capaz de evocar una respuesta
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inmune antiviral. Se utilizé un grupo de genes marcadores; Vig-1 y Mx para la actividad del antigeno
VP2 de IPNV, IP-10 e INFGR2 para la actividad de IFNy e IL-1B y CCL4 para los contaminantes
procedentes de la purificacion bacteriana de los NPs. Se utilizo6 LPS como control positivo de los
estimulos bacterianos y Poly(I:C) fuerte estimulador antiviral [63] como control positivo que imitar

dsRNA viral.

IPNV™ e IPNV-IFN™ (20 pg/ml) y Poly(I:C) (10 pg/ml), indujeron una sobreexpresion significativa
de los genes antivirales (Vig-1 y Mx) en macrofagos en comparacion a las células control sin tratar
y no se observaron diferencias significativas entre los NPs (IPNV™" e IPNV-IFN'") e iRFP™" (20
ug/ml) (Figura 5). Previamente, Thwaite et al. reporté que IPNV™" induce la sobreexpresion de Vig-
1 y Mx en cultivos primarios de macréfagos de trucha [29]. Asi mismo, en el Capitulo 1 reportamos
que SVCV™' y SVCV-IFN™" estimulan la expresion de estos mismos genes en células ZFL, siendo
significativamente mayor la expresion cuando las células fueron tratadas con SVCV-IFN"' en
comparacion al antigeno recombinante sin IFNy (SVCV™"). También en el Capitulo 3, volvimos a
observar que la proteina recombinante IPNV que contienen IFNy con una secuencia de una
quimiocina ligando (IPNV-IFN-CCR5™") induce una fuerte respuesta antiviral (Vig-1 y Mx) en
cultivos primarios de macrofagos. Es sabido que los IFN interfieren en la replicacion viral y que
IFNy es principalmente secretado por células T hl (helper) y células presentadoras de antigenos tales
como NK (Natural killer) y macrofagos, que estan encargadas de orquestar la respuesta inmune
antiviral [29, 30, 41]. Sun et al [41] evaluaron la actividad antiviral contra [IPNV reportando que IFNy
recombinante de trucha induce la expresion de Mx y Viperin (Vig-1) en cultivos celulares de
salmonidos (7O y ASK cells). Estos resultados son comparables a los nuestros y evidencian que IFNy
combinado con un antigeno viral tiene potencial inmunoestimulante con la capacidad de montar un
estado inicial de respuesta inmune antiviral. Adicionalmente, los NPs (IPNV™" e IPNV-IFN™) al
igual que Poly(I:C) indujeron la expresion del receptor de IFNy (IFNGR2) y la quimiocina inducida
por interferon gamma IP-10 (CXCL10) a niveles significativamente mayores que la proteina
inmunolégicamente no relevante iRFPN'. IP-10 desempefiar un papel importante en el trafico y
atraccion de células T activadas a los sitios de inflamacion [65] .Sun et al [41] también ha reportado
que IFNy es mas efectivo induciendo IP-10. Estos resultados sugieren que los NPs se pueden estar
uniendo a los receptores de IFN en los macroéfagos promoviendo la internalizacion de los NPs y la
induccion de las vias de sefializacion de IFN. IPNV™F ¢ IPNV-IFN™* también indujeron la expresion
de las citocinas proinflamatorias IL-1B y CCL4 a niveles significativamente mayores que la proteina
control iRFP™" en macréfagos. La expresion de estos genes inflamatorios también ha sido observada
en cultivos primarios de macrofagos tratados con VHSV™Y y VHSV-IFN™ (datos por publicar) y en
células ZFL estimuladas con NPs de SVCV (SVCV"" y SVCV-IFN'") (Capitulo 1).
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Buscando evaluar la funcionalidad de los NPs en el epitelio del intestino de O. mykiss, 6rgano diana
de IPNV y una de las principales puertas de entrada de los virus [66], hemos realizado ensayos in
vitro de respuesta inmune innata en células RTgutGC tratada con los NPs. IPNV™" ¢ IPNV-IFNY
(20 pg/ml) no estimularon la expresion de genes antivirales (Vig-1 y Mx). Sin embargo, Poly(I:C)
(25 pg/ml) dsADN control sintético que imita una infeccion viral y la proteina control no
inmunolégicamente relevante iRFP™" (20 pg/ml) que presentaria los mismos contaminantes
bacterianos que se arrastran durante la purificaciéon de los NPs (IPNV" ¢ IPNV-IFN™), indujeron

una fuerte sobreexpresion de Vig-1 y Mx en las células RTgutGC (Figura 6).

Esta ampliamente descrito que el Poly(I:C) induce un estado antiviral que puede llegar incluso a
limitar la replicacion viral celular [67]. También se ha reportado que Poly(I:C) a dosis similares a las
usadas por nosotros (20 pg/ml), induce una sobreexpresion de genes antivirales (Mx1) en RTgutGC
estimuladas durante 24 h. En el mismo estudio, células RTgutGC estimuladas con el virus de IPN,
incrementaron la expresion de Mx1 e IL-1B. También observamos que el modulo que incluye IFNy
(IPNV-IFN™) induce significativamente la expresion de IL-1B en comparacién a IPNV™, no asi la
respuesta antiviral con ambos NPs, la cual ha sido débil en contraste a Poly(I:C) que ha estimulado

fuertemente la expresion de genes antivirales y de vias de sefializacion en las RTgutGC.

Probablemente los receptores de patrones de reconocimiento (PRR) no reconocieron la proteina
recombinante antigénica VP2 de IPNV. Para detectar una infeccion, un estimulador viral como
Poly(I:C) debe ser reconocido en el interior de la célula por el receptor TLR3 que esta localizado en
la membrana de los endosomas [61, 62]. Sin embargo, Zhou et al. detectaron que no todos los tipos
de células reaccionan a Poly(I:C). Ademas, reportaron que la eficiencia de activacion de los TLR3
por Poly(I:C) puede estar muy influenciada por factores tales como el tamafio y estructura de la
molécula, método de entrega y el tipo de células [69]. Estos resultados podrian hacernos hipotetizar
que tanto las caracteristicas de nuestros NPs como la via de internalizacion y el tipo de célula podrian
estar implicados en la no unién a receptores de activacion antiviral lisosomal intracelular en las

RTgutGC.

Por otra parte, aunque las RTgutGC presentaron una gran capacidad de internalizar macromoléculas
como hemos mencionado y podido comprobar con nuestros NPs (Figura 3 y 4), nosotros
hipotetizamos que las células epiteliales no respondieron bien a los estimulos inmunes antivirales de
nuestros NPs, posiblemente debido a que son células epiteliales derivadas de la parte distal del
intestino con caracteristicas inmunocompetentes menos especializadas que los leucocitos. El epitelio
intestinal distal - compuesto principalmente de enterocitos - es el principal sitio de absorcion de
macromoléculas y comparten diferentes caracteristicas morfologicas y funciones fisiologicas con las

secciones anteriores del intestino en peces, tales como; la digestion, la absorcion de nutrientes, la
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osmorregulacion y un rol inmunolégico importante como barrera fisica contra los patégenos y con
la capacidad de internalizar antigenos [20, 62, 63] pero que requiere de la presencia de las células
presentadoras de antigenos y linfocitos T y B para inducir una activacion potente y sistémica del

sistema inmune [55].

Las células del epitelio intestinal es una monocapa compuesta principalmente por enterocitos (células
absorbentes), asi como por células caliciformes, células endocrinas y células inmunes [55]. Las
células epiteliales o enterocitos ofrecen una proteccion efectiva como barrera contra patdogenos
mostrando el contenido luminal a través de endocitosis y liberando las particulas o antigenos en la
membrana basal o lamina propia, sin embargo, esta proteccion no es absoluta requiriendo de la accion
de las principales células residentes implicadas en las respuestas inmunes de la mucosa (macréfagos,
células dendriticas, linfocitos B y T, entre otras) asi como la capa de mucus y la microbiota asociada
al intestino [48, 49]. A diferencia de los mamiferos que se conocen bien las propiedades de la
inmunidad innata de las células intestinales, en peces apenas se ha estudiado como las células
epiteliales detectan y responden a los antigenos en el intestino de los peces [56]. Los estudios con la
linea celular RTgutGC, han estado mas enfocados en evaluar la toxicidad de compuestos o de
ingredientes y solo algunos estudios de respuesta inmune antiviral y bacteriano. Investigadores han
sugerido que las células epiteliales cumplen un papel mas importante en el control de las bacterias
presentes en el lumen, que tienen el rol de transportar Igs de la mucosa al lumen, lo cual tiene sentido
considerando la mayor abundancia de bacterias alojadas en el intestino distal [48, 49, 63], algunos
estudios demuestran el uso de RTgutGC para evaluar infecciones bacterianas y la exposicion a LPS
[64, 65], y por otro lado, existen pocos estudios que han evaluado y constatado la respuesta inmune
en las células epiteliales intestinales en respuesta a infecciones virales [56]. En la carpa bajo infeccion
por CyHV-3, se observd una mayor sobreexpresion de las citocinas IFN-a2 e IL-1 en células del
intestino distal de la carpa [73] y en un estudio con RTgutGC fue reportado que Poly(I:C) induce una
respuesta antiviral sobrexpresando IFN1, IFN2 y Mx1 mientras que el virus IPN indujo
significativamente la expresion de IFN1, IFN2, Mx1, TLR3, TLR22 e IL-1p entre otros [74].
Recientemente se ha propuesto un modelo de infeccion viral in vitro utilizando células RTgutGC
para estudiar la interaccion de los patogenos virales de salmonidos (ISAV, IPNV y SAV3) con las
c¢lulas del epitelio intestinal [66]. Consecuentemente, nosotros especulamos que tanto las
caracteristicas de nuestros NPs como la naturaleza de la linea celular RTgutGC, pueden estar
incidiendo en la menor induccion de actividad antiviral en las células intestinales tratadas con

nuestros NPs antigénicos.

El gen receptor de IFN (IFNGR2) presenté un menor nivel de expresion en las células desafiadas

con los NPs (IPNV™ ¢ IPNV-IFN™) si lo comparamos con la expresion en células RT-HKM (Figura
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5), lo que podria estar generando una disminucion de la activacion de las vias de sefalizacion y por
lo tanto de los genes implicados en la actividad antiviral. Sin embargo, IP-10 (quimiocina inducible
por IFNy), fue inducida fuerte y significativamente por IPNV-IFNy como se ha reportado
previamente [41], y por los controles positivos (Poly(I:C) e iRFP™"). En células RTgutGC se ha
reportado que el tamafo, tipo de compuestos, afinidad por el receptor y la carga superficial de
nanoparticulas pueden determinar la capacidad de absorcion por parte de las células — lo que parece
no afectar a nuestros NPs (Figura 4) — asi como dictar el grado y naturaleza de respuesta
inmunolégica [75], lo que también podria explicar la menor respuesta antiviral de las células
RTgutGC expuestas a los NPs. Se observaron bajos niveles de expresion de CCL4 en las RTgutGC
tratadas con los NPs (IPNV™' e IPNV-IFN™) sin detectar diferencias con las células no tratadas y
las tratadas con iRFP™*. Por el contrario, los macroéfagos HK tratados con IPNVN' ¢ IPNV-IFNY
mostraron una sobrexpresion significativa de CCL4. CCL4 es un quimioatractante de macrofagos y
linfocitos, en el mero (Epinephelus coioides) se ha reportado que CCL4 atrae leucocitos, induce una

respuesta inflamatoria e impulsa la diferenciacion de los linfocitos en la via Thl [76].

Los resultados muestran que la vacuna de subunidad que contiene la proteina recombinante de IFNy
(IPNV-IFN™) induce una mayor sobreexpresion de genes antivirales y proinflamatorios en
macrofagos (RT-HKM) en comparacion a la linea celular intestinal RTgutGC, lo que puede ser
explicado por la naturaleza del tipo de celular. Porter et al. [77] reportaron diferencias en las
magnitudes de la expresion génica antiviral (Mx y IFN1a) y proinflamatoria (IL-1B) en leucocitos
del tejido linfoide de la mucosa (GALT), macrofagos (RTS11) y en RTgutGC tratados con Poly(I:C)
y la interleucina recombinante IL-1B3, concluyendo que se necesitan desarrollar modelos de cultivo
celular especificos del intestino que logren proporcionar una vision unificada de los mecanismos que

intervienen en la interaccion entre la nutricion y el sistema inmune.

En el presente estudio, los ensayos in vitro con macréfagos indicaron que la inclusion de un modulo
de IFNy aumenta la capacidad de IPNV™" para estimular la respuesta antiviral y proinflamatoria.
Adicionalmente, se observo una induccion de la expresion del receptor IFN (IFNGR2) y de la
quimiocina inducida por IFN gamma (IP-10) posterior a la exposicion con IPNV-IFN', lo que
presumiblemente indica una induccién paralela de las vias de sefializacion de IFN por la union a
receptores de IFN y demuestra que IFN podria actuar como un potente adyuvante cuando se une con

el antigeno viral de IPNV dentro del mismo NP.

125



RT-HKM

Vig-1 IL-18 IFNGR2 e
%%k 13+
10000 , e
8000 | *kk 124
6000- s 114 ns
4000 |l| o 10-
3 £ 20001 = 7] 2 o
s § 12007 . 5 g
& € 900 7
c c 5
S S 6001 2 6
2 2 : I
g £ 300 SINEE 5 . .
o o 4+ w47
3 34 .
| b
2- ﬁ ; 2 ..
14 [e o li—l 14 .
0 0
Mx IP-10
40+ ** 200 101 **I
1 1
94 *
354 . 1801 ’
160 81 *
s ¥ » S 140 £ M
5 254 K < 6
T .
s g 120 g 6
§ 207 5 100 5 51 W
a ‘B 7] L[]
@ J o 44
£ 154 .+ £ 8 s o \
o . | & 60 5 3 =
197 ‘ [ ] 40 21
54 0 1
20 1 .
L . ) Ll e |
CControl [ Poly(:C) [ILPS C1iRFPNP CIPNVNP IPNV-IFNNP

Figura 5. Macrofagos de trucha (RT-HKM) expuestos a los NPs. Células HKM no tratadas (blanco),
Poly(I:C) 10 pug/ml (rojo), LPS 10 ug/ml (azul), iRFP™* 20 pug/ml (verde), IPNVN" 20 pug/ml (morado)
e IPNV-IFN™" 20 pg/ml (naranja). Las RTgutGC fueron incubadas con los NPs y controles durante
15 h. Los datos son el promedio £ DE (n=4). Las diferencias estadisticas entre tratamientos se
analizaron mediante la prueba t unilateral por pares con correccion de Welch para varianzas
desiguales o la prueba no paramétrica de Mann-Whitney por pares. Niveles de significancia: ns, no

significativo; *p < 0,1; **p < 0,05; ***p < 0,01.
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Figura 6. Células intestinales de trucha (RTgutGC) expuestas a los NPs. Células RTgutGC no
tratadas (blanco), Poly(I:C) 25 ug/ml (rojo), LPS 50 ug/ml (azul), iRFP™ 20 pg/ml (verde), IPNVN?
20 pg/ml (morado) e IPNV-IFN™" 20 pg/ml (naranja). Las RTgutGC fueron incubadas con los NPs
y controles durante 15 h. Los datos son la media + DE (n=4). Las diferencias estadisticas entre
tratamientos se analizaron mediante la prueba t unilateral por pares con correccion de Welch para
varianzas desiguales o la prueba no paramétrica de Mann-Whitney por pares. Niveles de

significancia: ns, no significativo; *p < 0,1; **p <0,05; ***p < 0,01.

3.2 Caracterizacion funcional in vivo de los NPs tras la intubacidon oral de trucha

arcoiris
3.2.1 Absorcion y biodistribucion de IPNVNF e IPNV-IFNNP

Posterior a la administracion oral de IPNV™" e IPNV-IFN™" fluorescentes, los peces mostraron buena
recuperacion post anestesia, y un comportamiento normal sin signos de toxicidad u ocurrencia de
mortalidad 24 h después de la intubacién. IPNVN' e IPNV-IFN™" fueron internalizados por las células
epiteliales intestinales y parcialmente biodistribuidos al rifién anterior. Los macrofagos aislados de

peces intubados con IPNV-IFN™" mostraron un mayor porcentaje promedio de células fluorescentes
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(hasta un 2,4%) y una mayor intensidad media de fluorescencia (hasta 4545) en comparacion con
IPNV™" (Figura 7). Previamente se ha demostrado que los NPs de TNFa"" fluorescentes, también
administrados por intubacion oral (7,49 mg/kg pez), son capaces de atravesar el estomago, llegar a
los ciegos piloricos y el intestino medio y pasar a través de los epitelios intestinales alcanzando la
lamina propia y la submucosa de truchas detectando un 20% de células positivas a las 24 h [32]. De
la misma forma, Jie et al. [78] intubaron oralmente peces cebra adultos con IBs fluorescentes de
TNFa detectando en intestino entre un 15% (10 pg) y 29% (20 pg) de células positivas fluorescentes
administradas a las 24 h, la diferencia en el porcentaje de internalizacion de los NPs entre peces cebra
y truchas puede deberse a las diferencias anatomicas del intestino entre ambas especies donde la
trucha tiene estomago mientras que el pez cebra no tiene [78]. En consonancia con estos resultados,
también hemos demostrado que IPNV-IFN™" puede llegar rapidamente a los macréfagos del rifion
anterior una vez que los NPs alcanzan el tracto gastrointestinal y a niveles mas altos que los NPs de
IPNV™', Brevemente, hipotetizamos que los NPs fluorescentes logran pasar y resistir el ambiente
acido del estomago y las enzimas gastrointestinales, y atravesar el epitelio intestinal mucosal (GALT)
y probablemente ser transportadas por células inmunologicas hasta alcanzar el rifion anterior. Este
resultado demuestra que los NPs recombinantes son resistentes a la degradacion no necesitando ser
encapsulada y que podrian tener una rapida biodisponibilidad en 6rganos linfoides. Sin embargo, ain
debemos evaluar si la cantidad de vacuna suministrada es suficiente para inducir una respuesta
inmune local inicial y si los NPs alcanzar otros 6rganos linfoides (como el bazo o branquias) y que
consecuentemente promueva una respuesta inmune sistémica. Torrealba y colaboradores
demostraron que la citocina TNFa nanoestructurada logra llegar a bazo (78% células positivas) y al
rifdn anterior (22,9% células positivas) de truchas y observar un aumento de la expresion génica de
las citocinas proinflamatorias TNFa, IL-1P e IL-8 a las 48 h [32]. No obstante, estos resultados son
orientativos debido a que los NPs fueron suministrados mediante inyeccion y se evalu6 el nivel de
proteccion que confieren las citocinas recombinantes contra una infeccion bacteriana (Pseudomonas

aeruhinosa).
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Figura 7. Endocitosis de IPNV™" ¢ IPNV-IFN"* en RT-HKM tras intubacién oral. Se tomaron
muestras de RT-HKM de trucha intubada (6 mg/kg pez) con IPNV™" e IPNV-IFN™ fluorescentes
para analisis de citometria de flujo 24 h después de la intubacion. Las diferencias entre la media de
cada grupo de tratamiento y el control se analizaron mediante la prueba no paramétrica no apareada

de Mann-Whitney. Niveles de significancia *p < 0,05; **p < 0,01.

3.2.2 Caracterizacion de la respuesta inmune en poblaciones celulares aisladas del

intestino tras la intubacion con IPNV-IFNNP

Se intubaron por via oral IPNV-IFN™ para evaluar si estimulaban la respuesta inmune innata local
y adaptativa en poblaciones de leucocitos. Las poblaciones de leucocitos se aislaron del intestino
posterior homogeneizado (~140 g) 24 h después de la intubacion oral con IPNV-IFN™ (6 mg/kg
pez). Se detectaron y clasificaron dos poblaciones diferentes de leucocitos y se denominaron linfoide
(L) y mieloide (M) en funcion de su complejidad, tamafio y fluorescencia (perfiles FSC/SSC/FITC).
Posteriormente, se analizo la expresion de genes marcadores asociados a linfocitos (células Ty B) y
APCs (Figura 8). La Figura 8B muestra que en la poblacion de células linfoides los genes CD8a e
IgM asociados a células T citotoxicas y células B respectivamente, mostraron mayores niveles de
expresion, aunque sin diferencias significativas entre tratamientos (Figura 8B). La poblacion
linfoide de los peces intubados con IPNV-IFN™* mostr6 una sobreexpresion significativa de Lamp3,
CDS83, MHCI y MHCII en comparacion con los peces control (PBS). Sin embargo, la expresion de
MHCI y MHCII en la poblacion linfoide (Figura 8B) es menor en comparacion con la poblacion
mieloide (Figura 8C). Se ha reportado la sobreexpresion de estos genes marcadores en leucocitos
del tejido linfoide asociado al intestino (GALT) estimulados con PAMP bacterianos, viricos y
citoquinas recombinantes, como IFNs, IL-1f, IL-6 y TNFa [44, 45]. Ademas, se ha informado que

el GALT estd compuesto por dos tipos de células implicadas en la respuesta inmunitaria: Los
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leucocitos de la 1amina propia (LLP), que contienen un gran grupo de células residentes y circulantes
como macrofagos/granulocitos; y los linfocitos intraepiteliales (LIEs), formados principalmente por
linfocitos T residentes (T CD4 y CD8a) y unos pocos linfocitos B localizados entre las células
epiteliales [56]. Ambos tipos de linfocitos T y B podrian responder a una infeccion de las mucosas

[81].

La sobreexpresion de genes MHC de clase I y clase Il aislados de células GALT puede estar
directamente implicada en el inicio de la respuesta inmunitaria innata y adaptativa, siendo
responsable del procesamiento y presentacion de antigenos peptidicos en la superficie de las células
presentadoras de antigenos (APCs), tales como las células dendriticas (CD83), los macrofagos
(MCSFR2a) y las células B (IgM), y su expresion puede ser reconocida por los receptores de células
T (TCR) de las células T citotoxicas CD8a o auxiliares/reguladoras CD4 [82]. Ademas, asociado a
la expresion de MHC, detectamos un marcador de macrofago MCSFR2a [79], que mostrd mayores
niveles de expresion en la poblacion mieloide aislada de peces intubados con IPNV-IFN'', en
contraste con los peces intubados con iRFP™* (Figura 8C). Todos estos resultados sugieren que la
vacuna recombinante IPNV-IFN™* podia estimular poblaciones de células linfocitarias con capacidad
para inducir la respuesta inmunitaria adaptativa. En cuanto a los genes de la respuesta inmunitaria
innata (Figura 9), observamos niveles bajos de expresion en ambos tipos de poblaciones, aunque
observamos un aumento de la expresion de CCL4 en los peces estimulados con IPNV-IFN™F en
comparacion con el control (PBS). Ademas, IL-8 se sobreexpreso en los peces intubados con iRFPNF,
La IL-8 es una de las primeras quimiocinas presentes poco después de iniciarse la inflamacion y una
de sus principales funciones es el reclutamiento de neutrofilos en el lugar de la infeccion. Sin
embargo, hoy se sabe que es secretada por una amplia variedad de células, incluidas las células

epiteliales y endoteliales [83].
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Figura 8. Analisis de expresion génica de poblaciones de leucocitos aislados del intestino de trucha
arcoiris. (A) Imagenes representativas de poblaciones linfoides [L] y mieloides [Myeloid]
clasificadas y recuperadas por clasificacion celular “cell sorting” segin tamano, complejidad y
fluorescencia (perfil FSC/SSC/FITC) 24 h después de la intubacién oral con IPNV-IFN™" (6 mg/kg
pez). (B) Expresion génica en la poblacion linfoide. (C) Expresion génica en la poblacion mieloide.
Control (PBS) (gris), iRFP™" (ptrpura) ¢ IPNV-IFN™" (rojo). Los datos son la media + DE (n=3).
Las diferencias estadisticas entre tratamientos se analizaron mediante ANOVA unidireccional,
seguido de la prueba de comparaciones multiples de Dunnett o la prueba no paramétrica de Mann-

Whitney. Niveles de significancia: ns, no significativo; *p < 0,1; **p <0,05.
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poblaciéon mieloide. Control (PBS) (gris), iRFP"" (morado) e IPNV-IFN™ (rojo) intubados
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oralmente a 6 mg/kg de pez. Los datos son la media = DE (n=3). Las diferencias estadisticas entre
tratamientos se analizaron mediante ANOV A unidireccional, seguido de la prueba de comparaciones
multiples de Dunnett o la prueba no paramétrica de Mann-Whitney. Niveles de significancia: ns, no

significativo; *p <0,1; **p <0,05.

Planteamos un nuevo enfoque de vacuna oral de subunidad contra el virus IPN. Hemos demostrado
que la vacuna es segura, estable y funcional, siendo resistente a condiciones ambientales extremas
(temperatura y pH acido), y administrable por via oral. El disefio de la vacuna estd compuesto por
modulos proteicos versatiles que incluyen el antigeno viral y un médulo IFNy, citocina moduladora
del sistema inmune que puede proporcionar proteccion contra el virus IPN potenciando la respuesta

inmune local y sistémica en trucha arcoiris juveniles.

Estudios in vitro que determinen los mecanismos por los cuales los NPs son internalizados en las
células e inducen un estado antiviral necesitan ser elaborados. Adicionalmente, para evaluar el
potencial adyuvante del modulo IPNV-IFNy, experimentos in vivo que incluyan incorporar la vacuna
en pienso y testear el nivel de proteccion de la vacuna contra el virus de IPN en salmoénidos deben

ser planeados.
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CAPITULO I11

Una vacuna de subunidad de administracion oral y
dirigida a la mucosa para proteger a los peces contra el

virus de la necrosis pancreatica infecciosa (IPNV)

Vacuna recombinante modular con propiedades inmunomoduladoras

para proteger a salménidos.
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RESUMEN

La vacunacion contra enfermedades virales es una de las principales herramientas profilacticas para
garantizar la sostenibilidad de la acuicultura. La mayoria de las vacunas comerciales disponibles son
inactivadas con un corto tiempo de inmunizacion y se administran mediante inyeccion, lo que causa
estrés en los animales y elevados costos operacionales. La administracion oral parece ser la mejor
opcion, debido a que no requiere manipular los peces garantizando el bienestar de los animales. Sin
embargo, las vacunas orales por lo general necesitan estar protegidas de la degradacion del antigeno
en el estdbmago y tienen que disefiarse combinadas con un adyuvante o considerar administraciones
de refuerzo para mejorar los niveles de inmunizacion. En el presente estudio, hemos desarrollado
una vacuna antiviral oral para truchas juveniles altamente estable en condiciones duras de pH y
temperatura que se autoorganiza como un biomaterial nanoestructurado con caracteristicas
inmunoestimuladoras. La proteina antigénica de la capside IPNV-VP2 se uni6 al IFNy de la trucha
arcoiris (IPNV-IFNy) y a un ligando CCRS5 de tipo humano (IPNV-IFNy-CCRS5). El constructo
modular se sobreexpres6 en E. coli y se purifico con una combinacion de métodos enzimaticos y
fisicos simples. IPNV-IFN-CCR5™" fue caracterizado por microscopia electrénica como
nanoparticulas que fueron endocitadas por macrofagos de trucha (RT-HKM), induciendo la
sobreexpresion de genes antivirales (Vig-1 y Mx), proinflamatorios (IL-1p y CCL4) y del receptor
diana del ligando (CCR11 de trucha). Se evaluo la expresion génica en o6rganos linfoides secundarios
intubados oralmente con iRFP"*, IPNV-IFN™ e IPNV-IFN-CCR5™ mostrando que los NPs no
estimulaban la respuesta antiviral. Sin embargo, los linfocitos B IgM/IgT, las quimiocinas
proinflamatorias (CCL4 y IP-10), el gen antiinflamatorio (IL-10) y el receptor CCRI11 fueron
sobreexpresados en dias especificos tras la intubacion y en diferentes organos (intestino posterior,
rindn anterior y bazo). Por ultimo, se observaron titulos elevados de anticuerpos del virus IPN en el
dia 21 en todos los tratamientos (incluidos los peces no tratados), lo que sugiere que las truchas
juveniles eran portadoras asintomaticas del virus IPN. No obstante, se detectd un aumento
significativo del titulo de Ab en las truchas estimuladas con IPNV-IFN-CCR5™" en comparacion con
los otros grupos. Esto sugiere que el ligando podria estar uniéndose a su receptor en las células diana

y orquestando la activacion de la respuesta inmunitaria local y sistémica.
1. INTRODUCCION

La vacunacion es el método mas eficaz para prevenir una amplia gama de enfermedades viricas en
acuicultura. El virus de la necrosis pancreatica infecciosa (IPNV) es una enfermedad virica aguda y
muy contagiosa que afecta a peces jovenes de trucha arcoiris (O. mykiss) y salmén atlantico (S. salar)

en piscifactorias [1, 2, 3]. Este virus puede causar el 100% de la mortalidad en las primeras etapas
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de vida de la trucha y en los juveniles de salmén post-esmoltificacion [1, 2] Dopazo et al. indicaron
que el IPNV se detecta a menudo en los leucocitos circulantes y, en consecuencia, se propaga a
diferentes tejidos, como el rifidn, el intestino y el pancreas durante la infeccion aguda [1]. El tropismo
tisular del IPNV depende en gran medida de las especies de peces, las cepas virales y la edad de los
peces [1].

El virus IPN es un miembro del género Aquabirnavirus dentro de la familia Birnaviridae y es el
agente causante de la enfermedad IPNV. El genoma viral tiene dos segmentos (A y B) de ARN de
doble cadena (ds) [4]. El segmento A contiene un marco de lectura abierto (ORF) que codifica una
gran proteina que se escinde para generar pVP2 (precursor de VP2), VP4, y VP3 [5]. La proteina
VP2 es el principal componente de la capside virica y es responsable de la virulencia y el tropismo
de la célula huésped [6, 7]. El desarrollo de vacunas contra el IPNV se ha vuelto indispensable para
la prevencion y el control de las infecciones viricas en salmonidos [8, 9, 10]. Existen en el mercado
varias vacunas inactivadas contra el IPNV para administracion intraperitoneal (i.p.) y actualmente
no mas de dos para administracion oral. Sin embargo, se ha informado de que no siempre protegen
contra la enfermedad, mostrando a menudo una baja inmunogenicidad y eficacia [8, 11, 12]. Las
vacunas inactivadas son menos eficaces, porque los procesos de inactivacion pueden destruir o
desnaturalizar la proteina antigénica [11, 13, 14]. Actualmente, hay dos vacunas de subunidades
disponibles en el mercado: una para administracion intraperitoneal (IPNV, capside VP2) y la segunda
(IPNV, capside VP2-VP3) para administracion oral a alevines de salmon (MSD Animal Health). A
diferencia de las vacunas atenuadas o inactivadas, las vacunas de subunidades tienen la ventaja de
ser seguras porque no contienen patdégenos vivos o enteros que puedan replicarse en el huésped.
Ademas, las estructuras de las vacunas de subunidades estan bien caracterizadas, centran la respuesta
inmunitaria en el reconocimiento de un antigeno especifico y puede producirse en grandes cantidades
[15, 16]. Sin embargo, las vacunas de subunidades pueden inducir una respuesta inmunitaria menor,
ya que suelen elaborarse con un tinico antigeno y no se replican en el hospedador como las vacunas
atenuadas, requiriendo dosis multiples de refuerzo o adyuvantes que ayuden a aumentar y prolongar
el periodo de inmunizacion [15, 16]. Un método para mejorar la seguridad y la eficacia de cualquier
vacuna consiste en administrar el antigeno con un ligando que tenga alta afinidad por células u
organos infectados [17]. Estas vacunas dirigidas administrarian el antigeno directamente a las células
infectadas, evitando la captacion inespecifica y la toxicidad potencial para las células sanas, y
también podrian administrarse a dosis mas bajas, porque la union al receptor y la internalizacion

pueden concentrar los conjugados en el interior de las células patologicas receptoras-positivas [17].

La inclusion de antigenos en el alimento es el método mas atractivo y practico para administrar
vacunas, porque es seguro, no estresante y puede administrarse facilmente a alevines y peces de todas

las tallas. Para disefiar y desarrollar una vacuna oral eficaz que estimule una fuerte respuesta
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inmunitaria local y sistémica, la proteina antigénica debe estar protegida contra el entorno acido del
estdbmago para permanecer intacta cuando llegue a la parte inferior del intestino, donde se absorbe y
transporta a las células inmunitarias [18, 19]. Las vacunas orales a base de proteinas y péptidos son
aun mas dificiles de elaborar debido a que pueden ser rapidamente degradadas por el acido
gastrointestinal y las enzimas intestinales, mostrando baja solubilidad, escasa permeabilidad e
inestabilidad gastrointestinal [20]. Para evitar la degradacion de las proteinas, se han intentado varias
estrategias, en particular sistemas de administracion que encapsulan la proteina o
nanotransportadores dirigidos a los enterocitos para facilitar la internalizacion de microparticulas
antigénicas [21]. A la fecha, diferentes vacunas orales contra IPNV, VNNV, VHSV o SVCV han
sido encapsuladas en microcapsulas de alginato o nanoparticulas de quitosano [18]. Se ha informado
de que una vacuna oral encapsulada de refuerzo contra el ISAV es capaz de aumentar los niveles de
anticuerpos IgM en salmoén de cultivo [22]. Se han desarrollado diferentes vacunas experimentales
no encapsuladas utilizando levaduras o plantas para expresar antigenos virales [23]. Diferentes
estrategias se centran en mejorar la absorcion oral en el tracto gastrointestinal o en intentar desarrollar
nanotransportadores que contengan ligandos especificos dirigidos a receptores o células intestinales
especializadas [20]. El transporte de antigenos a las células epiteliales intestinales puede estar
mediado por células presentadoras de antigenos (APC) como los macrofagos o receptores celulares
de membrana especificos en los enterocitos [20, 23]. Se ha demostrado que los ligandos unidos a la
superficie de los nanotransportadores pueden mejorar significativamente la captacion y el transporte

transepitelial de antigenos [21].

En este contexto, hemos disefiado una vacuna oral de subunidad con un adyuvante (IFNy) y dirigida
(ligando CCR) contra el IPNV que no necesita ser encapsulada, es segura y estable bajo condiciones
extremas. A falta de una molécula ligando de CCRS5 en salmonidos, hemos afiadido un médulo de
ligando CCR5 humano que se ha descrito como un potente agonista del receptor CCRS [24]. Los
receptores CCRS5 se expresan de forma constitutiva en los linfocitos intraepiteliales (IELs) del
intestino posterior y se han descrito como el principal correceptor del VIH. En general, las
quimiocinas humanas estdn muy conservadas y comparten similitudes estructurales con las
quimiocinas de los peces [25]. Se han descrito dos homodlogos de CCRS en el salmoén [26] y uno en
la trucha arcoiris denominado CCR11, que se expresa de forma constitutiva en el bazo, el rifién
anterior, las gonadas y el intestino, y puede aumentar su expresion en respuesta a Poly(I:C) o a las

citocinas [27].

Adicionalmente, hemos incluido un dominio que codifica el IFNy. Los IFNs son citoquinas
secretadas por las células que pueden inhibir la replicacion de virus dentro de las células e inducir
una respuesta antiviral contra las infecciones virales [28, 29, 30, 31]. EI IFN de tipo I conduce a la

activacion de las defensas inmunitarias innatas contra la infeccion virica, y los de tipo II (IFNy) estan
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mas implicados en la mejora de la inmunidad mediada por las células inmunologicas [32]. Se han
identificado dos miembros del IFN de tipo 11, el IFNy y el IFNy-rel que, al unirse a sus receptores
(IFNGR1 e IFNGR?2), activan la via de sefalizacion JAK/STAT induciendo la expresion de varios
genes bajo el control de IFNy [32, 33, 34]. E1 IFNy es secretado por células implicadas en las primeras
fases de una infeccion, como las natural killer (NK) y los macrofagos, y desempefia un papel
mediador en la respuesta inmunitaria adaptativa, siendo expresado principalmente por los linfocitos
T helper 1 CD4" y los linfocitos citotoxicos CD8" en respuesta a antigenos presentados por el MHC
[31, 35]. Se ha descrito que el IFNy es inducido de forma significativa por varios virus de peces,
como el VHSV, el SVCV, el VNNV y el IHNV [29]. Sun et al [36] demostraron que el [FNy es capaz

de estimular la actividad antiviral contra el IPNV y el SAV3 en salmonidos.

Estudios previos del grupo han demostrado que las proteinas recombinantes antivirales (IPNV'")
producidas como IBs o Nanopellets (NPs), tienen la capacidad de estimular la respuesta inmune
innata en macrofagos de HK y adaptativa, en ensayos in vivo [37, 38]. Ademas, hemos demostrado
que las proteinas antivirales recombinantes nanoestructuradas (NPs) presentan multiples ventajas: a)
proteinas a nanoescala estables, modificables y no toxicas que penetran en las células manteniendo
la actividad biologica; b) promueven la liberacion lenta de la proteina funcional; ¢) son estables a pH
bajo (pH = 2), por lo tanto puede administrarse por via oral dentro del pienso sin necesidad de
encapsulamiento; d) los NPs son faciles de producir, a bajo costo y de facil escalado; ¢) los NPs son
estables a temperaturas extremas (-80 a 100°C) con una larga vida util, faciles de almacenar sin
necesidad de proteccion térmica y pueden tolerar el proceso de fabricacion de piensos por extrusion.
En el estudio, hemos combinado un médulo proteico para fabricar una proteina recombinante con
diferentes funcionalidades. Se ha nanoestructurado una subunidad de vacuna que incluye una
proteina antigénica VP2 (IPNV-VP2 cépside) unida a un IFNy de trucha y un ligando de quimiocina
CCRS5 de humano (IPNV-IFN-CCR5™") para evaluar si la adicion de IFN gamma de trucha tiene la
capacidad de potenciar la respuesta inmunitaria antiviral, y si la adicion del ligando tiene la capacidad
de dirigir la vacuna a células especificas del intestino y, por lo tanto, activar la respuesta inmune
local y sistémica. Los resultados mostraron que la nanoestructura recombinante de IFNy con ligando
(CCRS5) unidas a proteinas antigénicas recombinantes (IPNV-VP2) estimulan la expresion de genes
antivirales y proinflamatorios en RT-HKM y que IPNV-IFN-CCR5™" fue capaz de estimular
significativamente la expresion de anticuerpos IgM especificos de IPNV en comparacion con el
control iRFP"* ¢ IPNV-IFN™, lo que sugiere que la administracion oral de IPNV-IFN-CCR5™"

puede inducir una respuesta inmune sistémica en truchas juveniles.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Diseno y produccién de la proteina antigénica viral nanoestructurada IPNV-IFN-
CCR5"",

Se disefio una proteina antigénica recombinante modular IPNV-IFN-CCR5™"

antigénica VP2 del IPNV (1-442) (UniProt acc. no: Q703G9) unida a IFNy de O. mykiss (25-180)

basada en la proteina

(UniProt acc. no: Q5QSL2) y a una secuencia del ligando del receptor 5 de quimioquinas
(QGPPGDIVLA). El ligando CCRS se ha descrito como un potente correceptor del receptor CCRS
humano, que conduce a la activacion de la via de sefializacion [24]. Ademas, un péptido enlazador
(GGSSRSS) de los moédulos proporciona flexibilidad a los dominios adyacentes [39] (Figura 1). Las
construcciones se optimizaron en codones para su expresion en E. coli, y clonaron y transformaron

segun lo descrito en el Capitulo 2.

CCR5 gando IFNy O. mykiss IPNV-VP2 His
L L
S - o
IFNy O. mykiss IPNV-VP2 His

L
- S e oo
Nt: N terminal

L (conector): GGSSRSS
His: 6xHis-tag
Ct: C terminal

Figura 1. Disefio de plataformas modulares funcionales de IPNV-IFN™ (1) e IPNV-IFN-CCR5""
).

2.2 Produccién, purificacién, cuantificacién y caracterizacion morfométrica de IPNV-
IFN-CCR5"?

La produccion de las proteinas recombinantes como IBs se realizé segiin el método descrito en el
Capitulo 2. La expresion de IPNV-IFN-CCR5™" se 1levé a cabo durante 1,5 h a 37°C y 250 rpm, y
la purificacion de los cultivos se realizd por disrupcion enzimatica y mecanica segun el proceso
descrito en el Capitulo 1. Tras la purificacion, los NPs de IPNV-IFN-CCR5™" se almacenaron a -
80°C. Finalmente, las proteinas fueron semicuantificadas, marcadas fluorescentemente y evaluadas

por citometria de flujo y microscopia confocal segtn lo indicado en el Capitulo 1.
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2.3 Caracterizacion morfométrica de las nanoestructuras proteicas de IPNV-IFN-
CCR5NF

La morfometria y el tamafio de los NPs nanoestructurados fue determinada con un microscopio
electronico de barrido (FESEM) y las muestras se prepararon y analizaron segun el punto 2.3 del

Capitulo 2.

2.4 Caracterizacién funcional in vitro de IPNV-IFN-CCR5"" en macréfagos de trucha

arcoiris
2.4.1 Cultivo celular

Los macroéfagos fueron obtenidos del rifion anterior (RT-HKM) de O. mykiss (100-140 g) segtn lo
descrito en el punto 2.4.1 del Capitulo 2, y la internalizacion y expresion génica de los NPs, fue

evaluada cuando los monocitos estaban completamente diferenciados a macrofagos el dia 5.

2.4.2 Endocitosis de IPNV-IFN-CCR5"F por las células RT-HKM

5™ fluorescente a

Para determinar si los macrofagos internalizan los NPs, se afiadio IPNV-IFN-CCR
diferentes dosis y tiempos a macrofagos HK al 80% de confluencia después de 2 h de incubacion en
medio minimo (0-0,5% FBS). Para los ensayos de dosis-respuesta, se afiadi6 a las células IPNV-IFN-
CCR5™ 22,5, 5,10, 20 y 50 ug/ml y se incubaron durante 12 h. Para los ensayos de endocitosis
comparativa entre NPs, las células se incubaron con IPNV-IFN™ ¢ IPNV-IFN-CCR5™" (20 pg/ml)
durante 12 h. Para los ensayos de tiempo-respuesta, las células se incubaron con 20 pg/ml de IPNV-
IFN™ ¢ IPNV-IFN-CCR5™ durante 1 h, 3 h y 12 h. A continuacién, los macréfagos fueron
desprendidos, resuspendidos y analizados por citometria de flujo (CytoFLEX LX) como lo descrito
en el Capitulo 2. Para comprobar que los NPs estaban presentes en el interior de los macrofagos, se
realizé microscopia confocal (Zeiss LSM 700). RT-HKM fueron sembradas e incubadas con IPNV-
IFN™? ¢ IPNV-IFN-CCR5™" fluorescentes a 40 pg/ml durante 15 h, tefiidas con tincién Hoechst y
CellMask Deep Red, y las imagenes de las células registradas por microscopia confocal (Zeiss LSM

700) segun el procedimiento descrito en el punto 2.4.2 del Capitulo 2.

2.4.3 Analisis de la expresiéon génica en células RT-HKM expuestas a IPNV-IFN'F e
IPNV-IFN-CCR5"F

Se incubaron macréfagos HK con IPNV-IFN™' ¢ IPNV-IFN-CCR5™" para evaluar si estimulaban el

sistema inmunitario innato y si el dominio ligando (IPNV-IFN-CCR5""

) es capaz de inducir la
expresion de los receptores del gen CCRS. Los cultivos primarios de RT-HKM se obtuvieron como

se describe en la seccion 2.4.1 del Capitulo 2. Los macrofagos diferenciados se incubaron en medio
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minimo durante 2 h y se estimularon durante 15 h con: IPNV-IFN™* ¢ IPNV-IFN-CCR5"" a 20 pg/ml,
Poly(I:C) y LPS a 10 pg/ml, iRFP™" a 20 pg/ml y células no tratadas como control. La expresion
génica se realizo segun el método descrito en la seccion 2.4.3 del Capitulo 2. Se evalud la expresion
de genes de respuesta inmune innata (Vig-1, Mx, CCL4, IL-1f, IFNGR2 e IP-10) y CCR11 (receptor
de trucha tipo CCRSY). Las secuencias de los cebadores y los nimeros de acceso figuran en la Tabla
1 del Capitulo 2. Todas las muestras (n=4 por tratamiento) se analizaron por triplicado y los datos

se analizaron mediante el método de Livak [40].

2.5 Caracterizacion funcional in vivo de los NPs tras la intubaciéon oral de trucha

arcoiris
2.5.1 Cultivo de trucha arcoiris

Diferentes grupos de truchas juveniles (O. mykiss) de entre 20-30 g y 100-140 g fueron obtenidas de
centros de produccion y mantenidos en el estabulario de peces de la UAB (Ref: ES082660037080)
en un sistema de recirculacion en 5 estanques de 0,5 m’ y un estanque de 1,2 m® a una densidad de
entre 10 y 13 kg/m® a ~16°C y fotoperiodo 12 h:12 h. Los peces fueron alimentados con dietas
comerciales (INICIO PLUS/EFICO, Biomar S.A.) al 2 y 3% de su peso corporal. Los niveles de
amoniaco y pH del agua fueron medidos y controlados diariamente. L.os experimentos se realizaron

siguiendo los Principios Rectores Internacionales para la Investigacion con Animales (EU 2010/63).

2.5.2 Expresion génica en organos linfoides secundarios de truchas juveniles
intubadas con IPNV-IFN"* e IPNV-IFN-CCR5""

Para evaluar la biodistribucion de los NPs en o6rganos mediante analisis de genes y determinar si el
modulo ligando incrementa la respuesta inmune en comparacion con el modulo interferon sin
ligando, IPNV-IFN™" e IPNV-IFN-CCR5™" fueron administrados por via oral a individuos juveniles
de trucha. Para el ensayo, fueron seleccionadas 100 truchas juveniles (29 + 3,2 g) que fueron
distribuidas aleatoriamente en 4 estanques (23 peces/estanque) y aclimatadas durante una semana.
Los peces se dejaron en ayuno durante al menos 48 horas y los NPs (IPNV-IFNy e IPNV-IFNy-
ligando) fueron administrados oralmente por intubacion a una dosis de ~8,33 mg/kg pez/dia (n=23
peces/tratamiento) durante tres dias consecutivos (dosis total= 25 mg/kg pez) seglin el procedimiento
descrito en el apartado 2.5.2 del Capitulo 2. Ademés, se administraron PBS (100 ul) e iRFPN" (~8,3
mg/kg pez) una proteina inmune no relevante, que se utilizaron como controles siguiendo el mismo
esquema. Se recogieron muestras de intestino posterior, bazo y rifion anterior n=4 truchas/tratamiento
los dias 1, 3, 15 y 21, tras la tltima intubacion y hasta el dia 21, los peces fueron alimentados segiin
lo indicado en la seccion 2.5.1. Ademas, se tomaron muestras de sangre (suero) en el tiempo 0 previo

a la intubacion y el dia 21 tras la intubacion. Las muestras de bazo, rifion anterior e intestino posterior
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fueron homogenizadas (Polytron PT 1600 E, KINEMATICA AGQG) y se extrajo el ARN utilizando
TriReagent (Sigma-Aldrich) siguiendo las instrucciones del fabricante. Para el analisis de la
expresion génica, se selecciond un conjunto de genes implicados en la respuesta inmunitaria innata
y adaptativa (Vig-1, Mx, CCL4, IL-1B, IFNGR2, IP-10, IL-10, TGF-$, CD4, CD8a, MHCI, MHCII,
IgM, IgT) y CCR11 (receptor de trucha tipo CCRS5). El andlisis de genes se realizé como se describe

en la seccion 2.4.3.

2.5.3 Titulos de anticuerpos especificos contra IPNV en suero de trucha tras la
intubacién con IPNV-IFN" e IPNV-IFN-CCR5"P

Para evaluar si IPNV-IFN™" e IPNV-IFN-CCR5"" inducian la produccion de anticuerpos especificos
contra el virus IPN, se intubaron por via oral alevines de trucha arcoiris (~30 g) (dosis total = 25
mg/kg de pez) con IPNV-IFN™', IPNV-IFN-CCR5™", iRFP™" y PBS (100 ul). Se realizaron ELISA
indirectos utilizando muestras de suero de al menos 4 peces no tratados en el dia 0 (29 £3,4 g) y de
peces intubados con NPs en el dia 21 (30 £ 3,8 g). Brevemente, se recubrieron 96 placas de
micropocillos (Microlon Sigma-Aldrich) con IPNV inactivado a 0,5 pg/pocillo en 50 pl de PBS O/N
a 4°C. Los pasos posteriores se realizaron a RT (~21°C). Se realizaron lavados 3X entre pasos con
PBS al 0,05% (v/v) de Tween-20. El bloqueo se realizo con 200 pl de leche desnatada al 3% en PBS
durante 2 h. Se prepararon diluciones triplicadas de suero en PBS al 0,05% (v/v) de Tween-20 y
0,5% de BSA (50 ul/pocillo). El anticuerpo monoclonal anti-trucha IgM (1G7) [41, 42] se diluy6 en
tampon de lavado (1:200) y se incubo (50 ul/pocillo) durante 90 min [43]. El anticuerpo anti-raton
de conejo conjugado con peroxidasa RAM-PO (Sigma-Aldrich) se diluy6 en tampén de lavado
(1:500) y se incubo (100 pl/ml) durante 1 h. Se afadié el reactivo de sustrato 3,3'5,5'
tetrametilbencina (TMB) (Thermo Scientific) (100 pl/pocillo) y se incub6 durante 20-30 min en
oscuridad. La reaccion se detuvo con 100 pl/pocillo de 2 M H, SO, y la absorbancia se midié a 450
nm en el lector de absorbancia de microplacas iMark (Bio Rad). El titulo de anticuerpos especificos

se definié como el inverso de la mayor dilucion que seguia dando un resultado positivo.
2.6 Estadisticas

La estadistica se realiz6 con GraphPad Prism 8.01 para Windows. Las comparaciones de medias para
cada grupo experimental frente al control y entre tratamientos se analizaron mediante ANOVA
unidireccional, seguido de una prueba de comparaciones multiples de Dunnett o prueba t unilateral
sin pares con correccion de Welch para varianzas desiguales, o prueba no paramétrica de Mann-
Whitney sin pares. Los datos se presentan como media + desviacion estandar (DE) y ns: no
significativo; *p < 0,1; **p < 0,05; ***p < 0,01; ****p < 0,001 se considerd estadisticamente

significativo.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Caracterizacion de las proteinas virales antigénicas modulares
nanoestructuradas IPNV-IFN"" e IPNV-IFN-CCR5""

3.1.1 Caracteristicas morfométricas de los NPs

Hemos producido y purificado una proteina modular nanoestructurada, denominadas Nanopellets
(NPs) utilizando un enfoque modular con combinaciones del dominio antigénico V2 del virus IPN,
la secuencia del IFN gamma (IPNV-IFNy"") y la secuencia del ligando CCRS5 (IPNV-IFNy-CCR5™")
(Figura 2). El rendimiento de produccién promedio para IPNV-IFN-CCR5™ (n = 2 purificaciones)
fue de 4,7 mg/l, menor que IPNV-IFN" (8 mg/l) (Figura 2) y VHSV-IFN"* (14,2 mg/l) (datos no
publicados), similar a IPNV™ (4,8 mg/l) y SVCV-IFN™ (3,6 mg/1). y mayor que SVCV™" (0,3 mg/l)
(Capitulos 1 y 2). Estos resultados confirman que el rendimiento de los NPs varia en funcion del
tamafio de la secuencia y longitud del constructo. IPNV-IFN"* ¢ IPNV-IFN-CCR5™" mostraron un
tamafio y una morfologia externa diferentes (Figura 3). IPNV-IFN™" tiene una superficie porosa y
una forma general oviforme, mientras que IPNV-IFN-CCR5""
superficie més lisa (Figura 3). La longitud media de IPNV-IFN™ (937 + 156 nm) es
aproximadamente el doble que la de IPNV-IFN-CCR5™" (460 + 89 nm). Aunque IPNV-IFN-CCR5™"

tiene una forma redondeada y una

es una proteina mas grande (~69 kDa) mostr6é una morfologia mas compacta con la mitad del tamafio
de IPNV-IFN™* (~67,5 kDa). La longitud media de IPNV-IFN™" incubada a pH 2 y a 100°C fue
similar a los NPs control sin tratar (Figura 3A, iy ii) (Seccion 3.1.1, Capitulo 2). De esta misma
forma, la longitud media de IPNV-IFN-CCR5™" incubada a pH 2 (516 + 132 nm) y a 100°C (404 +
91 nm) también fueron similares a IPNV-IFN-CCR5"" sin tratar (Figura 3B, i y ii), indicando que
IPNV-IFN-CCR5™" a pH 2 y temperatura extrema mantiene las propiedades estructurales siendo
capaz de resistir ambientes estomacales acidos y altas temperaturas que puede alcanzar el proceso de

extrusion al producir pienso.
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Figura 2. Fraccion soluble-insoluble, SDS-PAGE Coomassie y cuantificacion de los NPs. (A)
Fraccion soluble (S) e Insoluble (I) de IPNV-IFN™ e IPNV-IFN-CCR5™" obtenida post prueba de
induccion con IPTG (O/N). (B) Nivel de pureza y comparacion de la homogeneidad de IPNV-IFNY
e IPNV-IFN-CCR5™ evaluados mediante SDS-PAGE tefiido con Coomassie. (C) IPNV-IFN™ ¢
IPNV-IFN-CCR5™" semi cuantificados mediante western blot utilizando un anticuerpo anti-His-tag.
Las concentraciones de proteina se calcularon a partir de una curva estandar de una proteina
recombinante marcada con His utilizando el software Quantity One (Bio-Rad). La curva estandar
oscilo entre 125 y 15,6 ng y las diluciones de los NPs fueron de 1:40 a 1:400. (C) El rendimiento de
IPNV-IFN™ y IPNV-IFN-CCR5™" fue calculado a partir de 2 lotes diferentes.
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Figura 3. Caracterizacion comparativa de las proteinas nanoestructuradas IPNV-IFN™F e IPNV-IFN-
CCR5™ en condiciones extremas de pH y temperatura. Imagenes FESEM de (A) IPNV-IFNY" y (B)
IPNV-IFN-CCR5™ expuestas a pH 2 y alta temperatura (100°C). Histogramas de distribucién de
tamafios de longitud (i) y anchura (ii) (n=60) de IPNV-IFN™* ¢ IPNV-IFN-CCR5"".

3.1.2 Endocitosis del médulo antigénico viral nanoestructurado IPNV-IFN-CCR5""
por células HKM

Los macrofagos de trucha (RT-HKM) endocitaron facilmente IPNV-IFN-CCR5™. En los ensayos
de dosis-respuesta, mas del 70% de las células fueron positivas para la endocitosis de IPNV-IFN-
CCRS5™ atodas las dosis, alcanzando una media de 87 £ 9%, 83 + 3%y 80 + 12% de células positivas
a 5, 10 y 20 ug/ml, respectivamente. La intensidad de fluorescencia media (IFM) aument6 al
aumentar las dosis, alcanzando las intensidades mas altas a 20 y 50 pg/ml (Figura 4A), teniendo la
capacidad de endocitar los NPs a medida que aumenta la dosis, similar a lo observado con IPNV-
IFN™ (Capitulo 2) y reportado en nuestros estudios previos [37]. La endocitosis comparativa entre
IPNV-IFN™ e IPNV-IFN-CCR5™" a 20 pg/ml mostré que IPNV-IFN-CCR5™ fue endocitado més
eficientemente que IPNV-IFN™ (Figura 4B). Este patron también se observo en los ensayos de

SNP

tiempo-respuesta (Figura 4C) y podria explicarse porque IPNV-IFN-CCR5™ es mas compacto, y
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esta caracteristica permite una endocitosis mas rapida y facil. El tamafio es una caracteristica
importante que permite modular la endocitosis y el destino de las nanoparticulas [44, 45]. Otra
explicacion seria que el ligando CCRS de los NPs facilita la captacion por los macrofagos mediante

endocitosis mediada por receptor.

El receptor de quimiocina CCRS5 es expresado en macrofagos, células T y células dendriticas y sirve
como principal correceptor para la entrada del virus VIH en macréfagos [46] y se ha reportado la
interaccion con ligandos, en particular la quimiocina CCLS (proteina quimioatrayente de monocitos
MCP-2), la quimiocina CCL3 (proteina inflamatoria de macrofagos, MIP-1a), CCL4 (proteina
inflamatoria de macrofagos, MIP-1B) y CCL5 (RANTES) [48, 49]. Ademas, se ha reportado que el
receptor CCRS5 se expresa preferentemente en el fenotipo de macréfago M1 (proinflamatorio) en
respuesta a IFNy y LPS apoyando el reclutamiento selectivo de células T y células efectoras
especificas del tipo Thl [47], lo que esta en consonancia con nuestros resultados de sobreexpresion
génica de CCR11 (tipo CCRS5) observado en los macréfagos tratados con los NPs (IPNV-IFN™ e
IPNV-IFN-CCR5™") y LPS (Figura 5).

Qi y colaboradores identificaron y caracterizaron en O. mykiss cuatro receptores CCR especificos,
denominados CCR4La, CCR4Lc1, CCR4Lc2 y CCR11 (receptor utilizado en el estudio), con un
estrecho vinculo con los receptores CCR humanos, en términos de homologia de aminoacidos y
conservacion sinténica en los cromosomas y con la capacidad de expresarse en macrofagos del rifion
anterior asi como en bazo e intestino de truchas en respuesta a Poly(I:C), Peptidoglicano (PGN) o
citocinas proinflamatorias (IL-1p, IL-6 e IFNy) [27]. Adicionalmente, reportaron que la secuencia
del receptor CCR11 de trucha es ortéloga a la secuencia del receptor CCRS del salmon reportada por
Grimholt et al., quienes identificaron 48 receptores de quimiocinas o receptores similares a la

quimiocina en salmon del atlantico [26].

Se ha reportado que los receptores de quimiocinas sufren degradacion en ausencia del ligando y
pueden cambiar su funcionalidad en funcién del nimero de receptores que son activados [49], lo que
parece no haber ocurrido en nuestro caso, mirando el alto porcentaje e intensidad media de células
fluorescentes positivas en los macréfagos expuestos a IPNV-IFN-CCRS en comparacion a [IPNV-
IFN (Figura 4) y que podria ser reforzado observando la sobreexpresion génica del receptor CCR11
inducida por IPNV-IFN-CCRS5 en macrofagos (Figura 5), la sobreexpresion de CCR11 en tejidos
del intestino distal al dia 3 post intubacion oral de los NPs (Figura 6A) y el incremento significativo
de CCR11 en el bazo al dia 15 post intubacion (Figura 7B). Estos resultados podrian explicar que el
ligando de CCRS5 humano puede unirse exitosamente al receptor CCRI11 induciendo la
internalizacion de los NPs antigénicos en macréfagos y probablemente estimular la respuesta inmune

mediante la induccion de citocinas proinflamatorias (IL-1p y CCL4) (Figura 5) y con la capacidad
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de inducir una respuesta inmune sistémica mediante la generacion de anticuerpos de especificos de

IPNV (Figura 8).

Observando los datos de expresion génica de la seccion 3.1.3, la integracion del ligando parece
mejorar ligeramente la induccion de los genes antivirales de los macrofagos, aunque las diferencias
estadisticas no fueron significativas. Las imagenes de microscopia confocal también mostraron que
IPNV-IFN™ (Figura 4D, ii) ¢ IPNV-IFN-CCR5"" (Figura 4D, iii) fueron internalizados por los
macrofagos tras 15 h de incubacion. Estos resultados fueron coherentes con los obtenidos por
citometria, que mostraron que mas del 70% de las células eran positivas a la presencia de IPNV-
IFN™* ¢ IPNV-IFN-CCR5™". De nuevo, observamos que las células expuestas al IPNV-IFN-CCR5™"
endocitaron mas NPs, mostrando agregados mas grandes en el citosol en comparacion con el IPNV-
IFN™" (Figura 4D, ii y iii), lo que podria explicar la mayor intensidad de fluorescencia observada

por citometria (Figura 4B y 4C).
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Figura 4. Endocitosis de IPNV-IFN™ ¢ IPNV-IFN-CCR5™ por RT-HKM. Los macréfagos se
trataron con NPs fluorescentes y se analizaron por citometria de flujo: (A) Dosis-respuesta, (B)
endocitosis comparativa y (C) tiempo-respuesta. Para los ensayos de dosis-respuesta, se afiadieron
de 2,5 a 50 pg/ml de IPNV-IFN-CCR5™ a células HKM vy se incubaron durante 12 h. Para los
ensayos de endocitosis comparativa, se afiadieron 20 pg/ml de NPs (IPNV-IFN™" frente a IPNV-
IFN-CCR5™) a las células y se incubaron durante 12 h. Para los ensayos de tiempo-respuesta, los
cultivos celulares se incubaron durante 1 h, 3 h'y 12 h a 20 pg/ml. (D) Microscopia confocal de RT-
HKM (40 pg/ml, 15 h); imagen confocal de (i) RT-HKM no tratado, (ii) RT-HKM tratado con IPNV-
IFN™" y (iii) RT-HKM tratado con IPNV-IFN-CCR5™". Las NPs se muestran en verde, la membrana
celular en rojo y los nticleos en azul. Las diferencias entre medias se analizaron mediante un ANOVA
unidireccional con la prueba de comparaciones multiples de Dunnett, tratamientos frente a control.

Niveles de significancia: ns, no significativo; *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001.
3.1.3 Analisis de la expresion génica en células RT-HKM tratadas con NPs

Con el objetivo de desglosar la funcionalidad de los dominios IPNV con IFNy y ligando, se utilizaron
genes marcadores de respuesta inmune antiviral del antigeno IPNV-VP2 (Vig-1 y Mx), genes
proinflamatorios estimulados por restos bacterianos (IL-1f y CCL4) y el gen CCRI11 para la
actividad del ligando (CCRS5). IPNV-IFN"* e IPNV-IFN-CCR5™" (20 pg/ml) provocaron una fuerte
respuesta antiviral en cultivos primarios de macrofagos. Los genes antivirales Vig-1 y Mx
aumentaron significativamente en los macréfagos incubados con IPNV-IFN-CCR5™ en
comparacion con los macrofagos expuestos a la proteina no inmune iRFP™" (20 pg/ml). Sin embargo,
no se detectaron diferencias significativas en la expresion de Vig-1 y Mx entre IPNV-IFN™" ¢ IPNV-
IFN-CCR5™" (Figura 5). Asimismo, se observo una fuerte antiviralizacion (Vig-1 y Mx) y activacion
de la via de sefializacion del interferon (IFNGR2 e IP-10) en RT-HKM tras la estimulacion Poly(L:C).
Thwaite et al informaron de una sobreexpresion significativa de los genes Vig-1 y Mx en RT-HKM
estimuladas con IPNV™' y Poly(I:C) [37]. También se ha informado de que los linfocitos
transfectados con un plasmido que codifica para IFNy mostraron sobreexpresion de IFNy, Mx, IL-
1B y Poly(I:C) [50]. La adicién de un mddulo IFNy al antigeno SVCV (SVCV-IFN™'), aument6 la
expresion de Vig-1 y Mx en comparacion con el SVCV sin el dominio IFNy (Capitulo 1). Estos
resultados son comparables a los del presente estudio. [IFNy es un regulador clave de la activacion de
macrofagos y es la citocina que estimula directamente la activacion y diferenciacion de linfocitos Th
no activados CD4" al fenotipo Th1 [36]. Ademas, tanto la IPNV-IFN™* como la IPNV-IFN-CCR5™"
indujeron la expresion génica del receptor de IFN (IFNGR2) en macrofagos, a niveles
significativamente mas altos que la proteina de control (iRFP™"), lo que sugiere que el IFNy, dentro

de la vacuna modular, se unira al IFNR estimulando la sobreexpresion de IFNGR2. Sin embargo, la

155



proteina IP-10 inducible por Interferon gamma no fue regulada significativamente por los NPs de
IPNV, principalmente IPNV-IFN-CCR5™" en comparacion al control iRFP"'. En macréfagos de
trucha se ha descrito la expresion del gen de la proteina IP-10 tras la estimulacion con IFNy
recombinante [34] y con SVCV también hemos utilizado IP-10 como indicador de la funcion IFNy
en células ZFL de pez cebra. Sin embargo, aunque se ha informado de que IFNy induce IP-10 en
células de salmon, también se ha sugerido que la actividad antiviral de IFNy induciendo IP-10 puede

ser parcialmente dependiente de la induccion de IFN tipo I [36].

Se observo una sobreexpresion significativa del receptor CCR11 en RT-HKM estimulados con
IPNV-IFN™ ¢ IPNV-IFN-CCR5™" en comparacion con la proteina inmunolégicamente irrelevante
iRFP™" y el control no tratado, y se observé un nivel similar de expresion del receptor CCR11 entre
IPNV-IFN™ e IPNV-IFN-CCR5™" (Figura 5). Se ha descrito la sobreexpresion de receptores CCR
en macrofagos HK de trucha estimulados con citocinas proinflamatorias como IL-13 , IL-6 e [FNy o
PAMPs, peptidoglicano y bacterias [27]. Estos hallazgos sugieren que el dominio IFN y el ligando
CCRS5 podrian unirse a los receptores IFN y CCR en macrofagos, lo que en consecuencia puede

potenciar las respuestas antivirales e inflamatorias en RT-HKM.

Las citocinas proinflamatorias IL-1p y CCL4 se sobreexpresaron en RT-HKM estimuladas por todas
las NPs (iRFP"*, IPNV-IFN™* ¢ IPNV-IFN-CCR5™), asi como por LPS y Poly(I:C) en comparacién
con las células control no tratadas, pero no se observaron diferencias significativas en la expresion
génica entre iRFP™", IPNV-IFN™" ¢ IPNV-IFN-CCR5™" (Figura 5). Se ha descrito que CCL4 se
expresa significativamente en macréfagos de trucha tras la estimulacion con lipopolisacaridos (LPS)
y Poly(I:C) [37, 52, 53]. Estos resultados sugieren que el LPS y el Poly(I:C), asi como el IPNV-
IFN™ y el IPNV-IFN-CCR5™" que contienen pequefios restos de membrana de células como
peptidoglicanos o LPS son suficientes para inducir una respuesta inmune proinflamatoria en

macrofagos de HK.
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Figura 5. Analisis de la expresion génica de RT-HKM estimuladas con IPNV-IFN™ e IPNV-IFN-
CCR5™. Las células RT-HKM se expusieron a NPs durante 15 h: células de control no tratadas
(gris), iRFP™" 20 pg/ml (azul), Poly(I1:C) 10 pg/ml (naranja), LPS 10 pg/ml (morado), IPNV-IFNN
20 ug/ml (rojo) e IPNV-IFN-CCR5™ 20 pg/ml (verde). Los datos son la media + DE (n=4). Las
diferencias estadisticas entre tratamientos se analizaron mediante la prueba t unilateral por pares con
correccion de Welch para varianzas desiguales o la prueba no paramétrica de Mann-Whitney por

pares. Niveles de significancia: ns, no significativo; *p <0,1; **p < 0,05; ***p <0,01.

3.2.2 Caracterizacion funcional in vivo de la respuesta inmune en 6rganos linfoides

de truchas arcoiris juveniles intubadas con los NPs

Durante tres dias consecutivos se intubaron oralmente con IPNV-IFN™ e IPNV-IFN-CCR5™ a 23
truchas arcoiris juveniles (~30 g) por tratamiento (~8,33 mg/kg pez/dia) hasta alcanzar una dosis
total de 25 mg/kg pez. A continuacion, se tomaron muestras de tejido del intestino posterior, el bazo
y el rifidn anterior de 4 peces/tratamiento los dias 1, 3, 15 y 21 después de las intubaciones. Los genes
marcadores de la respuesta inmune innata se evaluaron en el intestino posterior y el rifion anterior
los dias 1 y 3 tras la intubacion, mientras que los genes asociados a la respuesta inmune adaptativa
se evaluaron en el rifion anterior y el bazo los dias 15 y 21 tras la intubacion oral. No se observo
mortalidad, lesiones cutaneas, comportamiento natatorio anormal, pérdida de apetito, ni signos de
toxicidad en las truchas a lo largo de los 21 dias del estudio, incluidos los tres dias en que se intubaron
oralmente los mismos peces por tratamiento. Tanto IPNV-IFN-CCR5™ como IPNV-IFN™ no

consiguieron aumentar la expresion de genes antivirales. Sin embargo, algunos genes de
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quimioquinas relacionados con la respuesta inmune proinflamatoria, las células B IgM/IgT y el gen
antiinflamatorio (IL-10) fueron estimulados. IPNV-IFN-CCR5"", asi como IPNV-IFN"* ¢ iRFP"F,
fueron capaces de sobreexpresar el gen receptor de quimioquinas CCR11 en el bazo el dia 15 después
de la intubacion, en contraste con los controles no tratados (Figuras 6 y 7). Estos resultados

SNP

mostraron que el ligando incorporado a la vacuna (IPNV-IFN-CCR5™) no estimul6 el gen CCR11,
lo que sugiere que los componentes inmunoestimuladores adicionales contenidos en las NPs, como
el lipopolisacarido (LPS), el peptidoglicano (PGN) o los residuos celulares de ADN-ARN estan
implicados en la induccion del receptor CCR11. Qi et al. informaron de una elevada sobreexpresion
de receptores CCR en 6rganos de trucha, como el bazo, el intestino y el rifidon anterior estimulados
por citoquinas como IL-1f e IFNy, asi como por PAMPs, peptidoglicanos e infeccion bacteriana
[27]. Esto concuerda con nuestro estudio y puede explicar la sobreexpresion del gen CCR11 en el
bazo, asi como la sobreexpresion significativa de CCR11 detectada el dia 3 en el intestino posterior
estimulado con IPNV-IFN-CCR5™" ¢ IRFP™’. Asimismo, la quimioquina CCL4 fue sobreexpresada
en el intestino posterior por IPNV-IFN™" el dia 3 tras la intubacién en comparaciéon con IRFP™' e
IPNV-IFN-CCR5™" (Figura 6A). Se ha descrito que esta quimioquina desempefia un papel clave en
la coordinacion del grado y la duracion de la respuesta inflamatoria local [53]. Por otro lado, la
proteina inducible por interferon-gamma (IP-10) quimioquina secretada por las células en respuesta
a IFNy, que en mamiferos desempefia un papel importante en la activacion y regulacion de las
respuestas inflamatorias y de células inmunitarias, como macréfagos y linfocitos T [55, 56], también
fue significativamente sobreexpresada en el intestino posterior y macrofagos de HK por IPNV-IFNY
en el dia 3 después de la intubacion oral (Figura 6A y 6B). En la actualidad, la quimioquina IP-10
(CXCL10) ha mostrado una potencial aplicacion en enfermedades humanas como el COVID-19, la
tuberculosis y el cancer, lo que sugiere que es un buen biomarcador de la respuesta inmunitaria en el
huésped [51]. En humanos, diferentes estudios han sugerido que la orquestacion de la expresion de
CXCL10 desempeiia un papel importante en el inicio de la respuesta inmune, que se asocia a una
respuesta inflamatoria robusta caracterizada por la activacion de células NK y células T CD4+ [52].
En un experimento in vivo con la tilapia del Nilo desafiada con Poly(I:C) y LPS, se observo un
aumento significativo de la expresion de CXCL10 en higado, bazo y rifién anterior [55]. También se
ha observado que la CXCL10 desempefia un papel trascendente en la respuesta a la infeccion y en la
regulacion inmunitaria de monocitos/macréfagos mediada por el componente del complemento Clq
de la respuesta inmune innata en peces teleosteos [25]. En conjunto, la sobreexpresion de IP-10 en
el intestino sugiere que la vacuna de subunidad recombinante que contiene el modulo IFNy (IPNV-
IFN™?) podria estar implicada en la mediacién inicial de la respuesta inmunitaria e inducir el
reclutamiento y el trafico de células inmunitarias, como linfocitos T/macrofagos, entre los 6rganos

linfoides secundarios y, presumiblemente, hacia los focos de infeccion.
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En los teledsteos, los linfocitos B y las inmunoglobulinas secretoras desempefian un papel importante
en la respuesta inmunitaria local, ayudando a mantener la homeostasis del organismo y a protegerlo
contra los efectos de la infeccion por agentes patdgenos [56]. Hemos detectado un ligero aumento de
la expresion de células B IgM en el bazo de peces intubados con IPNV-IFN™' ¢ iRFP™", en contraste
con el control y con IPNV-IFN-CCR5™" el dia 21 después de la intubacién y también hemos
observado una sobreexpresion significativa de células B IgT en el intestino posterior y en macrofagos
HK expuestos a NPs recombinantes los dias 1 y 15 después de la intubacion oral, respectivamente
(Figura 6, 7A y 7B). Los linfocitos B IgM de teledsteos son con diferencia el isotipo predominante
en el suero de la trucha, siendo abundantes en sangre y bazo, representando entre el 20 y el 55% de
todos los leucocitos, y el isotipo IgT, puede alcanzar el doble de concentracion que el IgM en la
mucosa intestinal [58, 59]. Se ha descrito que la capacidad de los linfocitos B IgM e IgT para
proliferar y secretar anticuerpos en respuesta a la estimulacion microbiana es muy similar, pero con
una diferencia importante en la prevalencia en el intestino [59, 60]. En un experimento con truchas
desafiadas con el virus de VHS, se detectaron células secretoras de IgM e IgT en el bazo y la mucosa,
respectivamente, lo que sugiere una expansion clonal de las células Ig B en el hospedador [60]. Estos
hallazgos son consistentes con las células Igs B detectadas en el bazo, HK e intestino posterior de
truchas juveniles en el experimento, sugiriendo que nuestras NPs podrian tener propiedades
inmunoestimulantes con la capacidad de inducir una respuesta inmune sistémica en la trucha, pero
teniendo en cuenta que las células IgT B podrian jugar un papel en el mantenimiento de la

homeostasis en la mucosa intestinal (Figura 6A y 7).

Observamos un aumento significativo de la sobrexpresion del gen antiinflamatorio IL-10 tanto en el
rifion anterior como en el bazo de las truchas estimuladas con IPNV-IFN™" en los dias 15 y 21

posterior a la intubacion, en contraste con IPNV-IFN-CCR5™"

y el control no tratado. Ademas,
iRFP™" también mostré una mayor sobreexpresion que el médulo IFNy, pero ligeramente menor que
el moédulo IFNy con ligando (Figura 7). IL-10 desempefia un rol importante en la tolerancia
inmunolégica manteniendo la homeostasis inmune y la inhibicion de las respuestas inmunes a través
de la induccion de células T y B reguladoras [61]. En humanos se ha reportado que IL-10 es
producida por células T CD4 y macrofagos, y es un fuerte estimulador de las inmunoglobulinas
secretadas por células B activas [62], lo que presumiblemente podria explicar el incremento en la
expresion de genes asociados a células B I[gM y CD4 observados el dia 21 post intubacién en el rifion
anterior y en bazo de truchas intubadas con el modulo IFNy (Figura 7A y B). La elevada
sobreexpresion de IL-10 en macrofagos tratados con IPNV-IFN™ (Figura 7A) también podria
explicarse por una activacion de macrofagos del fenotipo M2 que tienen una funcion reguladora
antiinflamatoria secretando grandes cantidades de IL-10 y caracterizado por una disminucion en la

presentacion de antigenos a las células T [63], lo cual también puede responder a la menor expresion
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de titulos de anticuerpos especificos de IPNV en los macréfagos de peces tratados con IPNV-IFNY
incluso en comparacion a los grupos control (Figura 8). En paralelo, el aumento de células B IgT en
macréfagos HK estimulados con el modulo IFN NPs (IPNV-IFN™) el dia 15 después de la
intubacion oral también podria explicar la sobreexpresion de IL-10 (Figura 7A). Se ha informado de
que las células B IgT en teledsteos expresan niveles altos de IL-10. Se ha sugerido que las células B
IgT tienen funciones inmunorreguladoras unicas tanto en la mucosa como en los 6rganos sistémicos
durante el desafio con patogenos, basandose en su alta capacidad para producir IL-10 [64]. Estos
resultados demostraron que el modulo IFN combinado con un ligando (IPNV-IFN-CCR5™) no
induce la citocina IL-10, la principal citocina antiinflamatoria producida por los leucocitos, y
posiblemente podria explicar la significativa expresion de anticuerpos especificos del virus IPN en
el suero de las truchas estimuladas por IPNV-IFN-CCR5™", resultados que se muestran y discuten en
la siguiente seccion (3.3.). También se debe tener en cuenta que la mucosa intestinal de los peces es
rica en bacterias comensales y otros factores que podrian inducir tolerancia oral, que por si solos o
en conjunto pueden potencialmente prevenir o reducir las respuestas inflamatorias para preservar la

homeostasis de la mucosa [58].
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Figura 6. Analisis de expresion génica en intestino posterior (A) y rifiéon anterior (B) de truchas
juveniles en los dias 1 y 3 tras la intubacion oral. Truchas arcoiris (~30 g) fueron intubadas oralmente
con NPs durante 3 dias consecutivos: Control PBS (100 ul) (gris), iRFP"" (azul), IPNV-IFN™" (rojo)
e IPNV-IFN-CCR5™" (verde). Los datos son la media + DE (n=4). Las diferencias entre las medias
se analizaron mediante un ANOVA unidireccional con la prueba de comparaciones multiples de
Tukey o la prueba no paramétrica no apareada de Mann-Whitney. Letras distintas indican diferencias

significativas y barras sin letras indican ausencia de significacion entre tratamientos (p < 0,1).
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Figura 7. Analisis de expresion génica en rifion anterior (A) y bazo (B) de truchas juveniles en los
dias 15 y 21 tras la intubacion oral. Truchas arcoiris (~30 g) fueron intubadas oralmente con NPs
durante 3 dias consecutivos: PBS (100 pl) (gris), iRFP™* (azul), IPNV-IFN™" (rojo) e IPNV-IFN-
CCR5™" (verde). Los datos son la media + DE (n=4). Las diferencias entre las medias se analizaron
mediante un ANOV A unidireccional con la prueba de comparaciones multiples de Tukey o la prueba
no paramétrica no apareada de Mann-Whitney. Letras distintas indican diferencias significativas y

barras sin letras indican ausencia de significacion entre tratamientos (p < 0,1).
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3.3 Respuesta de anticuerpos especificos

Las muestras de suero de los peces intubados con IPNV-IFN-CCR5™ mostraron un aumento
significativo de los titulos de anticuerpos especificos contra el virus de IPN (dilucién 1:30) en
comparacién con iRFP', IPNV-IFN™ y los grupos control el dia 21 después de la intubacion. Sin
embargo, los grupos de control (To, PBS e iRFP™") mostraron titulos de anticuerpos similares a los
de IPNV-IFN™ lo que sugiere que los peces estuvieron expuestos previamente al virus IPN (Figura
8). Aunque las truchas presentaban un historial libre de IPNV desde la piscicultura de origen y no
hubo signos de brote o enfermedad posterior al transporte ni durante el ensayo y, por tanto, fallamos
en no realizar un analisis qPCR confirmatorio, no podemos descartar que los peces fueran portadores
asintomaticos del virus y que la sintomatologia (interna y externa) que genera el virus en los peces
estuviera a niveles indetectables previamente y durante el ensayo. Debemos considerar que el virus
de IPN se puede transmitir de un hospedador a otro mediante infeccion horizontal (entre peces o a
través de las heces o tejidos) y de forma vertical (entre generaciones) [65] y que se ha reportado que
los hospedadores de IPNV pueden convertirse en portadores asintomaticos y el virus mantenerse a
niveles indetectables a menos que se produzcan episodios de estrés [1]. También se ha descrito la
reduccion de la replicacion viral como consecuencia de la reduccion de la transcripeion de las células
infectadas [66]. Ademas, la persistencia de la enfermedad se ha explicado porque el virus y el
hospedador alcanzan un equilibrio en el que el virus reduce la replicacion para evitar dafar al
hospedador y, asi, no desencadenar las defensas del hospedador. El virus IPN también tiene la
capacidad de entrar en los leucocitos sanguineos, escapando a las defensas inmunitarias del huésped
y mostrando un perfil replicativo bajo [1]. Por lo tanto, basandonos en el alto nivel de titulos de
anticuerpos especificos del IPNV detectados en todos los grupos de peces (incluidos los controles),
sospechamos que las truchas juveniles fueron portadores asintomaticos del virus o que el transporte
o la manipulacion temprana de los animales previo al ensayo (muestreos de peso, traslados entre
estanques etc.) pueden haber inducido un aumento de la replicacion del virus, que en consecuencia

puede estar interfiriendo en nuestro estudio. Sin embargo, IPNV-IFN-CCR5™?

fue capaz de estimular
un aumento significativo en la expresion de anticuerpos IgM especificos de IPNV en contraste con
los otros tratamientos, incluyendo IPNV-IFN™*, Nuestra hipétesis es que el ligando CCRS puede
estar uniéndose al receptor CCR11 de los leucocitos intestinales, lo que podria estar promoviendo la
migracion de las células inmunitarias con el antigeno y, en consecuencia, induciendo una respuesta
especifica de anticuerpos. Estos resultados sugieren que la administracion oral de la subunidad de
vacuna IPNV-IFN-CCR5™" que incluye un ligando humano puede estimular la respuesta inmune

sistémica en truchas juveniles.
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Figura 8. El modulo ligando (IPNV-IFN-CCR5™) induce la expresion de anticuerpos especificos
del virus IPN en suero de truchas juveniles. (A,i) Imagen representativa de trucha juvenil durante
intubacion oral. (A,ii) Imagen representativa de trucha el dia 21 posterior a la intubacion oral. (B)
Curvas de titulacion de anticuerpos especificos de IPNV. Se evalu6 el suero de truchas juveniles
intubadas con IPNV-IFN™" (rojo), IPNV-IFN-CCR5™" (verde) e iRFP™* (azul) (dosis de 25 mg/kg)
21 dias después de la intubacion mediante ELISA indirecto. Los peces control (ptirpura) fueron
intubados con PBS (100 ul) y también se recogié suero de peces no tratados (negro) (To Control).
Dilucion del suero: 1:30, 1:60 y 1:120. Las diferencias estadisticas entre tratamientos se analizaron
mediante la prueba t unilateral por pares con correccion de Welch para varianzas desiguales o la
prueba no paramétrica de Mann-Whitney por pares. Letras distintas indican diferencias

significativas. Niveles de significancia: < p 0,05.
4. CONCLUSIONES

En el presente estudio, mostramos un nuevo enfoque disefiando y produciendo una vacuna
recombinante de subunidad oral dirigida contra el virus IPN. La vacuna es segura, facil de producir,

escalable y altamente funcional sin necesidad de encapsulacion, y resistente a temperaturas extremas
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y pH bajo, y pueden ser administrada por via oral. La vacuna ha sido disefiada con modulos de
secuencia versatiles, incluyendo un componente inmunomodulador IFNy y ligando de quimioquinas,
que pueden potenciar la respuesta inmune local y sistémica en truchas juveniles, estimulando la
migracion de células inmunes desde el intestino a los sitios de infeccion u organos linfoides,

proporcionando de esta forma proteccion contra el virus IPN.

Seria atractivo intentar modelar una secuencia de ligando CCRS5 de trucha arcoiris que tenga la
capacidad de unirse a receptores de trucha (CCR11 u otros) para evaluar si el modulo ligando de
trucha modelado induce similar o mejor respuesta antiviral que el modulo CCRS humano. Esto,
mediante experimentos de administracion oral de las vacunas con pienso que nos permitan establecer
el nivel de proteccion del modulo IFNy-ligando en infecciones contra el virus de IPN en salmonidos

juveniles sanos.
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Plataforma modular de vacunas de subunidad

Nuevo enfoque para administracion oral

Atendiendo a la necesidad de encontrar métodos profilacticos mas seguros, eficaces y rentables para
combatir las enfermedades virales que afectan a peces de cultivo, hemos desarrollado un nuevo
enfoque de plataforma de vacuna de subunidad modular recombinante para ser administradas por via
oral y con propiedades inmunoestimulantes. Las enfermedades infecciosas, entre ellas las virales,
causan perdidas que pueden alcanzar hasta los 10 billones de dolares anuales en la acuicultura global
lo que se traduce en un 10% de pérdidas en la produccion total [1]. Por lo tanto, el disefio de nuevas
vacunas y mas eficientes que establezcan estrategias de proteccion con métodos de administracion
no invasivos y econémicamente viables es fundamental para asegura el bienestar de los animales y

la sostenibilidad de la acuicultura.

El nimero de vacunas antivirales licenciadas a nivel global es limitado y practicamente todas
dirigidas a salmones (90%). Una revision exhaustiva indica que existen alrededor de 39 (de 43 en
total) vacunas disponibles para los mercados del salmén en Noruega, Canada, Irlanda, UK, islas
Feroe, USA y Chile. Las vacunas en su mayoria son del tipo inyectables (i.p.) con adyuvantes oleosos
(con y sin mineral) que deben mantenerse en condiciones de refrigeracion (entre 2 y §°C) y someterse
a incrementos de temperatura paulatino de temperatura previo a la inyeccion (de 15 a 20°C) y para
especies salmodnidas juveniles de entre 10 y 30 g, preferentemente a partir de 30 g. Ademas, varias
de estas vacunas son polivalentes pudiendo contener entre cinco y siete antigenos diferentes y con
antigenos inactivados. Sin embargo, estas vacunas por estar inactivadas presentan una respuesta
inmune débil y con un corto periodo de inmunidad, requiriendo multiples inyecciones para lograr
una inmunidad fuerte y duradera [2, 3, 4]. También, se han disefiado otros tipos de vacunas
comerciales para salmonidos juveniles, como son las vacunas con tecnologia de ADN plasmidico
administradas por inyeccion intramuscular para combatir el virus SAV-VP3 (Clynav™) en Europa y
el virus IHN (Apex-IHN) en Canada. Otras tres vacunas fueron disefiadas como vacunas subunitaria
para salmonidos; una vacuna polivalente inyectable que contiene la vacuna subunitaria contra el virus
ISA junto a vacunas inactivadas de IPN, SRS (Piscirickettsia salmonis) y VO (Vibrio ordalii)
(Blueguard® SRS+ IPN+VO-+ISA), 2) y dos vacunas de subunidad; una inyectable polivalente
contra IPNV y SRS (Aquavac® SARISTIN 2) y una subunitaria oral encapsulada contra IPNV
(Aquavac® IPN Oral). Solo cuatro vacunas dirigidas a especies distintas a los salménidos estan
comercialmente disponibles; dos dirigidas a Lubina (Dicentrarchus labrax) disponibles en Europa,

la vacuna inyectable inactivada contra el genotipo RGVNN (o VER) (ALPHA JECT micro 1 Noda),
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y la vacuna inactivada frente a VNNV en emulsion inyectable ICTHIOVAC® VNN) , una vacuna
administrada por inmersion (KV3) del virus atenuado contra el virus del herpes Koi (KHVD) que
afecta a la carpa comun y disponible en Indonesia e Israel (Phibro Animal Health) y una ultima
vacuna inyectable (Aquavac® IridoV) contra Iridovirus para la inmunizacion de especies de peces
susceptibles de no menos de 5 g, como la tilapia y la lubina asiatica A la fecha, no hemos encontrado
vacunas licenciadas contra el virus de SVC. Sin embargo, algunas revisiones han mencionado que
hubo dos vacunas inyectables por via intraperitoneal para combatir el SVCV en la carpa comiin
(Cyprinus carpio) [2, 4, 5]. Nuevas aproximaciones de vacunas experimentales orales contra el virus

IPN y SVC se estan desarrollando, las cuales discutiremos mas adelante.

Las vacunas inyectables causan estrés en los peces y en general pueden provocar lesiones externas e
internas en el sitio de inyeccion especialmente las vacunas adyuvadas con emulsiones de aceite [1].
Las lesiones intraabdominales pueden ser facilmente reconocidas como melanizacion y adherencias
entre los Organos internos o entre los organos y la pared peritoneal [1, 6]. Ademas, en examenes
histologicos se ha observado la presencia de macrofagos, y la formacion de células multinucleadas
con un numero variable de linfocitos y células granulares eosinofilicas [6, 7 ,8]. Un ejemplo de los
efectos secundarios de la vacunacion, es lo reportado por la Agencia Europea de Medicina (EMA),
la cual menciona los efectos secundarios mas comunes que puede producir la vacuna de ADN
plasmidico recombinante Clynav, que pueden afectar a mas de 1 de cada 10 animales; cambios en el
comportamiento de natacion (maximo dos dias), alteracion de la pigmentacion (maximo siete dias),
falta de apetito (maximo nueve dia) y las lesiones de la aguja en el lugar de la inyeccion que son

comunes pudiendo durar al menos 90 dias (www.ema.europa.cu). Ademas, se ha indicado que la

respuesta inmune de los peces muestra asimetria en la respuesta inducida a través de la mucosa
(intestino) en comparacion a las vias parenterales de administracion. Cuando los antigenos se
administran a través del intestino, se provocan respuestas inmunes locales y sistémicas simbolizadas
por altas cantidades de IgM circulante, y cuando los antigenos se administran por inyeccion, las
respuestas sistémicas son mas fuertes, pero con respuestas locales (intestino) casi ausentes [10]. Las
vacunas inactivadas han sido menos eficientes contra infecciones virales y enfermedades bacterianas
intracelulares, y una prueba de esto, es la poca efectividad de las vacunas disponibles contra las
infecciones provocadas por el virus de SAV e IPN en salmonidos [1]. Por lo tanto, estrategias
profilécticas integrales que no impacten los costos de produccidn, el bienestar de los peces y mejoren

la eficacia de las vacunas necesitan urgentemente ser desarrolladas.

En esta direccion, el grupo de Inmunologia Evolutiva (IE-IBB), desde hace una década ha estado
desarrollando un nuevo concepto de vacunas para administracion oral nanoestructurando antigenos
virales recombinantes como cuerpos de inclusion (IBs) o Nanopellets (NPs). Los IBs son agregados

de proteinas nanoestructurados estables y con la capacidad de penetrar a las células liberando proteina

172


http://www.ema.europa.eu/

funcional mientras mantiene su actividad bioldgica con una alta estabilidad mecanica, ademas de ser
seguras, baratas y faciles de producir en sistemas de produccion bacteriano como E. coli [10, 11]. E.
coli es el sistema de expresion mas ampliamente utilizado para producir IBs. En el estudio, hemos
utilizado la cepa BL21 (DE3) debido a que presenta una alta eficiencia de expresion de proteina
recombinante basado en el promotor T7, y es un sistema escalable y que genera un alto rendimiento
de proteina purificada por ejemplo en el uso de un biorreactor, ademas de econdomico y de facil
purificacion mediante la aplicacion de un versatil proceso de disrupcion celular mecénica y
enzimatica [ 13] que permite mantener la conformacion agregada de las proteinas y producir una alta
cantidad de NPs. El desarrollo de nuevas vacunas para humanos, como es el caso de la produccion y
purificacion de proteinas recombinantes del COVID producidas en E. coli BL21 (DE3) demandan
mucho interés debido a que es un sistema de expresion eficiente, seguro y barato [13, 14]. Del mismo
modo E. coli es un sistema de expresion utilizado en la acuicultura para el desarrollo de vacunas,
como es el caso de la vacuna inyectable de subunidad registrada contra IPNV (Aquavac® SARISTIN
2) para la inmunizacion del salmoén del atlantico, salmoén coho y trucha arcoiris en Chile que fue

expresada en E. coli BL21 (DE3).

Los estudios de Thwaite y colaboradores [15, 16] demostraron en ensayos in vitro € in vivo el
potencial inmunoldgico de los antigenos virales recombinantes (IPNV-VP2Y', VHSV G-frgl6™" y
VNNV-C™) configurados como IBs. Brevemente, se demostrd que los NPs son estables, faciles de
producir y funcionalmente activos, siendo facilmente endocitados por células ZFL e intestinales del
pez cebra cuando son administrados por intubacion oral. Ademas, pueden inducir una respuesta
inmune antiviral en células ZFL y en macrofagos de trucha (RT-HKM). Analisis preliminares por
Espectroscopia Infrarroja Transformada De Fourier (FTIR) con el sincrotron ALBA realizados con
c¢lulas ZFL y macréfagos de trucha estimulados con NPs (datos no publicados), demostraron que
los NPs son capaces de inducir una respuesta global celular similar en tipo y magnitud a la estimulada
con virus inactivados de VHSV o Poly(I:C), lo que sustenta el potencial modulador antiviral de los
NPs recombinantes. Adicionalmente, ensayos in vivo demostraron que los NPs de VNNV™*
administrados a lenguado juveniles (S. senegalensis) de 15 g por inyeccion intraperitoneal (i.p.)
inducen una significativa expresion de anticuerpos especificos del virus VNN en comparacion a los
peces intubados por via oral el dia 30 post inmunizacion. NPs de VHSV-G-frgl16 administrados por
inyeccion i.p. también indujeron una expresion significativa de anticuerpos especificos IgM y
anticuerpos neutralizantes contra el virus VHS en truchas juveniles pequeiias 30 dias post
inmunizacion. En primer lugar, estos resultados demuestran la efectividad de administrar los NPs
mediante inyeccion y, por otro lado, demuestra que ambos antigenos recombinantes
nanoestructurados (VHSV™' y VNNV™) tienen la habilidad de poder inducir una significativa

respuesta antiviral adaptativa en truchas y lenguados juveniles contra los virus de VHS y VNN.
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En este estudio, buscando perfeccionar la funcionalidad inmunomoduladora de las vacunas
recombinantes antigénicas nanoestructuradas como [Bs, estamos proponiendo un nuevo enfoque
biotecnologico de plataforma modular uniendo los dominios de proteinas recombinantes antigénicas
antivirales a modulos recombinantes de IFN o ligando con el objetivo de proporcionar caracteristicas
inmunomoduladoras adicionales a las vacunas de subunidad. En la Figura 1 de derecha a izquierda
se observa el disefio de los tres mddulos recombinantes disefiados: (1) antigeno viral recombinante
con una etiqueta C terminal de polihistidinas (6xHis-tag); (2) antigeno viral recombinante unido a un
modulo IFNy que permite estimular la respuesta antiviral, y (3) antigeno viral recombinante unido a
un modulo efector [IFNy y a un modulo ligando para dirigir los NPs a células/tejidos especificos.
Todos los constructos finalizan con un dominio N terminal. Los médulos fueron unidos por un
péptido (GGSSRSS) conector (Linker) que permitio separar los modulos y otorgar flexibilidad y

movilidad entre los diferentes dominios [18].

Antigeno viral His
- Nt: N terminal
- L (conector): GGSSRSS —
- His: 6xHis-tag Nt = Ct (2)
- Ct: C terminal
IFNy Antigeno viral His
L
Nt == - - Ct (2)
Ligando IFNy Antigeno viral His
L L
Nt = — — - Ct (3)

Figura 1. Disefio de plataformas modulares de vacunas de subunidad oral.

En la presente investigacion, hemos disefiado, producido y purificado en E. coli (BL21) cuatro
proteinas modulares de vacunas de subunidad antivirales para administracion oral. Modulos
recombinantes nombrados SVCV™" y SVCV-IFN™* disefiados para proteger a ciprinidos contra el
virus de SVC y dos modulos de IPNV, nombrados IPNV-IFN™ e IPNV-IFN-CCR5™" disefiados para

combatir el virus de IPN que afecta a salmonidos.

La viremia primaveral de la carpa (SVCV) es una enfermedad altamente contagiosa que puede
generar mortalidades de hasta un 90% en carpas jovenes, especialmente en la carpa comun, una de
las especies de mayor produccion acuicola a nivel mundial [18, 19] y sorpresivamente aun no existen
vacunas comerciales disponibles contra el virus de SVC. Sin embargo, como mencionamos

previamente, fue reportada la existencia de dos vacunas licenciadas para combatir el virus de SVC
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en ciprinidos; una vacuna inyectable inactivada para su uso en Republica Checa, y una vacuna de
subunidad recombinante inyectable de la glicoproteina G de SVCV expresada en bacoluvirus y
registrada para su uso en Bélgica, de las cuales no tenemos informacioén de su efectividad [2, 4, 5,
20]. Por otro lado, fueron disefiados dos modulos recombinantes de IPNV con funcionalidades
adicionales (antiviral y ligando dirigido) para potenciar la inmunogenicidad de la vacuna oral.
Aunque IPNV es la enfermedad con el mayor numero de vacunas comerciales disponibles (Tabla 1,
Introduccién general), ain es una enfermedad con tratamientos poco efectivos que puede causar
grandes pérdidas en los centros de cultivos de salmonidos (O. mykiss — S. salar), con prevalencia
registradas de hasta un 90% de mortalidad, especialmente en la etapa de alevinaje y juveniles post
smolt cuando ingresan a mar [21, 22]. No obstante, nuevas y funcionales aproximaciones de vacunas
experimentales orales recombinantes o de subunidad se estin desarrollando para combatir
enfermedades infecciosas virales con el avance de la ingenieria genética como discutiremos mas

adelante.
Caracterizacion de las plataformas modulares

En el presente estudio, demostramos que el nuevo enfoque de plataforma modular de vacuna
subunitaria para administracion oral posee una amplia versatilidad estructural y funcional a
nanoescala con la extraordinaria capacidad de otorgar caracteristicas inmunomoduladoras
adicionales a las proteinas recombinantes antigénicas. Podriamos aprovechar la versatilidad
estructural de los médulos, nanoestructurando nuevas vacunas polivalente que contengan diversos
antigenos en una sola administracion que permitiria ahorrar costos y otorgar una proteccion ampliada

contra multiples enfermedades infecciosas.

Aqui hemos nanoestructurado modulos con tamaios que van de ~11 a 70 kDa, las cuales han sido
eficientemente internalizadas por células ZFL, macrofagos y las células epiteliales de las truchas. La
alta capacidad que tiene el intestino posterior de los salménidos de absorber y transportar particulas
y macromoléculas ha sido reportada [24]. La combinacion de modulo con funcionalidad
inmunolégicas adicionales como moléculas de adyuvantes o ligandos inexorablemente incrementa
el tamafio de las secuencias. Cui et al [25] en una nueva vacunal para administracion oral combinaron
y expresaron en Lactobacillus dos antigenos recombinantes con excelentes propiedades
inmunoestimulantes con tamafio de proteina de alrededor de 86 kDa que encontraron fue apropiado.

En humanos se han disefiado fArmacos orales (Oradel™

) en base a grandes proteinas dirigidos a la
pared intestinal con tamafos de hasta 150 kDa [26]. Sin embargo, debemos considerar que la
eficiencia de la administracion de medicamentos puede estar directamente relacionada con el tamafio
de las particulas porque el tamafio de las particulas puede mejorar la biodisponibilidad y permitir una

orientacion mas precisa al nivel de administracion intracelular directa [26]. En ese sentido, el disefio
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de modulos de vacunas subunitaria que consideren incorporar péptidos inmunoestimulantes de
pequefio tamaflo como citocinas/quimiocinas o el disefio de vacunas polivalentes que combinen
polipéptidos antigénicos es una viable estrategia que permita controlar el tamafio de los médulos y

la funcionalidad inmunolodgica de nuestras vacunas modulares.

Las cuatro vacunas modulares disefiadas (SVCV™', SVCV-IFN™' IPNV-IFN™ e IPNV-IFN-
CCR5™") fueron faciles de producir y purificar en E. coli (BL21) y a bajo costo. Los NPs presentaron
formas variables entre médulo recombinantes (oviformes/ovoides/circulares, porosas o sin poros), al
igual como han reportado otros investigadores y nuestro grupo post purificacion de IBs
sobreexpresados en E. coli [12, 15, 26]. El rendimiento fue variable entre proteinas y escalable siendo
potencialmente ajustable al alza con un fermentador (datos no mostrados). Adicionalmente, los NPs
de las proteinas modulares, recombinantes antigénicas o combinados con los modulos recombinantes
IFNy o ligando, fueron altamente estables soportando pHs extremos y altas temperaturas sin presentar
cambios morfométricos importantes manteniendo su funcionalidad, ideal para la vacunacion por
administracion oral. La proteina antigénica requiere que sea encapsulada para no ser destruida
durante el proceso de elaboracion del pienso por extrusion (90-100°C) o degradada en el estdbmago
por los acidos digestivos al iniciar la alimentacion (pH ~ 2,7 a 4,9 en truchas) y por las enzimas
digestivas (como la pepsina que digieren proteinas) antes de llegar a la mucosa del intestino distal
con funcién inmunolodgica, lugar donde endocitan macromoléculas y proteinas [9, 27, 28, 29, 30,
31]. La resistencia de los IBs a pH y temperatura extrema habia sido demostrada en el grupo de
investigacion previamente con NPs de citocinas proinflamatorias de TNFa y CCL4 [27], sin
embargo, hasta ahora desconociamos si los NPs nanoestructurados de antigenos recombinantes
antivirales combinados con médulos de IFNy recombinante y ligando tendrian la misma resistencia
a condiciones extremas unidos con péptidos conectores. El disefio de vacunas que consideren como
adyuvantes a citocinas nativas como los IFNy presentan dificultades al intentar mantener la
estabilidad y su corta vida media, lo que ha obligado a aumentar la frecuencia de la administracion
y por tanto incrementar la posibilidad de genera efectos adversos [32, 33, 34], al contrario de nuestros
modulos vacunales de proteinas recombinantes que son altamente estables, seguros y funcionales en
condiciones ambientales gastrointestinales o al ser almacenados como alicuotas (pellets) a
temperatura ambiente o en pienso (datos no mostrados). Adicionalmente, las vacunas administradas
por via oral son faciles de entregar y mas seguras que las vacunas suministradas por inyeccion
intraperitoneal o intramuscular pez a pez, generando estrés, costos adicionales en personal
especializado, equipos, tiempo de planificacion y posiblemente lesiones irreversibles en los peces [4,

9].
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Funcionalidad in vitro: Internalizacion y estimulacion de la respuesta inmune

antiviral

En el estudio, demostramos que los NPs de SVCV son eficientemente endocitados por cultivos
celulares con la capacidad de montar una fuerte respuesta inmune antiviral. El médulo SVCV-IFNY
indujo una fuerte y significativa expresion de genes antivirales en comparacion al moédulo SVCV sin
IFNy (SVCV™) en células ZFL, posiblemente atribuido a la induccion de las vias de sefializacion
del receptor IFN, que podria estar conduciendo la sobreexpresion de la proteina Lmp-2. Lmp-2 es
inducida por IFNy y esta encargada de la degradacion de proteina citosolica que da lugar a la
formacion de péptidos, proceso esencial para la presentacion de antigeno por las moléculas MHCI

(http://hdl.handle.net/10803/3006). Previamente en el grupo de investigacion habiamos reportado

que los antigenos recombinantes antivirales de IPNV™", VHSV™" y VNNV™" tienen la habilidad de

inducir la sobreexpresion de genes antivirales (Vig-1 y Mx) en células ZFL [16].

En el Capitulo 2 demostramos que las nanoestructuras del médulo IPNV-IFN™' son eficientemente
internalizadas y acumuladas en el citosol de las células RTgutGC y macréfagos HK, pero solo
mostrando una respuesta antiviral consiste en los macréfagos. Previamente nuestro grupo habia
demostrado que citocinas recombinantes (TNFa" y CCL4™") y proteinas antigénicas recombinantes
nanoestructuradas (IPNV™', VHSV™" y VNNV™) son eficazmente internalizadas por macréfagos de
trucha y células ZFL, con la funcionalidad de inducir una respuesta inmune antiviral [15, 26].
Adicionalmente, hemos demostrado que el antigeno recombinante antiviral de VHSV unido a un
modulo IFNy de trucha (VHSV-IFN™) también son internalizados por macréfagos con la habilidad
de inducir la sobreexpresion de genes antivirales (datos no publicados). Por otro lado, en células
RTgutGC tratadas con IPNV-IFN™" se observé una leve respuesta antiviral, deducimos que es debido
a la poca afinidad de nuestros NPs a la linea celular RTgutGC que procede de células epiteliales
compuesta principalmente por enterocitos. Los enterocitos cumplen una importante funcién inmune
en la pared intestinal como barrera contra patogenos e internalizando antigenos [10], sin embargo,
estas necesitan de los otros componentes del sistema inmune para montar una fuerte respuesta
inmune [24]. Por otro lado, se han reportado diferencias en la expresion de genes antivirales en
leucocitos intestinales (GALT) y lineas celulares (RTS11, RTgutGC) tratados con Poly(I:C) [35] lo
que también pueden reforzar nuestra hipotesis por lo menos en lo que respecta a la interacciéon con
nuestras nanoparticulas. Asi mismo, la menor expresion del gen receptor IFN (IFNGR2) en las
RTgutGC tratadas con el modulo IFN en comparacion a la expresion del gen receptor de IFN
observada en macrofagos también podria estar reflejando la menor afinidad. Sin embargo, los NPs

de IPNV-IFNy son eficientemente internalizados por las células intestinales RTgutGC, lo que puede
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ser explicado por la gran capacidad que tienen las células epiteliales del intestino distal de internalizar
macromoléculas y por la activacion de las vias de sefializacion mediante el receptor de IFN
(IFNGR?2) o la sobrexpresion de la quimiocina IP-10 inducible por IFN gamma que también que se
activa a través de las vias de sefalizacion JAK/STAT. En el capitulo 3 también evaluamos
comparativamente la internalizacion y la respuesta inmune antiviral en macrofagos tratados con los
NPs de los médulos IPNV-IFN™F ¢ IPNV-IFN-CCR5™. En general de nuevo se observa que los NPs
de IPNV-IFN™" e IPNV-IFNy-CCRS5 fueron endocitados facil y eficientemente por los macroéfagos,
observando una endocitosis mas eficiente de parte de los NPs mas compactos del modulo CCRS, lo
cual se puede explicar por su menor tamafio que puede estar facilitando la endocitosis [36, 37]. [IPNV-
IFN™ e IPNV-IFN-CCR5™" indujeron una fuerte respuesta antiviral en comparacion a la proteina
control iRFP™, pero sin detectar deferencias significativas entre los NPs, de nuevo posiblemente la
activacion de las vias de sefializacion de receptores de IFNy (IFNGR2) y el receptor ligando (CCR11)
que también pueden haber inducido en una internalizacién mas eficiente de los NPs del mddulo
ligando (IPNV-IFN-CCR5) pueden estar implicados en la sobreexpresion de los genes antivirales.
Los resultados demuestran que los moédulos que contienen IFN gamma parecen estar directamente
implicados en la activacion de las vias de sefializacion de receptores de IFN. Seleccionamos IFNy
como modulo efector antiviral de todos los constructos porque IFNy es un regulador clave en la
activacion de macrofagos y estd encargada de modular la respuesta inmune innata y adaptativa
mediante la induccion de un estado antiviral en respuesta a una infeccién viral, mediante la union a
receptores de IFNy (IFNGRs) que interactuan con la superficie celular para activar las vias de
senalizacion intracelular JAK/STAT que migran al nacleo y activan la expresion de genes
dependientes de IFNy [38, 39]. Por otra parte, respecto al receptor de ligando, buscando otorgar
funcionalidades inmunologicas adicionales a los NPs, decidimos unir la molécula ligando de
quimiocina CCRS5 al moédulo de IFNy de trucha y al antigeno viral VP2 de IPNV (IPNV-IFN-
CCR5™"), con la intencion de promover la migracion del antigeno recombinante junto al médulo
IFNy antiviral (IPNV-IFN™") hacia células o tejidos infectados, situacién que parece cumplirse
mirando los resultados de sobreexpresion significativa de anticuerpos del virus de IPN en sueros de
truchas tratadas con el modulo ligando, lo que es discutido mas adelante. Las quimiocinas cumplen
una importante funcion como quimioatrayentes y juegan un rol clave en la migracion celular hacia
los sitios de infeccion y en el trafico intracelular, promoviendo la induccion de la respuesta inmune
humoral y celular de los leucocitos [40, 41, 42]. Por lo tanto, bajo el contexto de la no disponibilidad
de una molécula ligando de CCRS5 de trucha o salménido y considerando que las quimiocinas
humanas son conservadas y comparten analogias con las quimiocinas de peces [43], decidimos
explorar unir una molécula ligando del CCR5 humano que ha sido ampliamente descrito como el

principal correceptor del virus VIH para infectar a células [44]. Adicionalmente, utilizamos como
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receptor del ligando CCRS humano un receptor CCRS de trucha denominado CCR11 que tiene la
habilidad de ser sobreexpresado en macrofagos HK, bazo e intestino de truchas en respuesta a
diferentes estimulantes inmunoldgicos, tales como Peptidoglicanos, IFNy y Poly(I:C) [39]. De esta
manera, hipotetizamos que la respuesta antiviral inducida por el moédulo ligando, puede deberse a
que el receptor CCR11 de trucha estd actuando como correceptor para la entrada del modulo ligando
CCRS humano (IPNV-IFN-CCRS) a los macréfagos como se ha descrito con el VIH en humanos
[44, 45] ,y en paralelo sefialando que los macrofagos podrian haber entrado a en un estado antiviral
proinflamatorio M1 en respuesta a IFNy [46]. En humanos se ha comprobado la inclusion de ligandos
a nanoparticulas administradas por via oral mejoran el transporte de las nanoparticulas a través del
epitelio intestinal para que se dirijan a células inmunes [25, 51]. En esta direccion, los médulos
recombinantes vacunales con IFNy y ligando pueden potencialmente iniciar una respuesta
inmunolégica activando o dirigiendo células linfoides presentes en el GALT como macrofagos,
células T y B hacia sitios de infeccion [47, 48]. Sin embargo, como fue discutido en el Capitulo 2,
pruebas con otros ligandos o internar modelar un ligando de salménidos, asi como, estudios que nos
permitan entender mejor los mecanismos de internalizacion de los NPs en las células y como estos

inducen una repuesta antiviral en el citosol, necesitan ser testados y estudiados en profundidad.

En el estudio, utilizamos Poly(I:C) como control positivo, un analogo sintético ampliamente utilizado
como inmunoestimulante en humanos y animales que imita el dSARN viral e inductor de IFN que
tiene la capacidad de montar una fuerte respuesta antiviral [49, 50]. En el Capitulo 2 y 3 observamos
que Poly(I:C) indujo una mayor respuesta antiviral en las células RTgutGC y en cultivos primarios
de macréfagos en comparacion a los modulos de IPNV-IFN™' ¢ IPNV-IFN-CCR5™", similar a los
niveles de Poly(I:C) observados previamente por nuestro grupo de investigacion en macrofagos y
c¢lulas ZFL testados con los NPs de antigenos recombinantes antivirales [16]. No obstante, en el
Capitulo 1 los NPs del modulo SVCV-IFN™F mostraron similares niveles de respuesta antiviral que
Poly(I:C) en células ZFL, entreviendo que el modulo SVCV IFNy presenta una potente propiedad

inmunoestimuladora.

Respecto a la induccion de respuesta inflamatoria, se ha observado que todos los modulos
recombinantes disefiados (IPNV y SVCV) tienen la habilidad de inducir la sobreexpresion de
citocinas inflamatorias en los diferentes cultivos celulares tratados (células ZFL, macréfagos HK y
RTgutGC) con los NPs, al igual como se ha reportado en los estudios previos con NPs recombinantes
realizados por el grupo de investigacion [15, 26, 52], seguramente principalmente debido a que
nuestras vacunas recombinantes son nanoestructuradas como IBs, proteinas insolubles que pueden
contener impurezas pero a niveles viables de contaminacion, tales como lipopolisacaridos (LPS),

peptidoglicanos (PGN) y trazas de proteinas de membrana y acidos nucleicos (RNA/ADN) producto
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del proceso de purificacion con E. coli, los cuales actian como PAMPs probablemente uniéndose a
los receptores (PRRs) de la superficie tisular, lo que creemos incrementa aun mas el potencial
inmunoestimulante de nuestras vacunas debido a que estas impurezas son conocidos

estimuladores[50].
Funcionalidad in vivo: Inmunomodulacion antiviral de las vacunas modulares

En el Capitulo 1 utilizamos larvas del pez cebra para evaluar la absorcion intestinal y respuesta
antiviral de los NPs de SVCV. Las larvas de los peces cebra son ampliamente utilizadas debido a
que son transparentes, tienen un rapido crecimiento y son faciles de manipular y cultivar. Ademas,
los peces cebra son susceptibles a SVCV, siendo el modelo de infeccion mas ampliamente utilizado
para evaluar respuesta inmune antiviral [53]. Los ensayos de endocitosis de NPs en larvas por
inmersion, demostraron que las larvas internalizaron eficientemente los NPs de SVCV y SVCV-IFN
en el tracto gastrointestinal y pancreas a las 48 h de incubacion, pero no a las 24 h de incubacion.
Esto puede ser explicado probablemente debido a que su boca no estaba completamente desarrollada
a las 24 h, se ha reportado que el pez cebra presenta la boca completamente abierta a los 3 dpf [54].
Nuestro grupo ha reportado previamente la capacidad que tiene el intestino de adultos y larvas del
pez cebra de absorber NPs nanoestructurados fluorescentes (TNFa""), y en el caso de adultos, los
NPs cruzar la barrera de la mucosa y estimular una respuesta inmune local [52]. Los NPs de SVCV-
IFNy no logaron inducir la expresion de genes antivirales como se observo en las células ZFL. Cémo
discutimos en el capitulo 1 nosotros lo atribuimos a que probablemente el sistema inmune de las
larvas de pez cebra no estaba lo suficientemente maduro para montar una respuesta antiviral
completa. Las etapas embrionaria y larvaria del pez cebra dependen tnicamente de la inmunidad
innata que es detectable y se activa en el primer dia de la embriogénesis, mientras que el sistema
adaptativo esta completamente maduro entre 4 y 6 semanas después de la fertilizacion [53]. Dios et
al caracterizando el progreso de la maduracion antiviral de los peces cebra, recién detectaron [FNy-
1 alos 8 dias post fecundacion con estimulos virales. En ese sentido, podemos suponer en el peor de
los casos que una respuesta antiviral adaptativa en peces cebra puede demorar 8 dias en activarse
[55]. Lopez-Muiioz et al [56] en experimentos de infeccion con SVCV habia reportado también que
las larvas del pez cebra no son capaces de montar una respuesta antiviral contra SVCV tras 48 h de
infeccion, evaluando entre otros, la expresion del mismo set genes antivirales que nosotros
evaluamos (Vig-1 y Mx). Por otra parte, los NPs de SVCV post 24 h de incubacion mataron al 100%
de las larvas, pero con el doble de dosis (20 pg/ml) de la utilizada en los experimentos de expresion
génica en células ZFL y en el ensayo de infeccion con peces cebra adultos. Aunque atribuimos que
IFNy puede presentar toxicidad tal como lo reportado por Mufioz et al [56] en embriones de pez cebra

microinyectados, como el modulo SVCYV sin IFN también generé mortalidad, no podemos descartar
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completamente que la saturacion de impurezas de los NPs a una dosis muy alta en un pequefio
volumen de medio (6 larvas/1 ml de medio) podrian haber también provocado o impulsado la muerte
de las larvas mediante la obstruccion de sus vias respiratorias o provocando hipoxia en el medio de
cultivo. No obstante, tomando todos estos resultados y comparando con la proteina control inmuno
no relevante iRFP™*, podemos deducir que los NPs de SVCV, y mas consistentemente SVCV sin
IFN, fueron capaces de montar una respuesta antiviral e inflamatoria en larvas del pez cebra, aunque
la estimulacion de células ZF4 embrionarias del mismo origen que las larvas, indican que el médulo
IFNy también es capaz de estimular una fuerte respuesta antiviral al mismo nivel que SVCV' y

Poly(L:C).

En el ensayo de infeccion contra el virus de SVC (Capitulo 1), demostramos que el médulo SVCV-
IFN™ brind6 un excelente nivel de proteccion en peces cebra adultos desafiados con el virus de SVC,
mostrando un 80% de sobrevivencia en comparacion al 16,7% de sobrevivencia alcanzado por los
peces control no vacunados 18 dias después del desafio con el virus SVC, con un porcentaje relativo
de supervivencia (RPS) de 76%, lo cual demuestra la capacidad que tienen nuestras vacunas
modulares de inducir una proteccion eficaz contra el virus de SVC. Estos resultados podrian
compararse a los reportados por Cui y colaboradores [25] que aprovechando la utilidad de la
ingenieria genética desarrollaron una vacuna oral recombinante para proteger a peces ciprinidos
contra el virus del SVC y del virus herpes Koi (KHV), sobreexpresando la glicoproteina G de SVCV
y la proteina ORF81 del virus KHV de forma combinada en Lactobacillus plantarum (L. plantarun).
La vacuna oral con ambos antigenos indujo un aumento significativo de los niveles de anticuerpos
especificos IgM de SVCV y KHYV, y mostr6 una proteccion significativa contra SVCV y KHV que
alcanzo el 71% en la carpa comun y un 53% en la carpa koi de los peces vacunados después de 65
dias post desafio [25]. Similar a nuestros médulos recombinantes, que en nuestro caso estan
compuestos de un antigeno viral combinado con un IFNy y que a futuro podria ser combinado con
otro antigeno viral, estos resultados evidencian la versatilidad y funcionalidad que tienen las vacunas
de subunidad de incluir modulos o secuencias que potencien la respuesta inmune en un contexto de
vacunacion oral y en este caso demostrando la efectividad en la activacion de una respuesta inmune
sistémica desde la mucosa al combinar dos antigenos antivirales. También, una vacuna de subunidad
para administracion oral, pero contra el virus de VNN y expresada por separado en E. coli BL21 y
en Vibrio anguillarum inactivado y encapsuladas con nauplios de Arfemia para su administracion
oral fueron elaborados y comparada su inmunogenicidad. En general, comprobaron que la vacuna
recombinante V, anguillarium indujo una mayor expresion antiviral (Mx), una tasa de supervivencia
mas alta y titulos de anticuerpos especificos levemente mas altos contra VNN en la primera semana
de inoculacion en comparacion a la vacuna oral expresada en E. coli [57]. Otro enfoque novedoso

que no implican utilizar genes exdgenos como en las vacunas de ADN es expresar la proteina SVCV-
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G en la superficie externa de Lactobacilus (Lactococcus lactis). Zhang y colaboradores [58]
reportaron que una vacuna subunitaria recombinante con el antigeno dispuesto en la superficie de un
Lactobacilus indujo un significativo aumento de anticuerpos especificos IgM del virus de SVC y una
baja mortalidad (13%) en carpa comtin de juveniles inmunizados con la vacuna subunitaria, después
de ser desafiadas con SVCV en comparacion a los grupos control (PBS y L. lactis sin vacuna) que
presentaron mortalidades por sobre 92%. Estos resultados en conjunto evidencian que la induccién
de un estado antiviral puede estar sujeto al sistema de expresion utilizado, y que Lactobacillus es un
buen candidato como sistema de expresion con la capacidad de promover significativamente la
induccion de una respuesta antiviral sistémica en un contexto de vacunacion oral, y posiblemente en
conjunto o en paralelo, cumpliendo un rol en el equilibrio de la microbiota intestinal de los peces
[59]. Otra aproximacion interesante, es una nueva vacuna oral recombinante realizada por Gonzalez-
Silvera y colaboradores para combatir el VNNV en juveniles de lubina europea. El antigeno viral de
VNNV fue expresado en E. coli, y luego de procesos de lavado la bacteria completa sin purificar fue
incluida en pienso para administracion oral y lisada por sonicacion para administracion
intraperitoneal [28]. Los sueros de peces inmunizados con la vacuna oral mostraron un aumento en
la expresion de anticuerpos especificos del virus de VNN posterior a la infeccion con VNNV por
inyeccion (2 dias post infeccion) en comparacion a las lubinas inmunizadas via inyeccion, después
de comprobar que ambos métodos de entrega de la vacuna producen anticuerpos especificos de
VNNV en el suero de las lubinas juveniles 30 dias después de la vacunacion. Ademas, en la infeccion
con VNNV no hubo mortalidad (RPS: 100%) en los peces inmunizados con la vacuna recombinante
en ninguna de las dos rutas de administracion después de 10 dias de infeccion en comparacion a los
peces no vacunados, que presentaron un 33% de mortalidad. Los resultados evidencian que nuestras
vacunas modulares otorgan una eficiente proteccion contra infecciones de SVC, y que el desarrollo
de vacunas de proteinas recombinantes en conjunto son una potente alternativa profilactica que
ofrecen proteccion a peces juveniles de interés comercial afectados por enfermedades virales
altamente contagiosas, bajo un contexto de administracion oral vacunal dirigida a la mucosa. Por
otro lado, la versatilidad de la ingenieria biotecnologica de proteinas recombinantes posibilita una
infinidad de caminos alternativos de expresion de proteinas que podria permitirnos crear nuevos
enfoques de vacunas recombinantes y/o potenciar la funcionalidad inmunomoduladora de nuestras

vacunas subunitaria en un contexto de vacuna biosegura y rentable.

En el Capitulo 2 demostramos por intubacion oral a truchas juveniles que los NPs del modulo IPN-
IFNy administrados pueden ser rapidamente absorbidos por las células del intestino y biodistribuidos
a los macrofagos del rifion anterior a niveles significativamente mas altos que los NPs de IPNV™',
Estos resultados evidencian que la incorporacion del médulo IPNV-IFN™' podria mejorar la

funcionalidad antiviral de la vacuna, probablemente mediante la union al receptor IFN que activo las
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vias de sefializacion, lo cual hemos planteado previamente, y que hipotetizamos podria estar
facilitando la internalizacion de los NPs de IPNV-IFNy en los macréfagos con la capacidad de inducir
una respuesta antiviral. Ademas, estos hallazgos indican que los NPs de IPNV-IFN pueden resistir
la degradacion ante enzimas digestivas y el ambiente acido del estdbmago de los salmonidos al iniciar
la alimentacion (pH ~ 2,7) [31] no necesitando ser encapsulados y manteniendo su funcionalidad con
un método de produccion simple y barato. En el grupo de investigacion se ha demostrado por
intubacion oral que los NPs pueden llegar al intestino, traspasar la mucosa intestinal de peces cebra
y truchas juveniles de forma eficiente, e inducir una respuesta inmune proinflamatoria [26, 52]. En
estudios posteriores con el objetivo de potenciar la funcionalidad antiviral modular, seria interesante
incorporar un modulo ligando u otro moédulo inmunoestimulante antiviral a la vacuna y ser
administrada de forma oral a salmonidos en pienso para evaluar si tienen la misma habilidad de ser
absorbidos y biodistribuidos a diferentes 6rganos linfoides. A su vez en este Capitulo, intubamos por
via oral tres truchas juveniles por tratamiento (IPNV-IFN™, control iRFP y control PBS) y tras 24
horas aislamos del intestino distal dos poblaciones de linfocitos mediante cell sorting (llamadas
mieloides y linfoides) para evaluar si los NPs inducen una sobrexpresion de genes relacionados a
respuesta inmune innata y adaptativa. En las poblaciones linfoides observamos la expresion de varios
genes asociados a linfocitos de respuesta adaptativa. Entre ellos, CD8a, IgM y Lamp3 fueron los
genes que presentaron mayores niveles de expresion, pero sin detectar diferencias significativas con
los peces control (iRFP y PBS). Por otro lado, en las poblaciones mieloides, mas asociadas a células
presentadoras de antigenos (APC) por tamafio y complejidad, las truchas intubadas con IPNV-IFNy
indujeron un incremento significativo en la expresion de genes asociados a macroéfagos (MCSFR2a,
CD83), c¢lulas dendriticas maduras (CD83) y de las moléculas MHCI e MHCII respecto a los peces
intubados con los NPs de la proteina inmuno no relevante iRFP™*. Las MHCI ademas de estar
encargadas de monitorear patdogenos intracelulares, se producen en casi todas las células y presentan
antigenos a las células T CDS citotoxicas [1, 27, 60], lo que podria explicar el incremento en la
expresion de genes de CD8a observado en las células linfoides. Por otro lado, solo las células capaces
de internalizar microbios/proteinas extracelulares expresan moléculas de MHCII, y estas incluyen
macrofagos, células dendriticas y células B, las llamadas células profesionales presentadoras de
antigenos (APC) [1, 61], lo que puede explicar los mayores niveles de los marcadores de MCSFR2a
(macrofagos) y CD83 (células dendriticas) observados en las poblaciones mieloides. Ademas, los
NPs del médulo IFNy y control iRFP™" indujeron la expresion del gen de la citocina CCL4; en
humanos, CCL4 se ha asociado con la infiltracion de células B y CD8" [62], lo que podria estar
relacionado a la sobrexpresion de CD8a en las poblaciones linfoides. El modulo IFNy y la proteina
control iRFP indujeron una sobreexpresion significativa de Lamp3 utilizado como marcador de

células dendriticas en humanos y posiblemente implicado en el proceso de presentacion de antigenos
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[63]. Se ha reportado ampliamente la expresion de marcadores de genes de respuesta inmune innata
y adaptativa en leucocitos aislados del GALT (intestino distal) asociados a linfocitos T y B, y células
dendriticas en trucha arcoiris estimuladas con una variedad de PAMPs inflamatorios y antivirales y
citocinas recombinantes [64, 65]. Los resultados de expresion génica de marcadores genéticos de
respuesta inmune en las poblaciones de leucocitos permitieron entrever el potencial inmunogénico
que tiene la vacuna modular de IFNy (IPNV-IFN™") induciendo una activacién local de la respuesta
inmune innata-adaptativa antiviral en la mucosa del intestino de truchas juveniles, principal ruta de

entrada del virus de IPN y donde es encontrado en los primeros estadios de infeccion [24].

En el experimento in vivo (Capitulo 3) donde evaluamos si IPNV-IFN™ e IPNV-IFN-CCR5Y"
intubados de forma oral a truchas juveniles inducen una respuesta inmune innata y adaptativa
antiviral en o6rganos linfoides (intestino distal, rifion anterior y bazo) a diferentes tiempos (dia 1, 3,
15 y 21), se observo que los NPs de ambos modulos de IPNV no indujeron la expresion de genes
antivirales innatos, pero si la expresion de algunos genes de quimioquinas relacionados con la
respuesta inmune inflamatoria, las células B IgM/IgT y el gen antiinflamatorio (IL-10). El médulo
IFNy sin ligando (IPNV-IFN™") estimul6 de forma evidente y significativa la expresion de IP-10 el
gen inducible por IFNy el dia 1 y 3 post intubacion tanto en el intestino distal como en el rifion
anterior de las truchas. Como hemos planteado en el Capitulo 3, investigaciones han reportado que
la sobreexpresion de IP-10 en respuesta a infecciones esta fuertemente asociado en el inicio de una
robusta respuesta inmune que promueve la activacion y movilidad de las células inmunologicas como
macrofagos y linfocitos a los sitios de infeccion [43, 62, 66]. Por lo tanto, nosotros hipotetizamos
que el aumento de la induccion de la quimiocina IP-10 puede estar asociada a un fuerte reclutamiento
y trafico de leucocitos entre el intestino distal y el rifién anterior de forma temprana (1” y 3° dia post
intubacion), que a la larga podria haber promovido un estado de homeostasis inmunologica
antiinflamatoria en las truchas intubadas con el moédulo IFNy, reflejado en el incremento de la
expresion de IL-10 en el rifion anterior y bazo los dias 15 y 21 después de la intubacion. La
quimiocina IL-10, es una citocina con propiedades antiinflamatorias que desempefia un papel
fundamental en el mantenimiento de la homeostasis inmune, la regulacion de la inflamacion y la
limitacion de las respuestas inmunes robustas a los patdgenos, que son importantes para frustrar las
respuestas inmunes excesivas para prevenir el dafio tisular, especialmente durante la infeccion [67].
También se ha descrito que la tolerancia de la mucosa es impulsada por la expresion de altos niveles
locales de citocinas antiinflamatorias (IL-10 y TGFb) que sostienen la generacion y el mantenimiento
de células T reguladoras y células dendriticas (DC) [68]. La tolerancia a vacunas orales para peces
se viene reportando hace un tiempo. Una vacuna oral para Aeromona salmonicida administrada a
trucha arcoiris juveniles mostré una disminucion de los titulos de anticuerpos en el tiempo en una

dosis dependiente manera en comparacion a los peces inyectados por la ruta intraperitoneal [69]. Por
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otra parte, se ha indicado en humanos que IL-10 es principalmente producida por células T CD4 y
macrofagos, y es un fuerte estimulador de los Igs secretados por células B [70], lo cual podria explicar
la mayor expresion de genes de las células B IgM y CD4 observado en el rifidon anterior y en bazo de
truchas intubadas con IPNV-IFN™" al dia 21 posterior a la intubacion (Figura 5A y B, Cap. 3). Sin
embargo, en los ensayos ELISAs no detectamos la expresion de anticuerpos IgM especificos del
virus de IPN en sueros de peces intubados con IPNV-IFN™, pero si una expresion significativa de
anticuerpos IgM cuando combinamos el médulo IFNy con el modulo ligando (IPNV-IFN-CCR5™).
Abos y colaboradores [71] en ensayos de activacion de células B IgM con citocinas recombinantes
en esplenocitos aislados de trucha, reportaron que IL-10 incrementa el nimero de células B IgM,
pero que no es capaz de inducir una proliferacion de células B IgM por si sola, por el contrario,
cuando IL-10 recombinante fue combinado con otra proteina recombinante (CD4) la proliferacion
de células IgM+ B, alcanz6 valores significativamente mas altos. Estos resultados de alguna manera
podrian estar en consonancia con los nuestros y responder a la mayor expresion de anticuerpos
especificos del virus IPN en el suero de las truchas cuando son estimuladas por el modulo IFNy unido
al modulo ligando (IPNV-IFN-CCR5™"). Sin embargo, como se ha indicado, para disefiar una vacuna
debemos tener en cuenta que la eficacia de las vacunas orales no solo debe lidiar con proteger al
antigeno de la degradacion gastrointestinal, sino también con un entorno gastrico altamente tolerante
[72]. Romboult et al sefialaron que la alimentacion con dosis bajas de antigenos causa la induccion
de células T reguladoras (Treg) y la expresion de receptores de células T homing intestinales. En este
caso, las citocinas antiinflamatorias (IL-4, IL-10, TGFf) hacen que las células T anérgicas (Treg)
actien como células supresoras para finalmente evocar la tolerancia. Por otro lado, una alta dosis de
alimentacion con antigenos provoca la induccion de la anergia de las células T y la susceptibilidad a

la apoptosis, lo que resulta en la secrecion y la regulacion ascendente de TGFf [73].

En los analisis de sueros de trucha expuestos a IPNV-IFN-CCR5™" se observé que esta vacuna indujo
una significativa expresion de anticuerpos especificos del virus de IPN en comparacion a los grupos
de peces control (To, PBS e iRFP™) y grupo de peces del modulo IFN (IPNV-IFN™) lo que puede
ser explicado por la sobreexpresion de IP-10 discutida previamente. No obstante, para nuestra
sorpresa en los peces no intubados que tomamos muestra de suero previo a la intubacion (To), y en
los sueros de peces intubados con PBS y la proteina control iRFP, los sueros mostraron similares
niveles de anticuerpos. Las posibles causas las discutimos en el Capitulo 3. Brevemente,
sospechamos que las truchas fueron portadores asintomaticos del virus, y que posiblemente, la
manipulacion de los animales previo al ensayo pudo haber inducido un aumento de la replicacion del
virus en las truchas. Por otro lado, fallamos en comprobar la presencia de la enfermedad en los peces
mediante analisis PCR debido a su historial limpio y que en ninguna etapa del ensayo detectamos

sintomas o signos clinicos de enfermedad en los peces, presentando siempre buena condicion, apetito
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y comportamiento (datos no mostrados). La enfermedad por IPNV en general presenta signos
comunes como son la natacion anormal erratica y en algunos casos anorexia [23]. No obstante, en lo
que respecta al objetivo del experimento, el modulo ligando indujo un incremento significativo en
los titulos de anticuerpos especificos del virus IPN en las muestras de suero menos diluida (1:30) en
comparacion a los tratamientos control y el médulo IFN sin ligando. Resultado que podria atribuirle
al modulo ligando funcionalidad inmunologica sistémica con potencial de vacuna de refuerzo. Sin
embargo, debemos destacar que la limitacion de este estudio es que las truchas no fueron desafiadas
contra el virus IPN por lo que el nivel de proteccion real de la vacuna quedara sujeta a estudios

complementarios posteriores.

La mayoria de las vacunas disponibles contra IPNV son del tipo inactivadas y por administracion
intraperitoneal y se estd trabajando fuertemente en la creacion de promisorias vacunas
experimentales de ADN para administracion oral encapsuladas y por inyeccion intramuscular [74,
75,76, 77]. Ballesteros et al en una vacuna encapsulada de DNA para administracion oral con pienso
en trucha arcoiris contra IPNV, reportaron un fuerte nivel de proteccion con sobrevivencias de hasta
un 86% en los peces vacunados y deteccion de anticuerpos neutralizantes 90 dias después de la
vacunacion [76]. En general, las vacunas de ADN presentan excelentes niveles de proteccion, pero
con el problema del cuestionamiento por el uso de genes externos y por lo tanto la dificultad para
licenciarlas [6]. Ademas, que por el momento solo parece presentar mas viabilidad por via
intramuscular con los consecuentes costos asociados y problemas de seguridad para los peces. En el
mercado, existen dos vacunas de subunidad recombinantes licenciadas para combatir el virus de IPN
en salmonidos; 1) una vacuna subunitaria polivalente de emulsion inyectable expresadas en E. coli
(BL21) contra IPNV y Piscirickettsia salmonis (SRS) (Aquavac® SARISTIN 2) y una tinica vacuna
oral subunitaria encapsulada expresada en levadura (Pichia pastoris) (Capside VP2 y VP3) contra
IPNV (Aquavac® IPN Oral) para su uso como vacuna de refuerzo oral post inyeccion, la cual se ha
reportado puede alcanzar niveles de proteccion variables en campo (European Patent: EP1334197B1)
de hasta un 86% [75]. Chen y colaboradores [78], con una vacuna oral experimental contra [IPNV
evaluaron el efecto de entregar vacunas de refuerzo (boosters) encapsuladas en alginato y no
encapsuladas soluble en pienso en dos tiempos a salmon del atlantico un afio después de una
inyeccion intraperitoneal. La vacuna encapsulada indujo un aumento de anticuerpos de IPNV en el
suero de los peces posterior al 1° booster pero no en el 2° booster asociado a una sobrexpresion de
los genes CD4 y GATAS3. Por otro lado, la vacuna soluble indujo una disminucion de los niveles de
anticuerpos de IPNV después de la entrega en ambos boosters (1° y 2°), asociado a una
sobreexpresion significativa de los genes FOXP3, TGF-B e IL-10, lo que sugiere que la vacuna
soluble indujo una tolerancia inmune sistémica. Estos resultados pueden estar en consonancia con

nuestros hallazgos, donde observamos sefiales de induccion de tolerancia provocada por el modulo
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IFNy asociado a una significativa sobreexpresion de IL-10 en bazo y rifiéon anterior el dia 21 después
de la intubacion, y a la incapacidad de inducir anticuerpos especificos del virus IPN en el suero de
truchas intubadas con el modulo. En general, los mecanismos asociados a la tolerancia atin no son
muy bien comprendidos [9, 72] y, por lo tanto, el potencial riesgo de inducir tolerancia durante la
vacunacion oral especialmente en peces juveniles inmunologicamente inmaduros es un factor que se
debe considerar para desarrollar vacunas dirigidas a la mucosa, y que va a depender también de la
dosis del antigeno, la naturaleza del antigeno, la formulacion y la via de administracion [9, 72, 80].
Por tanto, podemos especular que el médulo IFNy indujo un estado de tolerancia oral para preservar
la homeostasis de la mucosa intestinal de las truchas intubadas debido a alguna de las variables
expuestas previamente. No obstante, el mdédulo IFNy combinado con el ligando (IPNV-IFN-
CCR5™) no indujo la expresion de IL-10, lo que puede explicar el aumento significativo de
anticuerpos especificos IPNV en los sueros de las truchas intubadas con el modulo ligando, y deducir
que el ligando probablemente se uni6 al receptor de los leucocitos presentes en el intestino
promoviendo la migracion de las células inmunes con el antigeno, y consecuentemente inducir una
respuesta inmune especifica de anticuerpos de IPNV en los peces. Estos resultados evidencian que
la vacuna subunitaria oral que incluye un ligando puede estimular la respuesta inmune humoral en

truchas juveniles.
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A continuacion, se presentan las principales conclusiones de la tesis doctoral:

Proteinas recombinantes modulares de antigenos virales de los virus IPN y SVC expresados como
cuerpos de inclusion en E. coli unidos a un modulo de proteina recombinante de interferon gamma

y/o a un modulo ligando fueron producidos y purificados exitosamente.

Las vacunas modulares de IPNV y SVCV son estructuralmente estables en condiciones extremas de

pH y temperatura manteniendo su funcionalidad.

Los moddulos de antigenos virales recombinantes de SVCV-G3 e IPNV-VP2 combinados con
modulos de proteinas recombinantes de IFNy y/o ligando (CCRS) son eficientemente endocitados
por células, acumulados en el citosol y funcionalmente activos induciendo una respuesta antiviral en

células ZFL y macrofagos.

Los médulos de SVCV son eficientemente absorbidos en el tracto gastrointestinal y se biodistribuyen
al pancreas de larvas del pez cebra, sin embargo, no inducen una respuesta antiviral y presentan

toxicidad dosis-dependiente en larvas del pez cebra de 5 dias.

El moédulo del antigeno viral G3 de SVCV combinado con un modulo de proteinas recombinantes de
IFNy del pez cebra (SVCV-IFNy) protegen eficazmente a peces cebra adultos contra infecciones del
virus SVC.

Los modulos recombinantes de IPNV administrados mediante intubacion oral pueden traspasar la

mucosa epitelial del intestino y biodistribuirse al rifion anterior de truchas arcoiris juveniles.

La proteina recombinante nanoestructuradas del antigeno viral VP2 de IPNV combinada con un
modulo de proteinas recombinantes de IFNy de trucha arcoiris (IPNV-IFNy) estimul6 la expresion
de genes marcadores de la respuesta inmune adaptativa en las poblaciones de linfocitos aislados del

intestino de juveniles de truchas juveniles intubadas de forma oral.

El médulo de IFNy no induce la expresion de anticuerpos especificos contra IPNV, pero si parece

inducir un estado de tolerancia oral u homeostasis intestinal posiblemente dependiente de la dosis.

El médulo IPNV-IFNy combinado con el médulo ligando humano (CCRS5) estimulo la respuesta
antiviral humoral mediante la induccién de anticuerpos especificos contra IPNV en sueros de

juveniles de truchas intubadas oralmente.
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