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Resumen

Piscirickettsia salmonis es el agente etiolégico de la Piscirickettsiosis, una de las
enfermedades mas graves y perjudiciales que afecta a la industria salmonera chilena. Para
el control profilactico de esta enfermedad actualmente existen 26 vacunas con registro
provisional de uso en salménidos. Sin embargo, ninguna vacuna ha demostrado poder
controlar totalmente los brotes epidémicos en condiciones de campo. Varios investigadores
han revelado la presencia de dos genogrupos predominantes en las granjas de cultivo del
sur de Chile, denominados LF-89 y EM-90; los que presentan una distribuciéon espacio-
temporal variable durante los ultimos afios. Evidencias recientes sugieren que los
mecanismos bioldégicos de ambos genogrupos podrian interactuar de manera sinérgica
durante la infeccidn, indicando la posibilidad de que ocurran coinfecciones en las granjas
actuales. Este escenario complica aun mas la eficacia de las vacunas, ya que muchas de
ellas estan disefiadas para actuar Unicamente contra un genogrupo predominante. Por lo
tanto, surge la necesidad de encontrar métodos profilacticos alternativos para garantizar y
contribuir a la sostenibilidad de la industria salmonicultura chilena. Un nuevo método
profilactico propuesto en esta tesis son el uso de nanoproteinas (NPs) con caracteristicas de
cuerpos de inclusidbn recombinantes para ser usados como antigenos en un prototipo de
vacuna contra P salmonis. Las nanoproteinas producidas como cuerpos de inclusién son
agregados de proteinas solubles e insolubles de caracter amiloides, por lo que no necesitan
de encapsulacioén, su produccion es escalable, son liofilizables, y son altamente estables a
condiciones adversas de temperatura y pH.

En este proyecto de tesis se plantea evaluar la capacidad de algunas nanoproteinas como
cuerpos de inclusidon de proteinas antigénicas de P. salmonis para inducir una respuesta
adaptativa en el salmén del Atlantico (Salmo salar) y su potencial uso como inmundgenos en
un prototipo de vacuna. Para alcanzar este objetivo, se disefiaron tres secuencias
antigenicas con caracteristicas quiméricas de los genogrupos LF-89 y EM-90 de P. salmonis,
las que se produjieron como cuerpos de inclusidon recombinantes en E. coli BL21(DE3). Los
prototipos fueron denominados para propodsitos de su proteccion comercial como: SkipZ,
Pulsed y HopQ. Luego, se cuantificaron y caracterizaron los tres prototipos mediante
técnicas como western blot. La captacion y la actividad inmunoestimuladora de los prototipos
fueron evaluadas en macrofagos de salmon mediante ensayos in vitro. Posteriormente, se
vacunaron juveniles de salmon y se analizaron los efectos de los prototipos SkipZ y HopQ a
nivel de expresion génica (QPCR) y produccién de inmunoglobulinas (ELISA).

Los tres prototipos alcanzaron eficiencias de produccion de 57 mg/L para Pulsed, 40 mg/L
para SkipZ y 26,8 mg/L para HopQ. Estos fueron endocitados por macréfagos de trucha
arcoiris (RTS-11) con eficiencias de internalizacion del 5% para SkipZ, 26% para Pulsed y
54% para HopQ. En los ensayos in vitro, se observd una activacion tanto a nivel
transcripcional como traduccional de moléculas asociadas con la presentacién de antigenos
y marcadores proinflamatorios, destacandose la capacidad de activacion de HopQ y SkipZ a
dosis de 20 y 5 ug/mL. En los ensayos in vivo, ambos prototipos vacunales a dosis de 0,5
mg/kg de pez para SkipZ y de 2 mg/kg de pez para HopQ, generaron una activacion robusta
de la respuesta Th1, con un aumento exacerbado de la expresion de IFN-y e IL-12. Este
fuerte incremento podria estar suprimiendo la diferenciacion de linfocitos CD8+, lo que
reduciria la efectividad de la respuesta inmunitaria celular para la total eliminacion del
patégeno, ya que fomenta la homeostasis en los peces durante una inflamacién exacerbada



a consecuencia de las vacunas. Ademas, no se detectd un cambio significativo en la
respuesta Th2, lo que sugiere que la respuesta humoral no fue predominantemente activada.

En conclusion, los prototipos de vacuna basados en secuencias antigénicas de Piscirickettsia
salmonis y producidos como cuerpos de inclusién quiméricos demostraron ser potentes
inmundgenos capaces de inducir una respuesta inmune adaptativa robusta en el salmén del
Atlantico, destacandose la activacion de la respuesta Th1 por parte de HopQ y SkipZ. Sin
embargo, se requieren mas estudios para evaluar su efecto protector en ensayos de desafio
con el patdgeno, incluyendo ambos genogrupos, y determinar su efectividad a largo plazo.



Abstract

Piscirickettsia salmonis is the etiological agent of Piscirickettsiosis, one of the most severe
and detrimental diseases affecting the Chilean salmon farming industry. Currently, there are
26 vaccines with provisional registration available for prophylactic use in salmonids. However,
none have proven effective in fully controlling epidemic outbreaks under field conditions.
Several researchers have identified two predominant genogroups along the Chilean coast,
designated as LF-89 and EM-90, which exhibit a variable spatiotemporal distribution in
southern Chilean salmon farms in recent years. Recent evidence suggests that the biological
mechanisms of both genogroups may interact synergistically during infection, indicating the
potential for co-infections in contemporary farms. This scenario further complicates vaccine
efficacy, as many are designed to target only a predominant genogroup. Thus, the need
arises to identify alternative prophylactic methods to ensure and contribute to the

sustainability of the Chilean salmon farming industry.

A novel prophylactic approach proposed in this thesis involves the use of recombinant
nanoproteins, also known as inclusion bodies, with antigenic functions against
Piscirickettsiosis. These inclusion bodies are aggregates of soluble and insoluble proteins
with amyloid characteristics, eliminating the need for encapsulation. They are scalable,

lyophilizable, and highly stable under adverse temperature and pH conditions.

This thesis aims to evaluate the ability of certain antigenic protein inclusion bodies from P.
salmonis to induce an adaptive immune response in Atlantic salmon (Salmo salar) and their
potential use as immunogens in a vaccine prototype. To achieve this objective, three
antigenic sequences with chimeric characteristics from the LF-89 and EM-90 genogroups of
P. salmonis were designed and produced as recombinant inclusion bodies in E. coli
BL21(DE3). The prototypes were designated for commercial protection purposes as SkipZ,
Pulsed, and HopQ. These prototypes were quantified and characterized using techniques
such as Western blot. Their uptake and immunostimulatory activity were evaluated in salmon
macrophages through in vitro assays. Subsequently, juvenile salmon were vaccinated, and
the effects of the SkipZ and HopQ prototypes were analyzed in terms of gene expression
(gPCR) and immunoglobulin production (ELISA).

The three prototypes achieved production efficiencies of 57 mg/L for Pulsed, 40 mg/L for

SkipZ, and 26,8 mg/L for HopQ. These prototypes were internalized by salmon macrophages
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(RTS-11) with uptake efficiencies of 5% for SkipZ, 26% for PulseJ, and 54% for HopQ. In
vitro assays showed activation at both transcriptional and translational levels of molecules
associated with antigen presentation and pro-inflammatory markers, with notable activation
capacities observed for HopQ and SkipZ at 20 pg/mL and 5 pg/mL, respectively. In vivo
assays revealed that both vaccine prototypes, administered at doses of 0.5 mg/kg of fish for
SkipZ and 2 mg/kg of fish for HopQ, robustly activated the Th1 response, with a marked
increase in IFN-y and IL-12 expression. This strong upregulation might suppress CD8+
lymphocyte differentiation, potentially reducing the effectiveness of the cellular immune
response in fully eliminating the pathogen. However, this effect may contribute to maintaining
homeostasis in fish during the exacerbated inflammation induced by the vaccines. Moreover,
no significant change was observed in the Th2 response, suggesting that the humoral

response was not predominantly activated.

In conclusion, the vaccine prototypes based on antigenic sequences of Piscirickettsia
salmonis and produced as chimeric inclusion bodies demonstrated potent immunogenicity,
capable of inducing a robust adaptive immune response in Atlantic salmon. The activation of
the Th1 response by HopQ and SkipZ was particularly noteworthy. However, further studies
are needed to evaluate their protective effects in challenge trials with the pathogen, including

both genogroups, and to determine their long-term effectiveness.
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Figura 23. Produccion de Ig totales en peces vacunados con la vacuna SkipZ a los 1, 7 y 14 dias post-
vacunacion, medida mediante ELISA. La densidad éptica (OD) a 450 nm no refleja cambios
significativos en la cantidad de anticuerpos presentes en las muestras en los diferentes dias de
andlisis, segun el analisis de varianza de una via (ANOVA). 89

Figura 24. Esquema del procesamiento antigénico y activacion de linfocitos T CD8+ y diferenciacion
hacia el perfil Th1, inducido por la internalizacion de proteinas de Piscirickettsia salmonis en
células presentadoras de antigenos (APCs). La imagen ha sido adaptada Rozas-Serri et al.
(2022). https://doi.org/10.3389/fimmu.2022.856896 99
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1. Introduccion

Chile se ha consolidado en los ultimos afios como un referente mundial en la exportacion de
salmonidos. El método de cultivo mas utilizado combina sistemas de recirculacion en tierra
durante las primeras etapas de desarrollo y posterior engorda en jaulas, en lagos o mar
abierto. Esta ultima fase se ha convertido en un punto critico debido a las importantes
pérdidas econdmicas causadas por diversas enfermedades infecciosas (Evensen, 2016;
Jakob et al., 2014). La alta densidad de peces en jaulas favorece la rapida propagacion de
patégenos marinos, lo que permite que los brotes se extiendan entre diferentes centros de
cultivo. Este escenario refuerza la necesidad de implementar estrategias profilacticas
eficientes y sostenibles para controlar enfermedades persistentes y emergentes, reduciendo

asi su impacto econémico en el mercado nacional.

En Chile, la Piscirickettsiosis o septicemia por rickettsiosis de los salménidos (SRS) es la
principal enfermedad sistémica que afecta gravemente a mdultiples érganos y tejidos de
salmones de cultivo; generando mortalidades anuales del 52,2% dentro de las reportadas
como mortalidades infecciosas para el afio 2023 (SERNAPESCA, 2023), generando bajos
rendimientos a la cosecha con relacién a numero de peces smolt sembrado. El impacto
econdmico de P. salmonis se ve en etapas tardias de engorda cerca del periodo de
cosechas con pérdidas econdmicas que alcanzan los US$700 millones anuales (Caruffo et
al.,, 2021; Maisey et al.,, 2017). Ademas, el uso de antibidticos para controlar esta
enfermedad es considerado en los mercados internacionales una desventaja lo que en su
conjunto, hace menos competitivo al salmén chileno en comparacion con el salmén silvestre

0 con nuestro competidor mas cercano Noruega.

Aunque las vacunas se han considerado cruciales para el desarrollo del cultivo de salmén en
todo el mundo (Sommerset et al., 2005), no han tenido éxito para erradicar la
Piscirickettsiosis en Chile, por razones que son ampliamente debatidas (Rozas-Serri, et al.
2022, Valenzuela-Avilés et al., 2022). En Chile, existen alrededor de 17 vacunas con registro
provisional autorizadas para su comercializacion contra la Piscirickettsiosis (SAG, 2022). Si
bien la evidencia de efectividad en campo es limitada, existe consenso en la industria de que
la proteccion a largo plazo de la vacunacion es baja (Rozas-Serri et al., 2023; Tobar et al.,
2015; Valenzuela-Avilés et al., 2022). Las vacunas actuales contra Piscirickettsia salmonis

presentan una eficacia limitada en condiciones de campo debido a factores intrinsecos,
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como la alta variabilidad genética heredable de los peces, que influye en la respuesta
inmune, y a factores extrinsecos, como la temperatura, salinidad, coinfecciones y presion
ambiental. Ademas, la diversidad y virulencia de los distintos aislados y genogrupos, que no
siempre se consideran en el disefio de las vacunas, han cobrado creciente relevancia y
dificultan el control efectivo de la enfermedad (Figueroa et al., 2017; Figueroa et al., 2020;

Valenzuela-Avilés et al., 2022)

Con respecto al ultimo factor, la virulencia entre los distintos genogrupos, el analisis pan
genomicos han demostrado que P. salmonis presenta a nivel nacional, una clara divisién de
dos genogrupos preponderantes, LF-89 y EM-90 (Aravena et al., 2020; Nourdin-Galindo et
al., 2017; Ramirez et al., 2015; Saavedra et al., 2017). Estos genogrupos presentan una
distribucion espacio-temporal variable en las granjas de cultivo de las costas del sur de Chile;
Aunque ambos genogrupos son patégenos, el nivel de virulencia es diferente. Esto podria
explicarse porque a nivel de composicion funcional del genoma central, la cepa EM-90
presenta factores de virulencia especificos relacionados con adherencia, colonizacion,
factores de invasién y endotoxinas que no presenta LF-89 (Nourdin-Galindo et al., 2017;
Ortiz-Severin et al., 2019; Ramirez et al., 2015). Entre los afios 2010 y 2014 se demostré una
mayor prevalencia de LF-89, pasando a un cambio de tendencia de genogrupo a EM-90 en
los afios 2015 a 2019 (Carril, 2023 Oct 25; Rozas-Serri et al., 2018; Saavedra et al., 2017).
En consecuencia, en los ultimos afos la industria ha modificado sus estandares de
produccion de vacunas, optando por formular vacunas desarrolladas a partir del genogrupo
EM-90 (Rozas-Serri et al., 2023). Este cambio en la fabricacion de vacunas estaria
aumentando nuevamente la incidencia y casos positivos del genogrupo LF-89.
Adicionalmente, cada vez se relune mas evidencia de que es posible que los mecanismos
biolégicos de ambos genogrupos modulen sinérgicamente la interaccidén con el huésped, por
lo que las coinfecciones podrian estar presentes en la actualidad en las granjas de cultivo
(Carril, 2023 Oct 25; Rozas-Serri et al., 2023). Bajo este contexto, se ha propuesto que la
vigilancia a nivel de genogrupos es fundamental para establecer mejores estrategias de

vacunacion contra SRS (Rozas-Serri et al., 2023).

Todos estos antecedentes apuntan a la incorporacién de nuevas tecnologias profilacticas
que incorporen como elemento diferenciador el uso de antigenos quiméricos que permitan
ser utilizados contra los dos genogrupos mas prevalentes en Chile. Los cuerpos de inclusién
(Cl), también denominados nanoproteinas (NP), representan una estrategia innovadora para

el desarrollo de prototipos vacunales contra Piscirickettsia salmonis (Torrealba, Lépez et al.,
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2024). Estas estructuras proteicas agregadas conservan parcialmente la actividad biologica
de la proteina de interés, lo que permite inducir una activacion prolongada y especifica del
sistema inmune. Ademas, su disefio multiepitépico ofrece la ventaja de abarcar
simultaneamente ambos genogrupos predominantes de P. salmonis (LF-89 y EM-90),

aumentando el potencial de generar una respuesta inmune eficaz frente a coinfecciones.

En comparacion con las vacunas tradicionales, los Cl presentan caracteristicas técnicas
altamente ventajosas, como produccion escalable, bajo costo, estabilidad mecanica y
resistencia a condiciones adversas, posicionandolos como candidatos atractivos para

enfrentar los brotes persistentes en la salmonicultura chilena.

En base a lo expuesto con anterioridad, es que se genera la siguiente hipétesis de la tesis
doctoral: Las proteinas antigénicas quiméricas de P. salmonis en cuerpos de inclusion
inducen una respuesta inmune adaptativa en Salmén del Atlantico, permitiendo su uso como
inmunogenos en un prototipo de vacuna contra este patégeno. Para responder esta hipétesis
se plantea el siguiente objetivo: Evaluar la capacidad de los cuerpos de inclusién como
inmundgenos para potenciar la respuesta inmune del salmén del Atlantico. Este objetivo se
llevd a cabo cumpliendo los siguientes objetivos especificos: 1) Producir y caracterizar
cuerpos de inclusion de proteinas de P. salmonis en Escherichia coli. 2) Evaluar in vitro la
endocitosis y la capacidad inmunoestimuladora de los cuerpos de inclusidon en macréfagos
de trucha Arcoiris. 3) Demostrar que los cuerpos de inclusion como inmundégeno generan

una respuesta inmune adaptativa en juveniles de salmon del Atlantico.

21



CAPITULO 2

2. Revisién Bibliografica

2.1 Produccién y cultivo de salménidos en Chile

La acuicultura se ha convertido en una fuente esencial de proteinas para el consumo
humano (Pradeepkiran, 2019). Los salmdénidos estan entre las especies de interés, en el que
aproximadamente el 80% de la cosecha mundial de salmén es de cultivo. La mayor parte del
salmon cultivado proviene de Noruega, Chile, Escocia y Canada. El método de cultivo mas
utilizado para producir salmén comienza con un sistema de recirculacién de agua dulce en
tierra en las primeras etapas del desarrollo de los peces, y luego se traslada a jaulas en
lagos o en alta mar. Esta ultima etapa de produccion es la que presenta un mayor riesgo de
contraer enfermedades infecciosas (SERNAPESCA, 2023). La conectividad hidrodinamica
entre las granjas de cultivo permite una transmisién mas rapida y cubre mayores distancias,
de modo que cuando ocurre un brote en un centro aguas arriba, la enfermedad se propaga a
las granjas aguas abajo a través de las corrientes oceanicas, lo que conlleva graves pérdidas
economicas (Evensen, 2016; Jakob et al., 2014; Labra et al., 2020). Por lo tanto, controlar las
enfermedades infecciosas en la industria acuicola se ha convertido en una preocupacion

significativa y un desafio continuo para reducir su impacto (Perez-Sanchez et al., 2018).

En los ultimos afos, Chile se ha convertido en un referente mundial en la exportacién de
salménidos, en el que las especies mas cultivadas son el Salmén del Atlantico (Salmo salar)
con un 65% de la produccion, el Salmon Coho (Oncorhynchus kisutch) con un 29% vy la
Trucha Arcoiris (Oncorhynchus mykiss) con un 6% (SERNAPESCA, 2023). Las cosechas
totales de estos salmoénidos durante 2024 alcanzaron las 782.000 toneladas, lo que
representa un valor comercial de US$ 6.361 millones (Consejo del salmén, 2024). Uno de los
patégenos mas devastadores en la industria acuicola es Piscirickettsia salmonis, un
patégeno intracelular que causa la Piscirickettsiosis a veces llamada septicemia rickettsial
del salmoén (SRS). Esta enfermedad sistémica afecta gravemente a multiples érganos y
tejidos de salménidos silvestres y cultivados. La Piscirickettsiosis ha estado infectando al
salmon chileno durante casi 40 afnos, causando mortalidades superiores al 60% de la
produccion de Salmon Coho en Chile (Jakob et al., 2014; SERNAPESCA, 2023; Valenzuela-
Miranda & Gallardo-Escarate, 2018).
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2.2 Piscirickettsiosis: etiologia y patogénesis

Piscirickettsia salmonis es una bacteria intracelular facultativa, inmévil, no encapsulada,
pleomorfica, generalmente cocoide, que se encuentra en pares o estructuras en forma de
anillo con un diametro de aproximadamente 0.5-1.5 ym (Gémez et al., 2013; Rojas et al.,
2008). P. salmonis se clasifica dentro de la clase de las y-proteobacterias y el orden
Thiotrichales (Rojas et al., 2008). La infeccion por Piscirickettsia salmonis se caracteriza por
la utilizacion de sofisticados mecanismos de evasion inmunolégica que dificultan la
eliminaciéon bacteriana por parte de las células fagociticas del hospedador. Uno de los
principales mecanismos de virulencia descritos es la inhibicion de la fusién fagosoma-
lisosoma, proceso esencial para la degradacion bacteriana en el interior de los macréfagos
[Ramirez et al., 2015]. Para lograr esta interrupcién en el trafico vesicular, P. salmonis induce
una reorganizacion del citoesqueleto de la célula huésped, alterando tanto las fibras de
actina como los microtubulos que constituyen el andamiaje intracelular [Ramirez et al., 2015].
Estudios realizados en lineas celulares SHK-1, RTS-11 y ASK demostraron que la bacteria
desorganiza significativamente estas estructuras, generando un colapso citoplasmatico que
desvia las vesiculas de su ruta normal, modifica la arquitectura interna de la célula y limita el

transporte de los fagosomas hacia los lisosomas [Ramirez et al., 2015].

La reorganizacion del citoesqueleto de actina es un mecanismo ampliamente utilizado por
otros patdgenos intracelulares, pues permite a las bacterias persistir protegidas en el citosol
y evita que las vesiculas cargadas con péptidos antimicrobianos alcancen los
compartimentos fago-lisosomales [Dramsi et al., 1998]. En el caso de P. salmonis, esta
desestabilizacion controlada del citoesqueleto no solo impide la destruccién bacteriana, sino
que ademas favorece la generacién de un nicho intracelular estable, optimizando las
condiciones para la replicacion bacteriana y contribuyendo al establecimiento de infecciones

cronicas.

Adicionalmente, evidencias recientes sugieren que P. salmonis utiliza un sistema de
secrecion tipo IV funcionalmente similar al Dot/lcm descrito en Legionella pneumophila y
Coxiella burnetii [Gémez et al., 2013; Labra et al.,, 2016]. La activacion de este sistema
contribuye de forma sinérgica a la inhibicién de la fusion fagosoma-lisosoma, promoviendo

asi la replicacion intracelular de la bacteria dentro de los macréfagos del hospedador.
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Complementariamente, P. salmonis modula la respuesta inmune del hospedador mediante la
induccion de una sobreexpresion de la citoquina antiinflamatoria IL-10, la cual regula
negativamente efectores antimicrobianos como la hepcidina, creando un microambiente
intracelular favorable para su supervivencia y multiplicacién [Alvarez et al., 2014; Alvarez et
al., 2016].

Otro mecanismo patogénico desarrollado por bacterias Gram-negativas se basa en la
secrecion de material insoluble a través de la formacion de vesiculas de membrana externa
(OMV) (Qliver et al., 2017). Las OMV se componen principalmente de proteinas de la
membrana externa (OMP), lipopolisacaridos (LPS), fosfolipidos, proteinas periplasmicas,
toxinas y otros. Estos factores de virulencia se pueden administrar al citoplasma de la célula
huésped mediante la fusion con la membrana plasmatica o mediante la internalizacion a
través de vias endociticas (Bomberger et al., 2009; Tandberg et al., 2017). Se ha
determinado con éxito que P. salmonis libera de forma constitutiva vesiculas de la membrana
externa (OMV), que han sido implicadas en la liberacion de factores de virulencia que
desempefnan diversas funciones en la patogénesis bacteriana, como invasion, adherencia,
resistencia a los antibiéticos, dafo de la célula huésped, inmunomodulacién y formacion de
biopeliculas (Oliver et al., 2017). Este antecedente ha sido evaluado en ensayos de infeccion
in vitro en células CHSE-214, donde fue posible determinar el efecto citopatico de las
células, provocado por las OMV purificadas, indicando que podrian ser un vehiculo para la
entrega de moléculas efectoras a las células hospedadoras (Oliver et al., 2016). Entre los
elementos claves de las OMV se encuentra el lipopolisacarido (LPS),el cual parece tener una
estructura atipica con cadenas O-antigeno truncadas, lo que podria facilitar la evasion del
sistema inmunolégico innato y promover la supervivencia en condiciones intracelulares,
facilitando la integridad celular, la adhesion, la evasion de los mecanismos de defensa del

huésped y el reconocimiento por el sistema inmunoldgico (Herrera, Olavarria et al. 2022)

En el contexto de la formacion de biopeliculas, se conoce como un mecanismo utilizado por
grupos de bacterias para sobrevivir y persistir frente a factores estresantes como los
antimicrobianos y desinfectantes. La producciéon de biofiilm estd organizada por una
comunidad de microorganismos cooperantes, regulada por la disponibilidad de nutrientes y
factores ambientales como osmolaridad, pH, temperatura, contenido de oxigeno y hierro
(Chen et al.,, 2020; Santibanez et al., 2020). P. salmonis produce biopeliculas como
estrategia de resistencia y persistencia frente a estimulos ambientales estresantes o para

sobrevivir en el medio marino (Lozano, Diaz et al. 2017). La biopelicula se produciria
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directamente o mediante agregados similares a biopeliculas que se depositarian sobre la
piel, los huevos u otros componentes del pescado. Su producciéon también se ha relacionado
con bancos de semillas ambientales que permitirian la diseminacion de nuevos fenotipos
virulentos y estructuras virulentas de P. salmonis, como vesiculas de membrana (Larenas et
al., 2003; Smith et al., 2015; Zhang et al., 2019). Recientemente, se ha planteado la hipdtesis
de que la formacién de biopeliculas genera tolerancia de patégenos a las diversas moléculas
biolégicamente activas presentes en la mucosa de la piel de los peces (Levipan et al., 2020),
estando esta ultima involucrada en la modulacion ejercida como mecanismo de defensa de
la respuesta inmune innata. Por tanto, la biopelicula producida por P. salmonis podria

considerarse un factor de virulencia relevante.

Ademas, se ha observado que el patégeno intracelular provocaria la represion de la
maquinaria de traduccion en los peces, siendo una estrategia sofisticada que permite, por un
lado, controlar para optimizar la traduccién de proteinas del patégeno y, por otro lado,
suprimir la traduccion de proteinas involucradas en la respuesta inmune innata de los peces
(Pulgar et al., 2015).

Por tanto, el desarrollo de plasticidad metabdlica en ambientes con recursos limitados seria
uno de los mecanismos cruciales para la supervivencia y desarrollo de virulencia en la
bacteria (Valenzuela-Miranda & Gallardo-Escarate, 2018). La secuenciacion de P. salmonis
revelé que es capaz de desarrollar mecanismos de adquisicion de hierro controlados por la
disponibilidad de hierro del medio ambiente. Los genes involucrados en la adquisicion de
hierro del ambiente podrian actuar como un factor de virulencia, detectando fluctuaciones de
hierro y respondiendo de manera adaptativa a la deficiencia y el exceso de hierro (Pulgar et
al., 2015). Existe una regulacion moderada entre los sistemas de adquisicion y
desintoxicacion en la bacteria (Pulgar et al., 2015). Todo este trasfondo converge en la
hipotesis de que P. salmonis estaria modulando selectivamente la sefalizacion de vias
alternativas sinérgicas de la respuesta inmune del huésped, lo que le daria éxito en su

infeccién y mantenimiento dentro de la célula.

2.3 Sistema inmune en teledsteos

En teledsteos, estudios a nivel molecular han demostrado que los genes relacionados con la
inmunidad presentes en los vertebrados superiores se conservan mayoritariamente; sin
embargo, queda mucho trabajo por dilucidar (Dezfuli et al., 2023). La falta de conocimiento a
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nivel funcional impacta directamente en el desarrollo de vacunas para enfermedades como la
Piscirickettsiosis ya que no existe evidencia concluyente de que las vacunas comerciales
disponibles contra este P. salmonis logren levantar una respuesta inmune potente en el
tiempo (Happold et al., 2020; Rozas-Serri et al., 2019; Vargas et al., 2021).

Hasta la fecha se sabe que en los teledsteos existe una respuesta inmune innata que
engloba mecanismos de defensa inespecificos que no dependen de encuentros previos con
el patdgeno, proporcionando la primera linea de defensa que constituye la base de la
respuesta inmune. Los teledsteos presentan la mayoria de los componentes descritos en el
sistema inmune innato de mamiferos, siendo algunos de estos mas diversos, por ejemplo,
las lectinas, el sistema del complemento y los receptores de células natural killer (NK)
(Dezfuli et al., 2023). La barrera epitelial y mucosa de la piel, branquias y tracto digestivo son
una barrera importante ya que los protege frente a enfermedades como la Piscirickettsiosis.
Esto se debe a que la mucosa del pez brinda proteccién fisica y mecanica con diversas
moléculas como péptidos antimicrobianos, factores del complemento e inmunoglobulinas
(Salinas, 2015). Los componentes celulares del sistema inmunolégico innato son
macrofagos, monocitos, neutrofilos y células dendriticas (Sepulcre et al., 2009; Wittamer et
al., 2011; Wu et al.,, 2020) que reconocen patégenos a través de receptores de
reconocimiento de patrones (PRR). Los PRR reconocen las estructuras patégenas

conservadas, como los patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPS).

Por otro lado, el sistema inmunoldgico adaptativo es estimulado por la exposicion a un
antigeno que le permitiria desarrollar una seleccién clonal de varios linfocitos, aumentando
en magnitud y acelerando la capacidad defensiva con cada exposicidon sucesiva a este
antigeno particular. En los teledsteos, las células dendriticas, los macréfagos, los monocitos,
los neutrofilos y los linfocitos B se han identificado como células presentadoras de antigeno
(APC). Las APC a través de sus receptores de reconocimientos de patrones (PRR),
reconocen a los patrones moleculares asociados a patéogenos (PAMPs) de los diferentes
patégenos. Una vez reconocidas, las APC que transportan el antigeno migran al rifién
anterior y al bazo, estando estos 6rganos linfoides secundarios involucrados en la
presentacién de antigenos y siendo responsables de iniciar la respuesta inmune adaptativa
(Martinez et al., 2018; Mulero et al., 2007). Estudios en pez cebra y trucha arcoiris han
identificado que las APC presentan una alta expresién del complejo mayor de
histocompatibilidad clase Il (MHC-II) y factores coestimuladores como el cluster de

diferenciacion 80 y 86 (CD80/CD86) que participan en la estimulacién y activaciéon de la
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respuesta inmune adaptativa (Bassity & Clark, 2012; Lugo-Villarino et al., 2010). Las
moléculas CD80 / 86 son glicoproteinas de membrana de tipo | expresadas en la superficie
de las APC, lo que permite la generacién de una senal coestimuladora que activa los
receptores de superficie de las células T (TCR) (Liu et al., 2022) Otro marcador de superficie
celular relevante es CD83, una proteina de membrana integral perteneciente a la
superfamilia de inmunoglobulinas que actia como una proteina inmunorreguladora,
entregando sefiales coestimuladoras a los linfocitos T nativos que estimulan su proliferacion
(Morales-Lange et al., 2021; Prechtel & Steinkasserer, 2007). En este contexto, las células T
que presentan receptores de superficie (receptor de células T, TCR) participan activamente
en la captacion del antigeno que presentan las APC (Husson et al., 2011). Una vez que se
estimulan las células T, la liberacion de citocinas orquesta las respuestas inmunes de otras
células inmunitarias que permitirian la diferenciacién de los linfocitos T nativos en varias
subpoblaciones de células. Los cuales, identificados funcionalmente en vertebrados
superiores, corresponden a las subpoblaciones de linfocitos T Helper 1 (Th1) importante para
la inmunidad mediada por células; T helper 2 (Th2) mediador de la respuesta humoral; T
reguladores (Tregs) ligado a la regulacion o supresion de las respuestas inmunes para
prevenir el dafio inmunolégico y T helper 17 (Th17) ligado a las respuestas proinflamatorias
y para mejorar la respuesta a bacterias extracelulares (Morales-Lange et al., 2021; Naito et
al., 2011).

Las subpoblaciones Th1 de linfocitos citotéxicos CD8+ participan en la eliminaciéon directa de
células infectadas o anormales liberando moléculas para inducir la apoptosis. Las células
diana se identifican mostrando fragmentos anormales de proteinas o patégenos en
asociacion con moléculas MHC-I. Por lo tanto, el sistema inmunoldgico del huésped seria
capaz de protegerse contra patdgenos intracelulares, como P. salmonis (Tian et al., 2022) .
Por otro lado, las subpoblaciones Th2 de linfocitos CD4+ o células T auxiliares producen
citocinas que activan las células inmunes que participan en las respuestas humorales y
mediadas por células. Una caracteristica de las células T colaboradoras es que expresan
una glicoproteina de superficie CD4, lo que les confiere especificidad en la interaccion celular
con el marcador de superficie MHC-II. En los peces teleésteos, se han demostrado muchos
ortélogos que representan diferentes subconjuntos de células T colaboradoras y sus factores
de transcripcion (Laing & Hansen, 2011). La respuesta inmune humoral (subpoblaciones
Th2) mediada por anticuerpos produce inmunoglobulinas (lg) que pueden reconocer
antigenos microbianos, neutralizar su infectividad y ayudar a su eliminacion. Hasta la fecha,

se han identificado tres clases de Ig en teledsteos. Estos son IgM e IgD que exhiben
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caracteristicas de vertebrados, como afinidad intrinseca por antigenos y alta afinidad
funcional; La IgM es la mas abundante dentro de los teledsteos y es producida por células
plasmaticas y plasmoblastos ubicados en el rifion anterior (Zhang et al., 2010), después de
las inmunizaciones de refuerzo, los teledsteos muestran un aumento sustancial en los titulos
de IgM (Tobar et al., 2015). Otra clase de Ig en los teledsteos es la IgT / Z (de Teleost /
Zebrafish), que es especifica de los peces y se informa en la mucosa, la piel y los intestinos
(Parra et al., 2015). Se ha podido detectar que las bacterias presentes en los intestinos de
los peces estan cubiertas por IgT, siendo medibles en grandes cantidades principalmente en
el intestino, mientras que la respuesta de IgM se detecta solo en el suero (Zhang et al.,
2010).

Bajo esta perspectiva, independiente de las diferencias filogenéticas, los esquemas
utilizados por los vertebrados superiores operan bajo principios conservados, involucrando
comparaciones con peces teledsteos, de los cuales se pueden extraer principios generales
del disefio de la respuesta inmune adaptativa. Esta comparacién nos permitiria comprender y
mejorar los métodos profilacticos para combatir patégenos intracelulares como P. salmonis.
Esto conduciria al desarrollo de vacunas que levanten una respuesta inmune humoral y
mediada por células exacerbada a lo largo del tiempo, protegiendo a los teledsteos no solo
de los ataques de patdogenos como P. salmonis, sino también de las coinfecciones con
ambos genogrupos de la bacteria que impactan directamente en el sistema inmunologico de

los peces.

2.4 Estrategias de prevencion y control de la Piscirickettsiosis

Desde el primer brote severo de Piscirickettsia salmonis en Chile en 1989, que provoco la
muerte de mas de un millon de peces, la Piscirickettsiosis (SRS) se ha consolidado como
uno de los principales desafios sanitarios de la salmonicultura nacional. A lo largo de los
afios, se han implementado diversas estrategias de control, incluyendo diagndsticos
oportunos, manejo del estrés, uso de vacunas e inmunoestimulantes, aplicacion de
antibidticos y, mas recientemente, programas de cria selectiva de peces resistentes (Correa
et al., 2015; Evensen, 2016; Figueroa et al., 2020). Sin embargo, a pesar de los esfuerzos, la
enfermedad continta generando elevadas pérdidas productivas y econémicas. En 2012, el
Servicio Nacional de Pesca y Acuicultura (SERNAPESCA) implementé un programa nacional

de vigilancia y control enfocado en la deteccion temprana del patégeno y la aplicacion de
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medidas graduales para contener los brotes, lo que ha permitido dimensionar la magnitud del

problema.

La vacunacién constituye la estrategia profilactica mas utilizada para prevenir los brotes de
P. salmonis , con la disponibilidad de 17 vacunas comerciales autorizadas por el SAG (SAG.,
2024). Estas presentan una alta diversidad en cuanto a formulacién: existen vacunas
monovalentes y pentavalentes, de tipo bacterina, subunidades o bacterias vivas atenuadas,
con variacion en las cepas de P. salmonis utilizadas y en los adyuvantes incorporados. En
los ultimos afios, la salmonicultura chilena ha mantenido un uso masivo de vacunas para el
control de la Piscirickettsiosis, destinando una parte importante de las dosis administradas a
la prevencion de esta enfermedad, reflejando su relevancia sanitaria en la industria. Sin
embargo, estudios de campo han demostrado que la eficacia de las vacunas disponibles
contra Piscirickettsia salmonis es altamente variable, reflejando un desempefio inconsistente
entre distintas condiciones productivas y epidemiolégicas (Happold et al., 2020). Esta
variabilidad en la proteccion sugiere que las vacunas actuales no confieren una inmunidad
robusta frente a la elevada diversidad genética de P. salmonis, marcada por la coexistencia
de dos genogrupos principales, LF-89 y EM-90, los cuales presentan diferencias
significativas en su virulencia y en la respuesta inmune que inducen en el hospedero (Rozas-
Serri et a.,2024; Rozas-Serri et a., 2023)

Como consecuencia de estas limitaciones, la salmonicultura chilena mantiene una alta
dependencia del uso de antibiéticos para el control de la Piscirickettsiosis. En 2024, se
utilizaron 451 toneladas de compuestos antimicrobianos activos (SERNAPESCA, 2024). Al
relacionar el uso de antimicrobianos con la biomasa total cosechada, se determiné un indice
de Consumo de Antimicrobianos (ICA) de 0,034%, equivalente a un uso promedio de 340
gramos de principio activo por tonelada producida. Este valor contrasta notablemente con lo
observado en la acuicultura noruega, donde el uso de antibioticos es considerablemente
menor, evidenciando diferencias sustanciales en las estrategias de manejo sanitario entre

ambas industrias (Millar et al., 2018).

Esta diferencia refleja que, a pesar del elevado numero de dosis vacunales aplicadas,
persisten tres problemas criticos: la alta prevalencia de la enfermedad, las elevadas tasas de
mortalidad asociadas y el excesivo uso de antimicrobianos. Esto no solo incrementa los

costos productivos y los riesgos de resistencia antimicrobiana, sino que también genera
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preocupacion por la bioacumulacién de residuos de antibiéticos en el ambiente (Cabello et
al., 2013).

Estos antecedentes ponen en evidencia la ineficiencia relativa de las estrategias actuales de
control y resaltan la necesidad urgente de desarrollar nuevas soluciones vacunales mas
efectivas, capaces de cubrir la diversidad de genogrupos presentes y reducir la dependencia
de tratamientos antimicrobianos. De esta forma, se podrian abordar las brechas existentes
en la prevencién y contribuir a la sustentabilidad productiva y sanitaria de la salmonicultura

chilena (Rozas & Enriquez, 2014; Valenzuela-Avilés et al., 2022).
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Figura 1. indice de Consumo de Antimicrobianos (ICA, %) y cantidad total de antimicrobianos
administrados (toneladas) en la salmonicultura chilena entre 2014 y 2024. Fuente:
SERNAPESCA (2024).

2.5 Factores intrinsecos que influyen en la eficacia de las vacunas

Los factores intrinsecos corresponden a caracteristicas propias del hospedero que modulan

la eficacia de las vacunas, tales como la genética del pez y el patégeno, el tiempo productivo
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del pez, el estado fisiolodgico de los peces, la condicién inmunoldgica global. Estos elementos
determinan la capacidad individual de los peces para generar respuestas inmunes robustas
tras la vacunacion, por lo que la interaccion entre estos parametros es clave para
comprender los resultados variables observados en la proteccion conferida por las vacunas
(Figura 3).

FACTORES INTRINSECOS

1
v

Relacionados con el patégeno Relacionados con la vacuna Relacionados con el pez

Figura 2. Factores intrinsecos que afectan la eficacia de las vacunas contra Piscirickefttsia
salmonis en salmonicultura.

2.5.1 Factores relacionados con el pez

La variabilidad genética de los peces influye directamente en la resistencia natural y en la
eficacia de la inmunizacion, generando diferencias significativas tanto entre especies como
entre familias dentro de una misma especie (Figueroa et al., 2020; Long et al., 2021; Barria
et al.,, 2019). Mientras algunos individuos desarrollan una proteccion sélida tras la
vacunacion, otros muestran baja respuesta inmune, lo que aumenta su susceptibilidad
(Figura 3).

Por otro lado, la diversidad genética de P. salmonis y su capacidad para evadir las defensas
del hospedador dificultan el disefio de vacunas universales y eficaces. Ademas, las vacunas
pueden presentar baja inmunogenicidad o desajustes con las cepas circulantes, reduciendo
su efectividad. Los peces también cuentan con mecanismos adicionales de defensa, como la
privacion de hierro para limitar el crecimiento bacteriano (Pulgar et al., 2015), la produccion
de intermediarios reactivos de oxigeno y la activacién de genes asociados a la resistencia,

como receptores de interleucinas y fucosiltransferasas (Correa et al., 2015). Asimismo, las
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trampas extracelulares formadas por ADN, histonas y péptidos antimicrobianos actian

capturando P. salmonis y controlando su propagacion (Alarcon et al., 2021).

En conjunto, estos factores reflejan la complejidad bioldgica que influye en la eficacia de las
vacunas y subrayan la necesidad de considerar simultaneamente la genética del
hospedador, la variabilidad del patdogeno y las caracteristicas de la vacuna para disefar

estrategias de control mas efectivas contra la Piscirickettsiosis.

Variabilidad en la proteccién tras proceso de vacunacién
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Figura 3.. Variabilidad en la eficacia de las vacunas contra Piscirickettsia salmonis en

salmones del Atlantico, evidenciando diferencias en la proteccidon conferida entre individuos
vacunados.

2.5.2 Factores relacionados con el patdogeno

El primer aislamiento de P. salmonis se llevé a cabo en el sur de Chile hace mas de 20 afios,
y el primer borrador del genoma secuenciado de la cepa P. salmonis LF-89 (VR-1361) se
publico en 2013 (Eppinger et al., 2013). Sin embargo, fue en 2015 cuando se secuencid
completamente su genoma, reportando 3.2 Mb y cuatro plasmidos de tamafio medio-grande.
Actualmente, se ha demostrado que P. salmonis presenta una alta variabilidad genética con
al menos 3 genogrupos principales: LF, EM y NC, siendo este ultimo aun no caracterizado
(Schober et al., 2023). La clasificacion de los genogrupos se basé principalmente en la
distribucion geografica, la susceptibilidad antimicrobiana y la especificidad del huésped
(Schober et al., 2023; Nourdin-Galindo et al., 2017; Ramirez et al., 2015). Aunque todos los
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genogrupos son patogénicos, el nivel de virulencia es diferente. Esto podria explicarse por la
alta diversidad de transposasas impulsa la adquisicion de genes, modificacion antigénica y
pseudogenizacion, lo que conlleva a generar genogrupos con diferencias en factores de
superficie, como antigenos y sistemas de secrecion tipo VB, que contribuyen a variaciones

en la virulencia y evasién inmunitaria (Schober et al., 2023).

Los ultimos informes emitidos revelan la como la alternancia de los grupos mas
caracterizados (LF-89 Y EM-90), varia en el tiempo, siendo preponderante LF-89 entre los
afios 2010 y 2014, a una dominancia de EM-90 el afo 2015 (Aravena et al., 2020; Saavedra
et al., 2017). El plan de vigilancia y control de SRS emitido por SERNAPESCA
(SERNAPESCA, 2013), no incorpora la deteccién de genogrupos de P. salmonis, ya que se
enfoca en la deteccion temprana del patdgeno, seguimiento de las granjas infectadas y
medidas de control durante el progreso de la enfermedad. Rozas-Serri et al., 2023, demostrd
la coinfeccion compleja de ambos genogrupos en las granjas de cultivo chilenas,
preponderando la tasa de positividad para el afo 2020 y 2021 del genogrupo LF-89. Es por
esta razén, que el conocimiento de la dinamica espacio temporal de ambos genogrupos de
P. salmonis es fundamental para disefar una adecuada estrategia de vacunacién para

combatir los brotes de SRS.

2.5.3 Factores relacionados con la vacuna

El desarrollo de vacunas eficientes contra P. salmonis se ha visto obstaculizado durante 30
afios debido al escaso conocimiento sobre la interaccion patégeno-hospedador, las
limitaciones de las células de memoria de los peces y los mecanismos utilizados por las
bacterias intracelulares para evitar la activacion de las células CD8+ (Pontigo et al., 2021;
Rozas-Serri, 2022). Ademas, no hay evidencia que indique que las vacunas activan las
respuestas inmunes mediadas por células necesarias para controlar los patéogenos
intracelulares (Munang'andu, 2018; Rozas-Serri, 2022). Un conocimiento mas profundo del
sistema inmunoldgico de los salménidos y una mejor comprension de los mecanismos
inmunoldgicos involucrados en la interaccion hospedador-patégeno y los genes relacionados
con la variacién genética en peces vacunados son esenciales para el uso correcto y el

desarrollo de vacunas mas eficientes contra P. salmonis.
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La respuesta inmune de la vacuna generalmente se caracteriza por la cantidad de
anticuerpos generados. Sin embargo, otros actores deben ser activados para iniciar una
respuesta inmune relevante que evite o controle la infeccién por Piscirickettsia en los
salmonidos. Un estudio de Vargas y colaboradores informa que la inmunizacion del salmén
del Atlantico con una vacuna comercial viva induce una regulacién al alza a corto plazo (5
dpv) de la respuesta inmune mediada por células, modulada por la regulacién al alza de ifn-
a, ifn-g, cd4 y cd8a, pero una respuesta decreciente a los 15 y 45 dpv en condiciones de
campo (Vargas et al., 2021). Otro estudio evalué una bacterina de células completas
inactivadas de P. salmonis en condiciones controladas en salmén del Atlantico (Rozas-Serri
et al.,, 2019); la vacuna experimental indujo una regulacion al alza de mediadores de la
inmunidad innata y genes de citocinas proinflamatorias que disminuyen con el tiempo, como
ifn-g, tnf-a, il-1b, il-10, il-12b, y la regulacién al alza de genes de inmunidad mediada por
células y humoral, como mhc-I, mhc-Il'y cd4. Sin embargo, la vacuna produjo la regulacion a
la baja de cd8b e igm después de 7 dpv, apoyando la respuesta de las células T CD4+ pero
no indujo una respuesta inmune mediada por células T CD8+ ni una respuesta humoral
(Rozas-Serri et al., 2019).

Estudios previos han demostrado que los antigenos de P. salmonis pueden activar la
respuesta inmune adaptativa. Sin embargo, las vacunas comerciales solo logran una
respuesta humoral y no celular (Figueroa et al., 2022). Este problema ha impulsado el
desarrollo de vacunas experimentales disefiadas para mejorar la inmunidad mediada por
células y aumentar la eficiencia en condiciones de campo. Pontigo et al., (2021)
desarrollaron un prototipo de vacuna que incluye proteinas antigénicas de P. salmonis,
logrando un RPS de 89.6% tres meses después de la inoculacion. Asimismo, se han
estudiado proteinas recombinantes quiméricas relacionadas con el metabolismo del hierro
como antigenos, mejorando la respuesta inmune en peces infectados con mas de un
patogeno (Valenzuela-Mufoz et al., 2021). Gonzalez-Stegmaier et al. (2021) propusieron el
uso de flagelinas recombinantes como inmunoestimulantes junto con vacunas comerciales,
mejorando la produccion de IgM. Adicionalmente, Caruffo et al., (2021) desarrollaron una
vacuna basada en proteoliposomas, obteniendo un RPS cercano al 46%, con capacidad de
inducir anticuerpos especificos (IgM) y una respuesta inmune celular mediada. Por otro lado,
Sotomayor-Gerding et al. (2020) disefaron una vacuna oral basada en antigenos

encapsulados en alginato, que indujo una respuesta adaptativa a 840 dias grado. Ademas,
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se ha mejorado la produccién de vacunas mediante un medio de cultivo optimizado para P.

salmonis (Fuentealba et al., 2020).

2.6 Uso de vacunas de proteinas recombinantes para la prevencién de enfermedades

de peces

Bajo la creciente demanda de recursos acuicolas a nivel mundial, la biotecnologia juega un
rol fundamental en la expansién y crecimiento econdmico mediante el empleo de tecnologias
como la gendmica y tecnologia de proteinas recombinantes. Estas tecnologias impactan en
el progreso de métodos vanguardistas para la identificacion y tratamiento de enfermedades,
asi como el desarrollo de nuevos métodos profilacticos para generar menores tasas de
mortalidad en conjunto con una mayor productividad (Melamed et al., 2002). En la
actualidad, el mercado de las proteinas recombinantes ofrece una gran variedad de
oportunidades para un amplio abanico de aplicaciones, revolucionando el campo
biotecnolégico (Walsh, 2010). La aplicacion de proteinas recombinantes en la acuicultura va
desde la produccién de proteinas reguladoras del crecimiento (Chan et al., 2003), hormonas
(Gu et al., 2000) y enzimas con diversas actividades (Aoki et al., 2003). Otra de las areas en
expansién del uso de las proteinas recombinantes, ha sido la prevencién de enfermedades a

través del empleo de vacunas de origen recombinante.

Para la produccion de proteinas recombinantes se necesita sistemas de expresion
conformado por un organismo hospedero, junto a un vector o fragmentos de ADN que
presenten los elementos genéticos basicos para lograr transcribir y sintetizar la proteina de
interés; ademas del constructo génico recombinante que uno desea expresar (Guerrero-
Olazaran et al., 2004). La eleccién de un sistema de expresiéon adecuado para la sintesis de
proteinas heterélogas debe tener en consideracién el origen biolégico y la propiedades
quimicas y biologicas de la proteina de interés, asi como el bioproceso que se utilizara para
producirla y su posterior aplicacion. Por lo que es fundamental conocer las propiedades de
las diferentes cepas de los organismos hospedero, con vistas a seleccionar la mas adecuada
para la expresion de la proteina recombinante. El origen biolégico de la proteina es relevante
para la eleccion del sistema de expresidon, ya que generalmente se utilizan sistemas
eucariotas o levaduras si la proteina eucariota debe ser glicosilada o producir modificaciones

post-traduccionales; esto en base a la incapacidad de las bacterias de producir las
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glicosilaciones necesarias para la funcionalidad de proteinas eucariotas (Ohtake & Arakawa,
2013). Al mismo tiempo, se ha explorado el uso de microalgas genéticamente modificadas
como vehiculos para vacunas recombinantes en acuicultura. Por ejemplo, Chlamydomonas
reinhardtii ha sido utilizada para expresar genes antigénicos, ofreciendo una plataforma
potencial para el desarrollo de vacunas orales destinadas a la prevencion de enfermedades
en peces (Ma et al, 2020). Escherichia coli sigue siendo uno de los sistemas de produccién
de proteinas mas popular tanto a nivel académico como industrial (Walsh, 2010); debido a
las innumerables ventajas productivas como por ejemplo: alta densidad de cultivo, bajo costo
al cultivar, amplia compresiéon de su biologia, genoma conocido que posibilita una facil
modificacion genética lo que permite la incorporacién de una gran variedad de vectores de
expresion con rendimiento comercial, facilitando su produccién a gran escala (Garcia-Fruitos
et al., 2012). Ademas de poseer una gran eficiencia transcripcional y traduccional, otorgando

estabilidad de las moléculas ante un ambiente proteolitico (Garcia-Fruitos et al., 2012).

El uso de vacunas basadas en proteinas recombinantes han demostrado ser una estrategia
prometedora en la prevencién de enfermedades en peces. Un ejemplo reciente es el estudio
de Harshitha et al. (2024), en el cual se evalu6é una vacuna oral basada en la proteina de
membrana externa A (OmpA) de Aeromonas hydrophila, encapsulada en nanoparticulas de
acido polilactico-co-glicolico (PLGA). La administracion de esta vacuna en peces cebra
(Danio rerio) resultd en una supervivencia relativa del 77,7% tras el desafio con A.
hydrophila, ademas de una significativa sobrerregulacion de genes inmunitarios en los peces
vacunados. Otro avance notable es el uso de proteinas de membrana externa (OMPs) en el
disefio de vacunas para peces. Estas proteinas, conservadas entre diferentes serotipos de
bacterias Gram-negativas, han sido empleadas en vacunas de subunidades, proteinas
recombinantes y vacunas de ADN, mostrando eficacia en la proteccién contra patégenos
bacterianos en acuicultura, ya que las OMPs son esenciales para mantener la integridad y la
permeabilidad selectiva de la membrana bacteriana, y desempefan un papel clave en las
respuestas adaptativas de las bacterias, como la captacién de solutos, la adquisicién de

hierro, la resistencia a antimicrobianos (Maiti et al., 2020).

2.7 Generacion de Nanoproteinas (NPs) con caracteristicas de cuerpos de inclusién

(Cl) y su uso en la prevencion de enfermedades de peces

Recientes estudios han demostrado que es factible la combinacion de varios péptidos en un

unico polipéptido antimicrobiano e inmunomodulador recombinante. En este contexto, Lopez-
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Cano et al. (2023) disenaron y evaluaron una serie de proteinas multidominio basadas en
péptidos antimicrobianos de defensa del huésped (HDPs). Las secuencias peptidicas
utilizadas en su disefio provienen de defensinas humanas, como HD5 y HBD3, ademas de
catelicidina LL-37 y péptidos antimicrobianos linguales (LAP). Estos péptidos se expresaron
de manera recombinante en Escherichia coli y se probaron contra patdégenos humanos
relevantes, demostrando una alta eficacia antimicrobiana y capacidad de erradicacién de
biopeliculas. Sin embargo, la versatilidad del disefio multidominio, el papel que desempefa
cada dominio y cédmo la edicién de las secuencias de los diferentes dominios afecta la
actividad final de la proteina depende de la secuencia genética a incorporar. Bajo este
contexto, para esta tesis doctoral, la generacién de cuerpos de inclusién (Cl) producidos a
partir de proteinas recombinantes son denominados nanoproteinas (NPs), debido a su
tamafo nanométrico y su capacidad para actuar como inmunomoduladores efectivos.
Aunque los CI se forman naturalmente como agregados insolubles, se propone aprovechar
sus propiedades estructurales y su capacidad para interactuar con el sistema inmune,

convirtiéndolos en nanoproteinas.

Las Nanoproteinas (NPs) con caracteristicas de cuerpos de inclusién activos (Cl) son un
andamio de proteinas solubles e insolubles altamente enriquecidas por una sola especie de
proteina quimérica que presenta distinto grados de empaquetamiento producidas durante el
proceso de produccién de proteinas recombinantes (Lugo-Villarino et al.,2010) vy
dependiendo de las condiciones de produccién, pueden contener cantidades variables de la
proteina de interés en su estructura secundaria (de Marco, 2013; Gupta & Shukla, 2016;
Seras-Franzoso et al.,, 2016). Se organizan en redes fibrilares porosas que otorgan
estabilidad mecanica, en que se incrustan las proteinas en sus diferentes estados de
plegamiento (Cano-Garrido et al., 2013; Georgiou & Valax, 1999; Gupta & Shukla, 2016).
Dentro de los factores que incrementan la formacién de NPs se encuentran las condiciones
de cultivo, ya que las fluctuaciones de temperatura y variaciones en el pH generan estrés en
las cepas hospederas, impactando en la formacién de proteinas recombinantes
incorrectamente plegadas. El plegado incompleto puede ser causado por la sobrecarga de la
magquinaria de plegado debido a altas concentraciones de proteina de interés recombinante
en la produccion (Bhatwa et al., 2021). Las modificaciones postraduccionales incorrectas o
ausentes también pueden conducir a errores de plegamiento y agregacion de proteinas. Sin

embargo, enfoques para el replegado y resolubilizacion son muy laboriosos y con procesos
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engorrosos (Bhatwa et al., 2021). Otro de los factores que impactan en la formacién, son las
caracteristicas fisicoquimicas y estructurales propias de la proteina de expresion; estas
caracteristicas incluyen el peso molecular, el numero de residuos hidréfobos contiguos y
regiones de baja complejidad; por lo general, las proteinas con mayor peso molecular
presentan mayor numero de compuestos intermediarios de plegamiento que aumentan la
probabilidad de agregacion (Gonzalez-Montalban et al., 2007). Este andamio de proteinas
oscila entre diametros de nano y micro que se acumulan en las células bacterianas, luego de
la expresion del gen recombinante que codifica para la proteina (Pesarrodona et al., 2019).
Tras la etapa de purificacién, las NPs con caracteristicas de cuerpos de inclusion se
mantienen como biomateriales mecanicamente estables, faciles de manipular en las distintas
plataformas e interfases(Garcia-Fruitos et al., 2009). Se ha logrado identificar que los
cuerpos de inclusion formados con proteinas terapéuticamente relevantes, tienden a
replegarse y penetrar las células de mamiferos a través de macropinocitosis (Seras-
Franzoso et al., 2016); la captacion celular de cuerpos de inlcusion puede ser de manera
individual o agrupada en tamafos variables. Aunque una fraccion de las particulas
penetrantes son conducidas a degradacion lisosomal, cantidades biolégicamente
significativas son liberadas al citosol (Seras-Franzoso et al., 2016). El proceso de liberacion
mediante el escape endosomal, es fundamental para evitar la marcada degradacion
lisosomal y, por ende, permitiria alcanzar mayores concentraciones de proteinas en los
comportamientos subcelulares objetivos bajo condiciones adecuadas (Seras-Franzoso et al.,
2013; Seras-Franzoso et al., 2016; Vazquez et al., 2012). Aunque el mecanismo por el cual
la proteina funcional se disocia de la superficie del andamio de los cuerpos de inclusién aun
no esta claro, se ofrecen ciertas pistas con respecto al proceso de liberacion. Se ha
observado que la deposicion de proteinas funcionales resulta ser un proceso muy controlado
por numerosas chaperonas y proteasas (Martinez-Alonso et al., 2009; Seras-Franzoso et al.,
2016), que podrian provocar una liberacion lenta de la proteina funcional desde los CI
anclados a la membrana (Vazquez et al., 2012). Sumando a todo esto, se ha demostrado
que en in vivo, semejando un contexto real donde existe un ambiente proteolitico y entorno
hostil que impacta en la estabilidad de las proteinas; los cuerpos de inclusion respondieron
con un tiempo de tratamiento mucho mayor, apuntando a una lenta liberaciéon bajo
condiciones fisioldégicas adecuadas, ya que los andamio amieloide que contienen a las
proteina de interés pertenecen sin cambios, lo que otorga una alta estabilidad mecanica y
bioldgica por parte de los cuerpos de inclusion (Gifre-Renom et al., 2020; Martinez-Alonso et
al., 2009; Unzueta et al., 2018).
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Aunque el principal componente en los cuerpos de inclusion es la proteina recombinante
disefiada (entre un 70% y 95%) (Qi et al., 2019) también presenta trazas de moléculas como
lipopolisacaridos (LPS), peptidoglucanos (PNG), acidos nucleicos y componentes
ribosémicos de la cepa productora. Una de las caracteristicas de los LPS es que mejora la
respuesta no especifica en peces y por si solo actia como potenciador inmunolégico contra
varios de los principales patégenos de peces, tales como Edwardsiella ictaluri, Vibrio
anguillarum, V. salmonicida, Yersinia rukeri, Aeromonas bestiarum (Selvaraj et al., 2006). El
aumento de la resistencia contra algunos patégenos observada después de la administracion
LPS y betaglucanos en peces, se encuentra mediada por la modulacion de las defensas del
huésped al aumentar los leucocitos totales (Selvaraj et al.,, 2005) y parametros
inmunolégicos como la actividad de destrucciéon bacteriana, la fagocitosis (Dautremepuits et
al., 2006; Solem et al., 1995) y también activacion de linfocitos (células B) que producen
anticuerpos especificos en peces (Selvaraj et al., 2005). La aplicaciéon de la endotoxina o
LPS ha sido utilizada como adyuvante de vacunas de bacterinas, para aumentar la respuesta
inmune y proteccion en los peces (Figueras et al., 1998), ya que a pesar de ser una
endotoxina, los peces presentan un nivel de tolerancia hacia estas moléculas superior a los
de humanos y aves (mamiferos su nivel de tolerancia es de picogramos y el peces alcanza
los microgramos); esto hace que los peces presenten tolerancia a shock séptico mediado por
la endotoxina (Bui et al., 2013; Selvaraj et al., 2005). Por lo que es posible obtener efecto
protector de las trazas arrastradas de la bacteria hospedera en la que se sobreexpresa la
proteina de interés, permitiendo combinar diferentes propiedades en una sola particula,
siendo una caracteristica deseada que permitiria mejorar la respuesta inmune (Liovic et al.,
2012). En este sentido, las nanoproteinas con caracteristicas de cuerpo de inclusién, se han
adaptado como una nanopildora “todo en una”, en base a su penetrabilidad celular natural,
arrastre de trazas inmunoestimulantes de la bacteria productora y la liberacién sostenida de

la proteina en el citosol de las células captadoras.

2.8 Nanoproteinas (NPs) como vacunas e inmunoestimulantes para peces

Se ha demostrado la versatilidad y el enorme potencial de los cuerpos de inclusion (Cl) como
nuevos biomateriales en la biotecnologia moderna. Estas estructuras, tradicionalmente

consideradas subproductos de la expresion recombinante, hoy son reconocidas por sus

39



propiedades unicas, como su alta estabilidad mecanica, resistencia a la degradacion y
capacidad para proteger epitopos antigénicos, lo que permite su aprovechamiento como
plataformas de administracion de antigenos en vacunas. Hasta donde se conoce, este seria
uno de los primeros estudios que explora la produccion de proteinas recombinantes con
potencial antigénico en forma de cuerpo de inclusion, conceptualizadas aqui como
nanoproteinas (NPs) debido a su tamafio nanométrico y a su doble funcion como vehiculos y

antigenos.

Un ejemplo del potencial de estas estructuras lo demuestra Roca-Pinilla (2020) en el disefio
de moléculas basadas en péptidos antimicrobianos (AMPs) que, al combinarse en proteinas
multidominio, mantienen su estabilidad, carecen de toxicidad y permiten fusionar actividades
inmunomoduladoras complementarias, evitando el uso de proteinas transportadoras
irrelevantes que encarecen y dificultan la escalabilidad de procesos vacunales. Bajo esta
I6gica, Torrealba et al. (2016) desarrollaron citoquinas nanoproteina en forma de Cl como
inmunoestimulantes para peces, demostrando que estas estructuras permiten conservar la
funcionalidad de moléculas naturalmente inestables. La administracion de estas
nanoparticulas en pez cebra (Danio rerio) y trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) indujo la
expresion de citoquinas proinflamatorias, aumentd la activacion de macréfagos y genero
proteccion significativa frente a desafios letales con Pseudomonas aeruginosa y
Mycobacterium marinum. De forma similar, Ji et al. (2019) confirmaron que cuerpos de
inclusién cargados con proteinas inmunorrelevantes prolongan la persistencia antigénica y

potencian las respuestas inmunes adaptativas.

Esta evidencia abrié paso al disefio de vacunas basadas en cuerpos de inclusion para
patdgenos virales de peces. Por ejemplo, Thwaite et al. (2018) desarrollaron proteinas
recombinantes de la capside del virus de la necrosis nerviosa (NNV), que, al administrarse
en Solea senegalensis, generaron anticuerpos especificos y aumentaron la expresion de
genes asociados a la inmunidad adaptativa. Estos antecedentes avalan la hipotesis de que
las nanoproteinas derivadas de cuerpos de inclusion potencian la respuesta inmunolégica al
proteger la integridad de los epitopos antigénicos, garantizar su liberacion sostenida y
favorecer su captacion por células presentadoras de antigeno, como macréfagos y células

dendriticas.
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2.9 Vacunologia inversa

La vacunologia inversa ha emergido como una estrategia complementaria para acelerar el
desarrollo de prototipos vacunales multiepitopicos. Esta disciplina, propuesta inicialmente por
Rino Rappuoli en 2000 (Rappuoli, 2020) para el disefio de vacunas contra Neisseria
meningitidis, ha revolucionado el paradigma clasico al permitir la identificacion de antigenos
sin necesidad de cultivar el patdogeno. Mediante el analisis bioinformatico de genomas
completos, la vacunologia inversa facilita la deteccion de epitopos antigénicos conservados

entre diferentes genogrupos, seleccionando secuencias con alto potencial antigénico.

El caso mas emblematico es la vacuna Bexsero, la primera aprobada contra meningococo B
y desarrollada integramente a partir de este enfoque gendémico (Delany et al., 2013). Este
antecedente marcé un cambio en la manera de concebir las vacunas, al validar que la
seleccion racional de antigenos mediante herramientas bioinformaticas podia derivar en un

producto licenciado y aplicado masivamente en salud publica.

Actualmente, la vacunologia inversa transita entre la investigacion basica y el desarrollo
aplicado. Desde la inmunoinformatica, se identifican proteinas conservadas, se predicen
epitopos y se modelan proteinas quiméricas; y en paralelo, se han obtenido vacunas
experimentales con resultados positivos en peces y mamiferos (Pumchan et al., 2020; Liu et
al., 2024). Aunque pocos productos veterinarios han alcanzado aun el licenciamiento, los
resultados experimentales muestran que este enfoque supera limitaciones de vacunas

clasicas, especialmente frente a patégenos con alta variabilidad genética como P. salmonis.

A nivel internacional, la OMS y la EMA han reconocido a la vacunologia inversa como un
enfoque valido en la innovacion de vacunas racionales basadas en epitopos (Delany et al.,
2013). En Chile, el Servicio Agricola y Ganadero (SAG) regula el registro de productos
biolégicos inmunolégicos, y ya contempla tecnologias basadas en gendmica y protedmica
como sustento cientifico para la seguridad y eficacia de vacunas. Esto asegura la
compatibilidad del desarrollo propuesto con marcos regulatorios nacionales e

internacionales, facilitando su futura transferencia al sector productivo.

En medicina veterinaria, los avances también son significativos. En porcinos, se ha
demostrado que una vacuna multiepitépica recombinante contra Streptococcus suis logré
inducir proteccion cruzada frente a multiples serotipos, reduciendo la mortalidad y la carga
bacteriana (Liu et al., 2024). En acuicultura, revisiones destacan que Streptococcus

agalactiae es uno de los principales patéogenos en tilapia a nivel mundial, asociado a
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mortalidades masivas y pérdidas productivas, ha motivado un fuerte interés en vacunas
elaboradas mediante vacunologia inversa (Abdallah et al., 2024). Pumchan et al. (2020)
disefiaron una vacuna quimérica multiepitépica contra Streptococcus agalactiae en tilapia,
que alcanzo tasas de supervivencia relativa de 57—-76%, confirmando la aplicabilidad de esta
estrategia vacunal en peces.

La integracién de ambas aproximaciones, el uso de nanoproteinas con caracteristicas de
cuerpos de inclusién y el disefio racional basado en vacunologia reversa representa una
estrategia de vanguardia para el desarrollo de vacunas innovadoras en salmonicultura. Esta
combinacion permite aprovechar la estabilidad estructural, la liberacién controlada y la
capacidad inmunoestimulante natural de los CI, junto con identificar epitopos altamente
conservados y relevantes, acelerando asi la generacidon de prototipos multiepitopicos
dirigidos contra patdégenos complejos como Piscirickettsia salmonis, con potencial para

inducir respuestas inmunes mas robustas, duraderas y especificas.
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CAPITULO 3

3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1 Hipotesis

Las proteinas quiméricas derivadas de Piscirickettsia salmonis, formuladas en forma de
nanoproteinas, inducen una respuesta inmune adaptativa en salmén del Atlantico (Salmo
salar) permitiendo su uso como inmundgenos en un prototipo de vacuna contra este

patégeno.

3.2 Objetivo general

Evaluar la capacidad de nanoproteinas quiméricas como inmundgenos para potenciar la

respuesta inmune del salmén del Atlantico.

3.3 Objetivos especificos

e Disefo, produccién y caracterizacién de nanoproteinas quiméricas de P. salmonis en

Escherichia coli.

e  Evaluar in vitro la endocitosis y la capacidad inmunoestimuladora de las

nanoproteinas quiméricas en macréfagos del Salmén del Atlantico.

e Demostrar que las nanoproteinas quiméricas como inmundégeno generan una

respuesta inmune adaptativa en juveniles de salmon del Atlantico (Salmo salar).
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CAPITULO 4
4 MATERIALES Y METODOS

4.1 Materiales.
4.1.1 Material biologico.

4.1.1.1 Animales de experimentacion.

El trabajo con animales realizado durante el desarrollo de esta tesis doctoral fue aprobado
bajo la regulacién del Comité de Bioética de la Pontificia Universidad Catdlica de Valparaiso
(codigo BIOEPUCV-BA-575-2022), el cual certificd que los protocolos experimentales que
incluyen el uso de animales cumplen con los estandares bioéticos internacionales
establecidos.

Con el objetivo de evaluar los prototipos de vacuna basados en nanoproteinas quiméricas de
P. salmonis, los ensayos seran realizados bajo condiciones controladas en un centro de
experimentacion equipado con un sistema de recirculacidon abierta perteneciente a la
empresa TeKbios, en Ainco Puerto Montt. Se trabajé con muestras de rifiéon anterior, bazo y
suero de Salmo salar provenientes de la Compafia Pesquera Camanchaca S.A y ubicados

en la region de los Lagos (Chile).
4.1.1.2 Bacterias

Para la produccion y purificacion de los 4 nanoproteinas recombinante se trabajé con
Escherichia coli cepa BL21 (DE3) y Escherichia coli cepa BL21 (DE3) pLYss transformada
con el vector pET22b (ampR) que contenia la secuencia nucleotidica multi-epitopes
disefiadas desde proteinas con potencial antigénico de P. salmonis. Las cepas y los clones
se mantuvieron almacenada a -80°C en el Laboratorio de Genética y Gendmica Aplicada de

la Pontificia Universidad Catdlica de Valparaiso.
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4.1.2 Reactivos

4.1.2.1 Soluciones y tampones

. Phosphate-Buffered Saline (PBS 1x): 10 mM Na2HPO4, 1,8 mM KH2PO4, 2,7 mM
KCI, 137 mM NaCl pH 7,2.

e Tampon de lisis: Tris 20 mM, NaCl 100 mM, Tritén X-100 0,05% y cocktail inhibidor

de proteasas.
e Buffer de purificacion: NaCl 1 M; EDTA 0,1 M; Tris 1 M.

e Tampon de carga 2x: 0,125, Tris-HCI, 4% SDS, 20% v/v Glicerol, 0,2 M DTT, 0,02%

azul de bromofenol pH 6,8.
e Tampodn de corrida: 25 mM Tris, 192 mM Gilicina, 0,04% SDS.
e Tampon de transferencia: 25 mM Tris, 192 mM Gilicina, 0,04% SDS 20% Metanol.

e Solucion de tincion de geles: 50% v/v Metanol, 0,05 p/v Azul de Coomassie R-250
(BioRad), 10% v/v Acido acético y 40% v/v Agua destilada.

e Solucion de destincion: 7% v/v Acido acético, 5% viv Metanol y 88% v/v Agua

destilada.
e Solucion de revelado ELISA: 3,3, 5,5 -Tetrametilbenzidina (TMB). Thermo Fisher.
e Solucion de buffer bicarbonato (500 mM Na+, 166 mM CO3H-, 333 mM CL- ):
e Atto 488: Tincion de NPs para determinar fagocitosis. Thermo Fisher.
e CFSE-cell Tracker. Carboxyfluorescein succinimidyl ester. Thermo Fisher.
e Dapi. Tincién nuclear. Thermo Fisher.

e Medio de montaje para fluorescencia. Vectashield.

56.21 Medios de cultivo.
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e La linea celular RTS-11 ( Rainbow Trout Spleen-11 ) se mantuvo en medio Leibovitz
15 (L15, Merck) suplementado con 30%, 10% y 2% de suero fetal bovino y 1% de

antibidtico (penicilina-estreptomicina), segun requisito de experimentos.

e Para la produccion de las NPs, las bacterias E. coli BL21 (DE3) se cultivaron en

medio Luria Bertani (Thermo Fisher) suplementado con ampicilina a 50 pg mL.

56.21 Kits comerciales.

e Kit para cuantificacién de proteinas totales por acido bicinconinico (BCA), Pierce-

Thermo Fisher.

e Kit de transcriptasa inversa RevertAid, M-MuLV Reverse Transriptase, Thermo
Fisher.
e Kitde PCR en tiempo real, PCR KAPA SYBR® FAST, Merck.

e Kit de revelado de inmunoblotting: Westar Supernova. Cyanagen.

4.1.2.4 Anticuerpos.

e Anticuerpo cabra anti-MHC-II de ratén conjugado con Alexa-flior 488. Thermo Fisher.
e Anticuerpo cabra anti-raton IgG (H+L). Thermo Fisher
e Anticuerpo anti-His. Thermo Fisher.

e Anticuerpo anti-mouse conjugado con peréxidasa de rabano. Thermo Fisher.

4.1.2.5 Programas informaticos.

e RASTtk: Anotacién de P. salmonis. https://rast.nmpdr.org/

e BLAST: alineamiento con secuencias antigénicas. SEED-Viewer xpresi 2.0.
https://rast.nmpdr.org/

e VaxidJen Vv2.0: Propiedad  antigénica de  proteinas. (http://www.ddg-
pharmfac.net/vaxijen/VaxiJen/VaxiJen.html

e ProtParam: caracteristicas fisicoquimicas de las proteinas. Expasy.

https.//web.expasy.org/protparam/
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Protter: localizacion subcelular. Expasy. http://wlab.ethz.ch/protter/start/

Phyre2: modelamiento tridimensional de proteinas por homologia. Structural
Bioinformatics Group. http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cqgi?id=index
Swiss PDB Viewer: visualizador de Modelamiento tridimensional de proteinas. Swiss
Institute of Bioinformatics. https./swissmodel

ITASSER . https://zhanggroup.org/I-TASSER/

RAPTORX. http://raptorx.uchicago.edu/

QMEAN: grado de homologia. Expasy. https./swissmodel.expasy.org/qmean/
RANKPEP: predicciones de los epitopos de MHC de clase |
http://imed.med.ucm.es/Tools/rankpep.html

BCPREDS: prediccion de epitopos lineales de células B.
https://webs.iiitd.edu.in/raghava/bcepred/index.html

ToxinPreD: predecir el nivel de toxicidad.
https://webs.iiitd.edu.in/raghava/toxinpred2/index.html

PyMOL.: localizacion de las secuencias peptidicas predichas dentro de las proteinas

candidatas. https.//pymol.org/2/
QUARK: anélisis y modelado de proteinas predichas. https:/zhanggroup.org/QUARK/

GRAVY: suma de valores de hidropatia de todos los aminoacidos divida por la

longitud de la secuencia. http://scratch.proteomics.ics.uci.edu/

OligoAnalyzer Tool: disefio y analisis de partidores. Integrated DNA Technologies.

https.//www.idtdna.com/pages/tools/primerquest?returnurl=%2FPrimerQuest%2F

PrimerQuest Tool: disefio y andlisis de partidores. Integrated DNA Technologies.

https://www.idtdna.com/pages/tools/primerquest?returnurl=%2FPrimerQuest%2F
MxPro: analisis de datos de PCR en tiempo real. Agilent.

ProtScale: visualizador de propiedades fisico-quimicas de proteinas. ExXPASy, Swiss

Institute of Bioinformatics. htip://expasy.org/cgi-bin/protpraram

BlastP: alineamiento de secuencias de aminoacidos. National Center for

Biotechnology Information. https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi

ClustalO: alineamiento multiple de secuencias. European Bioinformatics Institute.

https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher/
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e Gen synthesis: clonamiento en pET22b. GenScript.
https://www.genscript.com/customer/login?return=%2Fcustomer%2Forders%3Fsrc%3

Demailship

e Imaged. Procesamiento de imagenes. National Institutes of Health.

e |eica LAF AF lite. Procesamiento de imagenes. Leica Microsystems.

e FlowJo vX 0.7. Analisis de datos de citometria de flujo. Becton, Dickinson and
Company.

e software Imaged X (Instituto Nacional de Salud)

e software R (R Core Team (2020)).

4.1.2.6 Instrumentos.

e Lector de placas VersaMax Microplate Reader. Molecular Device.
e NanoDrop 2000. NanoDrop.

e Termociclador tiempo real AriaMX. Agilent.

e Microscopio Binocular Zeiss, modelo Primo Star Pack 1.

e (Cabina de flujo laminar. LabTech.

o Citometro de flujo Gallios Flow Cytometer. Beckman Coulter.
e Sonicador Vibra-Cell VCX 500. Sonics.

e Sistema de electroforesis vertical. BioRad.

e Sistema de transferencia humeda. BioRad.

e Incubadora celular LSI-3016R0 (Labtech)

e pHmetro EZDO PL600.

e Centrifuga Multiproposito. LABGZ1580R000. Labtech Gyrozen,
e ChemiDoc Imaging Systems. Bio-Rad

e FESEM Merlin (Zeiss, Oberkochen, Alemania).

4.2 Métodos.

4.2.1 Disefo de secuencias aminoacidicas multi-epitopes

4.2.1.1 Proteinas con potencial antigénico
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Seleccion de proteinas candidatas. Mediante el servidor RAST (Aziz et al., 2008) con el

esquema de anotacion RASTtk (Brettin et al., 2015), se anotd el conjunto de genes del
genoma de P. salmonis que codifican para proteinas con una posible actividad antigénica.
Desde el enfoque de protedmica sustractiva y de acuerdo con antecedentes bibliograficos,
se seleccionaron proteinas de P. salmonis que declararon un potencial antigénico predicho
para el desarrollo de vacunas. Para este propodsito, en primera instancia se utilizd la
herramienta BLAST de la plataforma SEED Viewer xpresi 2.0 (Overbeek et al., 2014) en el
servidor RAST (Aziz et al., 2008), que permitié realizar una busqueda de secuencias
correspondientes a dichas proteinas para ejecutar un alineamiento con los genogrupo de P.
salmonis: cepa LF-89 ATCC VR 1361 y de la cepa EM-90. Una vez realizado el BLAST se
seleccionaron, de los genomas evaluados, solo aquellas secuencias con un e-value igual a
0.0 o lo mas cercano posible a dicho valor, que ademas tuviera una amplia cobertura, de
mas del 90%, y cuya funcién predicha fuera similar a la de las secuencias empleadas como

referencia.

Caracterizacion de proteinas candidatas. La propiedad antigénica de todas las proteinas

seleccionadas se determiné utilizando el servidor web Vaxiden v2.0 (Doytchinova & Flower,
2007). Se considerd un umbral = 0,5 para clasificar a las proteinas con potencial antigénico.
Para conocer caracteristicas de las proteinas seleccionadas se empled la herramienta
ProtParam (Gasteiger et al., 2003) de la plataforma Expasy, para conocer las caracteristicas
fisicoquimicas de las proteinas como punto isoeléctrico, peso molecular, indice tedrico y la
herramienta Protter (Omasits et al., 2014) para predecir la localizaciéon subcelular, esta se
refiere a la prediccion del compartimento celular en el que es probable que se ubiquen las
proteinas seleccionadas. En este estudio, las proteinas de la membrana externa, sistemas
de secrecion, kinasas, chaperonas, flagelinas, glicoproteinas lisosomales, citoesqueletos,
transferasas y ribosomales se seleccionaron especificamente para el mapeo de epitopos. El
mapeo de epitopos implica la identificacién y mapeo de epitopos antigénicos dentro de una
secuencia de proteinas, que son regiones que pueden provocar una respuesta inmune

especifica.

Mapeo de epitopos. Las proteinas predichas con potencial antigénico fueron modeladas en

su estructura 3D por homologia empleando las plataformas Phyre2 (Kelley et al., 2015);
SwissModel (Waterhouse et al., 2018) ; ITASSER (Yang & Zhang, 2015) y RaptorX (Kallberg
et al., 2012). Estos servidores permiten generar modelos con distintos grados de similitud,

por lo que se realiza una comparaciéon de los 4 modelos predichos por los servidores para
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elegir el modelo con mayor grado de homologia. El grado de homologia se determiné con la
herramienta QMEAN (Benkert et al., 2009) de la plataforma SwissModel, que permite evaluar
la calidad de los modelos proteicos considerando la puntuacion Z o Z-Score, valor que indica
la calidad general del modelo y mide la desviacion de la energia total de la estructura con
respecto a una distribucidon de energia derivada de conformaciones aleatorias(Wiederstein &
Sippl, 2007), lo que nos da una idea del potencial que tiene el modelo evaluado de ser

semejante a la proteina original.

4.2.1.2 Prediccion de multi-epitopes con potencial antigénico

Prediccion del epitopo del MHC de clase | de células T. La identificacion de epitopos

antigénicos es esencial para comprender los mecanismos de la respuesta inmune y facilitar
el disefio racional de vacunas. En particular, la activacion de células T CD8+ mediante
epitopos presentados por moléculas MHC-I permite inducir respuestas inmunitarias
adaptativas robustas, promoviendo la eliminacién rapida y eficaz de patégenos intracelulares
como Piscirickettsia salmonis (Rozas- Serri et al. 2024). Para la identificacion de epitopos se
utilizaron como base las secuencias aminoacidicas de las proteinas candidatas. Las
predicciones de los epitopos de MHC de clase | fueron realizadas por el servidor RANKPEP
(Reche et al., 2002), que utiliza matrices de puntuacion especificas de posicion (PSSM) o
perfiles de un conjunto de péptidos alineados que se sabe que se unen a una molécula de
MHC determinada como predictor de la unién del péptido MHC. Los ligandos MHC-I son de
longitud corta (8-11), ya que estan restringidos en el surco de unién del péptido MHCI, con
sus extremos N- y C-terminales conectados por una red de enlaces de hidrégeno a residuos
conservados de la molécula MHCI. Por tanto, los péptidos unidos al mismo MHCI pueden
diferir en uno o dos aminoacidos. Del servidor Rankpep se seleccionaron aquellos posibles

epitopos que presentaban un puntaje 6ptimo >20%.

Prediccion del epitopo de células B. La prediccion de epitopos lineales de células B para

proteinas se logré utilizando el servidor en linea BCPREDS (Saha & Raghava, 2004). El
objetivo de la prediccion del epitopo de células B se base en propiedades fisicoquimicas de
un conjunto de datos no redundantes. El conjunto de datos consta de 1029 epitopos de
células B obtenidos de la base de datos Bcipep y el mismo numero de no epitopos obtenidos

aleatoriamente de la base de datos Swiss-Prot. La precision de prediccion para modelos
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basados en la combinacion de cuatro propiedades de aminoacidos (hidrofilicidad, flexibilidad,

polaridad y superficie expuesta) alcanza un 58,70 %.

Prediccion de multi-epitopos. Una vez que se tuvo la lista de posibles epitopos de ambas

plataformas (Rankpep y BCPREDS) se procedié a realizar un analisis visual comparativo
para identificar secuencias aminoacidicas coincidentes en ambas listas, es decir, que
hubiesen sido mostrados como posibles epitopos por ambas plataformas. Posteriormente,
mediante el servidor Vaxiden 2.0(Doytchinova & Flower, 2007), se determiné el nivel

antigénico predicho de las secuencias concordantes seleccionadas con anterioridad.

Prediccion de inmunogenicidad de clase I. El complejo epitopo / MHC debe tener la

capacidad de ser reconocidos por las células T y evocar una respuesta inmunolégica. Por lo
tanto, hemos utilizado la herramienta de prediccién de inmunogenicidad MHC | utilizando el
servidor IEDB (Calis et al., 2013). IEDB predice parametros predeterminados como: 1) las
posiciones P4-6 de un péptido presentado, las que son mas importantes para la
inmunogenicidad que otros aminoacidos. 2) Prediccion de cadenas laterales grandes y
aromaticas de aminoacidos que se encuentran asociados con la inmunogenicidad. Por lo que
de acuerdo con estos parametros se seleccionaron los epitopos que, segun la predicciéon de

inmunogenicidad, entrego valores positivos.

ToxinPred. Herramienta de servidor en linea que analiza las propiedades fisicoquimicas de
los epitopos para predecir el nivel de toxicidad(Gupta et al., 2013). Confirma que las
respuestas inmunitarias especificas que se inducen en las células del huésped se dirigiran
solo a las bacterias en lugar de al tejido del huésped. Los parametros se establecieron por

defecto.

4.2 1.3 Construccién de la vacuna multi-epitope

Para construir la nueva vacuna multi-epitope con un alto grado de inmunogenicidad y baja
toxicidad, se manejaron diferentes combinaciones de construcciones de secuencias. Durante
la construccion de esta quimera, se visualizé utilizando el servidor PyMOL (Schrodinger,
2015), la localizacién de las secuencias peptidicas predichas dentro de las proteinas
multiepitope creada, ya que debian cumplir con la cualidad de encontrarse presente en la

superficie de las proteinas quiméricas, lo que les da una mayor probabilidad de ser
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secuencias antigénicas detectadas. Siendo este filtro el ultimo para la seleccién definitiva de
los epitopos. Se consideré ademas la estructura proteica a la que pertenecia el epitopo, es
decir, si se encontraba en una alfa hélice, una beta plegada o un loop. Las secuencias
quiméricas se unieron con la ayuda del conector aminoacidicos o enlazador GGGS que
otorga una amplia flexibilidad a la estructura proteica, permitiendo mejor exposicion de
epitopos (Solanki & Tiwari, 2018) .

Modelamiento y caracterizacion de epitopos. Una vez creada la secuencia de la proteina

quimérica, esta se ingres6 en el servidor QUARK de Zhang Lab en la Universidad de
Michigan, para su analisis y modelado(Xu & Zhang, 2012). La misma secuencia se ingreso
en la plataforma ToxinPred (Gupta et al., 2013), empleando los parametros por defecto, con
el fin de predecir la toxicidad del péptido quimérico creado. Adicionalmente, se verifico el
nivel de antigenicidad de la secuencia aminoacidica mediante el servidor Vaxiden
v2.0(Doytchinova & Flower, 2007), comprobando de esta manera el potencial antigénico
posible de las proteinas multiepitopos. El programa SOLpro (Magnan et al., 2009), predice la
propension de la estructura primeria de la secuencia quimérica a ser soluble/insoluble tras la
sobreexpresion en E. coli. Para este proposito SOLpro emplea una arquitectura de maquina
de vector de soporte (SVM) de dos etapas basada en multiples representaciones de la

secuencia del aminoacido primario.

Prediccion de diversas propiedades fisicoquimicas. Las secuencias de las quimeras se

caracterizaron funcionalmente utilizando el servidor Expasy ProtParam (http://expasy.org/cgi-

bin/protpraram)(Gasteiger et al., 2003). Este servidor se utiliza ampliamente para determinar

las caracteristicas fisicoquimicas como el nimero de aminoacidos, el peso molecular, los
valores de PI tedrico, vida media estimada, indice alifatico y valores de GRAVY de
hidropaticidad que se utilizara para representar el valor de hidrofobicidad de un péptido, que
calcula la suma de valores de hidropatia de todos los aminoacidos divida por la longitud de la
secuencia; GRAVY se calculé utilizando los valores de hidropatia de Kyte y Doolittle(Kyte &
Doolittle, 1982). Valores positivos de GRAVY (>0,2), que indican el nivel de hidrofobicidad de

la proteina son de interés.

4.2.2 Produccion de secuencias antigénicas

4.2.2.1 Produccion de las NPs en sistemas heterdlogos
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Todos los constructos disefiados se enlazaron en el extremo C-terminal a una cola de 6
histidina (H6)-tag para la posterior purificacion de proteinas. Los codones de las secuencias
fueron optimizados para sobreexpresarlas en Escherichia coli por GenScript (Hong Kong,
China) clonadas en pET22b (ampR). La produccion consisti6 en que las bacterias
competentes E. coli BL21 (DE3) fueron transformadas por shock térmico con pET22b
(ampR) que presenta las secuencias nucleotidicas quimérica de los 4 constructos a
sobreexpresar. Una vez transformado, E. coli BL21 se cultivd en 125 mL con medio Luria
Bertani (LB) suplementado con ampicilina 50 pg/mL (Winkler Ltda., Santiago, Chile),
aerobicamente a 37 °C con agitacion constante (250 rmp) en el incubador Labtech LSI-
3016R0 (Labtech, Namyangju, Korea), Al alcanzar ODegoonm entre 0,5 y 0,9 se indujo con 1
mM IPTG (Merck, Darmstadt, Germany), durante 3 horas.

4.2.2.2 Purificacion de las NPs

El cultivo fue centrifugado a 6.000 xg a 4°C por 15 min, el sobrenadante fue descantado y el
pellet se resuspendido en el 10% del volumen final de buffer de lisis (50 mM TrisHCL (pH
8.1), 100 mM NaCl and 1mM EDTA) para guardarlo a -80°C o/n. Al descongelar las células a
temperatura ambiente, se afadié 0,1 mg/mL de lisozima (Winkler Ltda, Santiago, Chile), y
0.5 mM de phenylmethanesulfonylfluoride (PMSF, Roche Diagnostic, Mannheim, Alemania)
por 2 horas a 37°C con 250 rpm. Luego, la mezcla fue puesta en hielo y sonicada 3 min (10
sec on, 10 sec off at 30% amplitude; Ultrasonic processor GE505) para luego agregar Triton
X-100 (0.2% (v/v); Winkler Ltda, Santiago, Chile, en agitacién vigorosa a temperatura
ambiente por 1 hora y dejar a -80°C o/n. Para continuar, en DNA fue removido con Dnasa 1
pug/mL (Roche Diagnostic, Mannheim, Alemania) y MgSO4 1 pg/mL (Roche Diagnostic,
Mannheim, Alemania) at 37°C for 1 h at 250 rpm. Luego, las nanoproteinas fueron
colectadas por centrifugacion (15,000 xg, 15 min, 4°C) y el sobrenadante fue utilizado como
control de fraccién soluble. Después, las nanoproteinas se resuspendieron en buffer de lisis y
Triton X-100 (0.2% (v/v) (Winkler Ltda, Santiago, Chile), seguido por el control de esterilidad
sin antibidticos: se cultivaron 100 yL de suspension en placas de agar LB a 37°C durante 3
dias, si se observaba crecimiento bacteriano, se efectuaba varios ciclos de
congelacién/descongelacién hasta que no se detectaron bacterias viables. Finalmente, las
muestras se centrifugaron a 4°C por 15 min a 15,000 xg, y los pellets fueron guardados a -

80°C hasta su analisis.
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4.2.2.3 Deteccion y cuantificacion

La pureza y cuantificacién fue evaluado por Western Blot y ensayo de Coomassie de la
misma manera que Lépez-Cano (Lépez-Cano et al., 2022). Brevemente, las muestras de
nanoproteinas solubles e insolubles fueron resuspendidas en Laemmli loading buffer (100
mM Tris, 8% glycerol, 55 mM SDS, 4% [B-mercaptoethanol, and 1.6% urea) y calentadas a
95°C por 10 y 45 min, desnaturalizando completamente las proteinas. Para continuar con el
analisis por electroforesis (SDS-PAGE). Las bandas de proteinas se electrotransfirieron a
una membrana de PVDF y se bloquearon con albumina de suero bovino (BSA) al 5% en
buffer TBST (10 mM Tris, 150 mM NaCl, 0.05% TweenZ20) por 1 hora. Luego, las membranas
fueron incubadas con el anticuerpo primario anti-His (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) a una dilucion de 1:2000 a 4°C o/n, seguido de 3 lavados con el buffer
TBST. Finalmente, las membranas se incubaron con el anticuerpo secundario cabra anti-
raton 1gG (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) a una dilucion de 1:5000
por 1 hora a RT y lavado 3 veces. Las bandas de las proteinas fueron reveladas en el
ChemiDoc Imaging Systems Bio-Rad system (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) y

cuantificadas con ImageJ sotfware.

4.2.3 Endocitosis de las NPs

4.2.3.1 Citometria de flujo
Se realiz6 un analisis cuantitativo por citometria de flujo para determinar el porcentaje de
eficiencia de la capacidad fagocitica por parte de las células RTS-11. Se utilizd una
concentracion de 20 ug/mL de NPs durante un periodo de incubacion de 3-4 horas a 16°C en
un medio minimo con 2% FBS. Tras el tratamiento, las células fueron sometidas a un
proceso de tripsinizacion con tripsina a 1 mg/mL (Gibco) para eliminar cualquier NPs
adherida a la superficie celular. Posteriormente, las células fueron centrifugadas,
resuspendidas en PBS, y se analizaron mediante un citometro de flujo Gallios Flow
Cytometer (Beckman Coulter), procesando un total de 10,000 eventos por muestra. Se

utilizaron 3 replicas técnicas para cada nanoproteina.
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4.2.4 Evaluacion de dosis respuesta mediante ensayo in vitro

4.2.4 .1 Induccion de células RTS-11 con NPs

Para determinar la dosis en que las NPs logran levantar una respuesta en células

presentadoras de antigenos, se realiz6 el siguiente ensayo in vitro:

La linea de monocitos/macrofagos RTS11 de Trucha Arcoiris (Oncorhynchus mykiss) se
cultivé a 18 °C en medio L-15 de Leibovitz (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
EE. UU.) suplementado con suero bovino fetal al 15 % (FBS; Gibco, Thermo Fisher Scientific
, Waltham, MA, EE. UU.) en placas de 24 pocillos a una densidad de 1 x 10 ° células por
pocillo. Los cultivos celulares fueron estimulados durante 12 horas con distintas dosis de las
nanoproteinas quiméricas para evaluar la dosis respuesta mediante la expresion de genes
involucrados en la presentacion de antigenos a través de qPCR. Para este propdésito, los
cultivos celulares de RST-11 fueron estimulados con las nanoproteinas SkipZ, Pulsed, HopQ
a 5,10y 20 pg/mL. Como control positivo se incluyé 10 ug/mL LPS (lipopolysaccharides from
Escherichia coli O111:B4; Sigma-Aldrich, San Luis, MO, USA), como control de las
nanoproteinas iRFP (10 pg/mL) y como control negativo fue sin estimulacién. Debido a la
nula cuantificacién de la nanoproteina Hoptech, se descartdé de futuros analisis. Cada

tratamiento se realizé por triplicado en tres replicas biologicas.

4.2.4.2 Extraccion de RNA

El total de RNA de cada placa inducida con las respectivas dosis, fue extraido con TRIzol®
(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) siguiendo las instrucciones de
manufacturacion, y cuantificado utilizando NanoDrop™ device (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA). El protocolo consistié en remover el medio de cultivo y centrifugar las
muestras por 5 minutos a 500 x g a 4°C. Luego de remover el sobrenadante, se agregd 500
ML de trizol a la placa y se incorporé al tubo centrifugado. Este, fue vortexeado y se le agregd
125 uL de cloroformo. Posterior a agitar por 10 segundos, se dejo reposar cada tubo por 15
minutos. Pasado este tiempo, las muestras fueron centrifugadas a 13.000 x g por 15 minutos
a 4°C y se transfirié la fase acuosa a nuevo tubo. Luego se agregd 250 pL de isopropanol y
0,5 pL glucégeno (Thermo Fisher) para congelar a -80°C durante 1 hora. Pasado el tiempo

se descongela a temperatura ambiente y se centrifuga a 13.000 x g por 10 minutos a 4°C. El
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pellet con RNA se agrega 500 pL de etanol al 75% y centrifuga a 13.000 x g por 10 minutos a
4°C. Para finalizar se solubiliz6 en ARN en 30 pL agua DEPC. Todas las muestras fueron
purificadas mediante el método de acetato de sodio. EI ARN total se cuantifico
espectrofotométricamente con NanoDrop™ Lite (Thermo Scientific). La integridad del ARN
también se verific6 mediante gel de agarosa al 1%. Solo se consideraron aquellas muestras
con una relacion 260:280 mayor a 1.8 y con integridad sin signos aparentes de degradacion.
Las muestras de ARN total (1 pg) fueron tratadas con Dnasa | 1 unidad/puL (Thermo

Scientific).

4.2.4.3 Sintesis de cadena complementaria de ADN (ADNc)

La sintesis de cDNA se realizé utilizando el kit RevertAid First Strand cDNA synthesis Kit
(Thermo Scientific) siguiendo las recomendaciones del fabricante. Se ocupo 1 ug RNA por
muestra, 50 ng de oligo-dt, 1 mM dNTP, 1 U Rnasiny 200 U M-MLYV retro-transcriptasa en el
tampén de transcriptasa inversa. Esta mezcla fue agitada y posteriormente incubada 60

minutos a 42°C.

4.2.4.4 Analisis por g°PCR

La expresion de genes del sistema inmune fue analizada mediante qPCR usando un
termociclador AriaMX (Agilent, Santa Clara, CA, USA). 5 ul de SYBR Green (KAPA SYBR®
FAST, Merck, Darmstadt, Alemania), 0,2 yM de cada partidor por marcador (Tabla 1), 10 ng
de ADNCc diluido en agua ultrapura estéril (1:5) para cada muestra. Las condiciones de ciclo
térmico fueron las siguientes: activacion inicial a 95°C durante 3 min; luego la amplificacion
de cDNA durante 40 ciclos de [30 s de denaturalizacién a 95°C, 30 s de hibridaciéon a 60°C, y
30 s de elongacién a 72°C], y cada muestra se realizé por duplicado. Los resultados de PCR
cuantitativa, determinados en expresion relativa se calcularon utilizando el Método 2-AACt de
Livak (Livak y Schmittgen, 2001). Se utilizaron los valores del ciclo de cuantificacion (Cq) del
gen del Factor de Elongacion 1-alfa (elf-a) para normalizar los valores Cq medidos de los

genes blanco. La hipoétesis nula afirma que AAct es igual a 0.
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4.2.4.5 Inmunofluorescencia con anticuerpos

Para comprobar como la estimulacion con las NPs logra activar las APC a nivel proteico, se
realizé la siguiente inmunofluorescencia: Las células RST-11 fueron estimuladas con las
mismas nanoproteinas durante 12 horas, a distintas concentraciones que demostraron una
respuesta en el analisis de expresion relativa: SkipZ a 5 yg/mL, 10 pg/mL para Pulsed y
HopQ a 20 pg/mL. Luego, las células adherentes fueron lavadas con PBS 1X y fijadas con
paraformaldehyde (PFA) al 4% en PBS 1X por 10 min a RT, y permeabilizadas y bloqueadas
con 3% BSA con 0.3% Tritén en 1X TBS durante 30 min a RT; en seguida, para evitar la auto
fluorescencia se utilizd la solucién quenching (50 mM ammonium chloride) por 10 min. A
continuacion, las células fueron incubadas toda la noche a 4°C con los anticuerpos
monoclonales CD80/86, CD83 y MHC-II (1:200) sintetizados contra péptidos antigénicos del
Salmon del atlantico en ratones CF-1, segin Morales-Lange et al 2021 % (Tabla 2). Las
muestras fueron lavadas con TBS 1X con 0,02% Tween-20 e incubados con el anticuerpo
secundaria comercial Alexa fluor'™ 488 goat anti-mouse IgG, (Invitrogen, Thermo Scientific)
diluido 1:700 por 90 min en oscuridad a RT. La tincidon nuclear fue realizada con DAPI
(Vector Laboratories) para microscopia de fluorescencia convencional, siguiendo las
instrucciones de fabricante. La captura de las imagenes se realizé en un microscopio de

fluorescencia Leica CTR5000 (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania).
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Tabla 1. Lista de péptidos antigénicos (por marcador).

Molécula Secuencia peptidica N° de referencia Referencia
CD80/86 TCSSDNGYPRRDVEW P780 GB: CAQ51440.1
CD83 CAVDSGRYKCLLAAPV P2103 GB: ABC68619.1
C
MHC-II PPHSSIYPRDDVDLG--- p1427/1428 GB: CAD27720.1

TLICHVGFHPAPVR

GB: Base de datos GenBank, National Center for Biotechnology Information. Obtenidos

desde Morales-Lange 2021

4.2.5 Evaluacion de vacunacion en Salmo salar

4.2.5.1 Declaracion ética

El trabajo con animales del proyecto de tesis se realizd bajo la orientacién del Consejo
Canadiense para el Cuidado de Animales en cuanto al cuidado y uso de animales
experimentales. Los animales fueron alimentados diariamente ad libitum con una dieta
comercial (Orbit Intro_P_4). Para reducir el estrés durante el manejo, la vacunacién se
realizé en peces sedados con BZ-20 (20% Benzocaina, 15 mL/100L de agua, Veterquimica).

Para el muestreo, los peces fueron sacrificados con una sobredosis de anestésico.

4.2.5.2 Poblacién de peces desafiados

El ensayo de vacunacion se realizd con 100 peces provenientes de una poblacion
domesticada de salmén del Atlantico (Salmo salar). Los peces tuvieron un peso medio de
164,6 + 6,5 gramos y una longitud media de 24,3 cm. El ensayo se realizé en el mes de
septiembre de 2023 en el centro de experimentacién TeKBios de la empresa ADL, Puerto
Montt. Los peces se cultivaron a una densidad de 11,84 kg/m® y con los siguientes
parametros ambientales: temperatura de 10,9° C £ 0,2, oxigeno 9,5 + 1,1 mg/L y salinidad de
32 + 0 ppt.
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4.2.5.3 Vacunacion de dos NPs en juveniles Salmo salar

Mediante inyeccion intraperitoneal (IP) se monitoreo la accidon de dos NPs como posibles
activadores del sistema inmune. Se utilizaran un total de 190 peces distribuidos en 6
estanques (n=30 peces por estanque de 540 Litros), separados por réplicas por tratamiento.
Los tratamientos efectuados fueron los siguiente: 10 peces que no fueron inyectados vy
fueron utilizados como control sin estimulo; 60 peces fueron inyectados con PBS 1X como
control positivo de vacunacién; 60 peces inyectados con la Skip a 0,5 mg/kg de pez y 60
salménidos inyectados intraperitonalmente con HopQ a 2 mg/kg de pez, los que se dividieron
en 2 estanques por tratamiento. Una vez superada la etapa de aclimatizacion de 14 dias, al
grupo control (antes de la vacunacion) se les extrajo el rindn anterior y suero para futuros
analisis de expresion de genes y medicion cuantitativa de inmunoglobulinas por ELISA.
Luego, todos los peces restantes, fueron vacunados con sus respectivos tratamientos. Al
transcurrir, 1, 7 y 14 dias post vacunacion (dpv), los salmones fueron sistematicamente
muestreados para futuros analisis; y al igual que tiempo 0, fueron tomadas muestras de rifidén

anterior y suero de cada animal (Figura 7).
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Figura 4. Representacion esquematica del ensayo de vacunacién in vivo.
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4.2.5.4 Analisis de expresion génica por gPCR

Con el protocolo mencionado anteriormente (objetivo 2, analisis por qPCR) se evalud la

capacidad inmunoestimuladora de las nanoproteinas producidos, a través de la evaluacion

de genes implicadas en la respuesta inmune contra antigenos (Tabla 3). Esto se realizé en

muestras de rifidon anterior a los 0,1, 7 y 14 dias post-vacunacion.

Tabla 2. Lista de partidores utilizados para la expresion de genes.

Gen Numero acceso Partidor Secuencia
Forward CAAAGCCCTGAAGTCTGGAG
elf-a NM_001141909.1 Reverse GACTTGGTCACCTTGCCAGT
Forward GTCACATTGCCAACCTCATCATCG
i-1p NM_001123582.1 Reverse GTTGAGCAGGTCCTTGTCCTTGA
Forward GCAGCCATCCATTTAGAGGGTGAA
tnf-a DQ787157.1 Reverse CTAAACGAAGCCTGGCTGTAAACG
Forward GCCCTCCTGACCATTACTGA
il-8 NM_001140710.3 Reverse AAATCTCCTGACCGCTGTTG
Forward GATGTTGAGTGGAGCCTGAA
cd80/cdst CAQS51440.1 Reverse GACGACAGAGAACAGCATAGAG
Forward AATCAGAGTGACCTGGTTGAG
mhe-ii GB: CAD27720.1 Reverse GTGGGAGAGGAGCTGGTAGTA
Forward TGCATTGTTCATCTCTTCAACAGC
cd4 NM_001123611.1 Reverse CCGTCCCAAGGTACCATAGTACCAA
Forward TGAGGAGAACTGTGGGCTACACT
igm Y12457.1 Reverse TGTTAATGACCACTGAATGTGCAT
Forward GTGAGCGGAGGGTGTGGATG
ifn-y NM_001123558.1 Reverse CAGGAAGTAGTGTTTCTGGGTC
Forward GAAGTGAAGGAGGATGGTTCTG
tet GU979861.1 Reverse GTGATGTCTGCGTTCTGATAGG
Forward TTGGCCTCCGTGAAAAATGC
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il4/13 NM_001204895.1 Reverse AAGTCTCCTCAGCTCCACCT

Forward CGACGATGTGGATGTACTGTTTA
gata3 EU418015.1 Reverse TACTATGTGGAGGAGGTGGATAC
Forward TTGATAAGGGGGACAGTTTGGT
il-1240¢ XM_045708946.1
Reverse TTGTCTAAATCCTCAGCCTCGT
Forward CCAGCATAAGTGGTTCCAAGACCT
inos XM_035787944.2 Reverse CCAATCTCAGTGCCCATGTACCAG
Forward CAACGCCACAGGCAGTCA
mhe-i XM_045709560.1 Reverse CGGTACTCATTCTGAGCTGTGTTAC
Forward CTGCTACAGCTGTGCATCAATCAA
cds NM_001123583.1 Reverse GCTGTGGTCATTGGTGTAGTC
Forward TATTGGTTCCATGGCTCTCC
comes NM_001204100.1
Reverse ATCATCTCCGTCTGGAATCG
foxp3 HQ270469.1 Forward AGACTGAGAGTGAGAGGTTGA
Reverse TAGAGCCGAGGTGAGAAAGA
il-10 XM_045705802.1 Forward ATGAGGCTAATGACGAGCTGGAGA
Reverse GGTGTAGAATGCCTTCGTCCAACA
cds3 AY263794.1 Forward GAAGTCAGTTTGTGGAGAGG
Reverse GGTGGTGCTATTAGGTGATG

GB: Base de datos GenBank, National Center for Biotechnology Infomation. RefSeq: NCBI

Reference Sequence Database, National Center for Biotechnology Information.

4.2.5.5 Ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA)

Se analizaron muestras de suero de 0, 1, 7 y 14 dias post-vacunacion (dpv) mediante ELISA
para determinar Inmunoglobulinas totales (Figueroa et al., 2020). Primero, en cada muestra
de suero, se cuantificaron las proteinas totales utilizando el Kit de Ensayo de Proteinas BCA
(Thermo Fisher Scientific) siguiendo las instrucciones del fabricante. Luego, para la IgM total,
las muestras de suero se diluyeron (50 ng/uL, 1000 pL) en buffer de bicarbonato
(bicarbonato de sodio, 0,1 M, pH 9.6) y se sembraron por duplicado en placas Nunc

Maxisorp (Thermo Fisher Scientific). Posteriormente, se incubaron durante la noche a 4 °C,
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las placas se lavaron 4 veces con TBS-T (TBS con Tween-20 al 0.1%) y se incubaron con
solucion de bloqueo (200 uL por pocillo de leche al 5%.) durante 1 horas a 37 °C. Las placas
se volvieron a lavar 4 veces con TBS-T y se incubaron (100 uL por pocillo) con un anticuerpo
primario (policlonal contra inmunoglubilinas) en dilucion 1: 20.000 durante 90 minutos a 37
°C. El anticuerpo primario se lavd con TBS-T (5 veces), y las placas se incubaron (100 pL
por pocillo, 60 minutos a 37 °C) con el anticuerpo secundario (cabra anti-conejo IgG,
conjugado con HRP) de Thermo Fisher Scientific (#31430) en dilucion 1: 5.000. Finalmente,
el anticuerpo secundario se lavd con TBS-T, y las placas se incubaron con
tetrametilbenzidina (TMB) en solucién unica (Thermo Fisher Scientific) durante 5 minutos (en
la oscuridad) a temperatura ambiente (100 pL por pocillo). Todas las reacciones se
detuvieron con 50 L de acido sulfurico (1 N), y las placas se leyeron a 450 nm en un lector

de placas VersaMax Microplate Reader. Molecular Device.

4.2.6 Analisis estadisticos

Se utilizé la prueba no paramétrica de Mann-Whitney para analizar el tamafo de las

nanoproteinas entre los diferentes tratamientos.

Los resultados de la expresién de genes por gPCR se presentaron como medias + error
estandar de la media (SEM) a partir de triplicados obtenidos de tres experimentos
independientes (n = 3). Todos los datos se evaluaron previamente para verificar el
cumplimiento de los supuestos de las pruebas paramétricas, incluyendo normalidad,
homogeneidad de varianzas e independencia. En caso de no cumplirse dichos supuestos, se
aplicaron pruebas no paramétricas. Los datos de expresion génica fueron normalizados
utilizando el gen de referencia elf-1, y posteriormente se calcularon los cambios en la
expresion génica entre el control y los diferentes tratamientos, transformados al log, Fold
Change. El analisis estadistico de las diferencias en los niveles de expresion se realizo
mediante la prueba de Wilcoxon, con niveles de significancia establecidos en p <0.05 (*) y p
< 0.001 (**). Todos los andlisis estadisticos y graficos fueron generados utilizando el software
R core Team, 2021.

El analisis de componentes principales (PCA) se utiliz6 como herramienta estadistica para

reducir la dimensionalidad de los datos de expresion de genes desarrollada durante en
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bioensayo con peces. El PCA se llevé a cabo para evaluar las relaciones entre las muestras
de expresion génica y determinar las principales fuentes de variacion en el conjunto de
datos. Los datos fueron normalizados previamente para garantizar una contribucion
equitativa de cada variable. EI PCA permitié reducir la dimensionalidad del conjunto de datos
y generar un grafico de dispersion bidimensional en el que las muestras se agruparon segun
su similitud estadistica. Este analisis se realiz6 utilizando el software R core Team, 2021, y
los componentes principales fueron seleccionados con base en el criterio de autovalores
mayores a 1 (criterio de Kaiser). Las variables con mayores cargas en cada componente
fueron interpretadas como los factores principales que explican la variabilidad observada en

el sistema.

Para evaluar si existian diferencias significativas en la produccion de inmunoglobulinas
totales (Ig) en peces vacunados con la vacuna HopQ y SkipZ a los dias 0, 1, 7 y 14 post-
vacunacion, se realizé un andlisis de varianza de una via (ANOVA). Este método estadistico
permiti6 comparar las medias de los niveles de densidad 6ptica (OD a 450 nm) entre los

distintos tiempos evaluados.
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CAPITULO 5

5 Resultados

5.1 Primera generacion de nanoproteinas quiméricas

Se generaron cuatro secuencias aminoacidicas quiméricas con potencial antigénico,
denominadas Hoptech, SkipZ, PulseJ y HopQ, dirigidas a los genogrupos mas prevalentes
de Piscirickettsia salmonis en Chile (LF-89 y EM-90). Estas secuencias fueron obtenidas
mediante un enfoque de vacunologia inversa, logrando integrar epitopos seleccionados de

proteinas relevantes del patégeno.

Las proteinas parentales fueron previamente identificadas como antigénicas a través de
herramientas bioinformaticas como Vaxiden, ProtParam y Proter, y sus modelos
tridimensionales fueron generados y seleccionados en funcion de su calidad estructural
(QMEAN) mediante plataformas como Phyre, RaptorX, I-Tasser y SwissModel.
Posteriormente, se predijeron epitopos inmunogénicos de clase | y linfocitos B utilizando los
software Rankpep y BcePred, considerando -caracteristicas fisicoquimicas como Ila
flexibilidad, polaridad e hidrofobicidad. Asimismo, se descartaron secuencias potencialmente
toxicas o con baja antigenicidad. Finalmente, los dominios antigénicos seleccionados fueron
integrados en constructos quiméricos mediante modelamiento estructural y simulacion 3D
con PyMol, generando secuencias con potencial funcional y estructural para su evaluacion
como vacunas. Los cuatro constructos presentan dominios recombinantes de interés

inmunoldgico.

Cada secuencia aminoacidica fue conformada desde el extremo N al C-terminal de una
combinacion de secuencias peptidicas con potencial antigénico provenientes de: membrana
externa, sistema de secrecién, quinasas, chaperonas, flagelares, glicoproteina lisosomal,
citoesquelética, transferasas y ribosomales de las cepas LF-89 y EM-90 (Figura 6). El disefio
de Hoptech consistié en 182 residuos aminoacidos, incluyendo la etiqueta H6 en el extremo
C terminal para su posterior purificacion, de igual manera que todas las secuencias creadas.
Lo que da como resultado una proteina madura de 18,47 KDa. Hoptech presento un
potencial antigénico de 2, segun el servidor VaxiJen v2.0 (Doytchinova & Flower, 2007); con
un promedio de hidropaticidad de — 0,667 (GRAVY)(Chang & Yang, 2013). El gran promedio
de indice de hidropaticidad (GRAVY) es un parametro que proporciona informacion sobre la

hidrofobicidad o hidrofilicidad general de un péptido. Un valor GRAVY positivo hormalmente

64



indica una mayor hidrofobicidad de la proteina, lo que sugiere que la proteina tiende a
repeler el agua y es mas probable que forme agregados insolubles en medio acuosos. La
misma estrategia fue utilizada con SkipZ que presenta 194 residuos, lo que da una proteina
madura de 19,53 KDa; con un potencial antigénico 2 segun Vaxijen y GRAVY de — 0,374. El
constructo Pulsed presenta 176 residuos aminoacidicos, lo que otorga una proteina madura
de 18,12 KDa, con un potencial antigénico segun Vaxijen de 2 y un indice GRAVY de -0,374.
Por ultimo, HopQ presenta 178 residuos, dando una proteina madura de 17,5 KDa, con un

potencial antigénico de 2,2 y un indice de GRAVY de 0,05.
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Figura 5. Representacion esquematica del diagrama de construccion de los prototipos de
vacunas. A) Seleccion de genogrupos. B) Seleccion de proteinas con potencial antigénico.
C) Prediccion de péptidos con potencial antigénico. D) Construccion de proteinas con
caracteristicas quiméricas.
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Figura 6. Representacion esquematica de cuatro secuencias aminoacidicas quiméricas,
designadas: Hoptech, SkipZ, Pulsed y HopQ. Los cuatro constructos estan formados desde
el extremo N al C-terminal de secuencias de péptidos con potencial antigénico que provienen
de: membrana externa, sistema de secrecidn, quinasas, chaperonas, flagelinas,
glucoproteina lisosomal, citoesqueleto, transferasas y ribosomal de los dos genogrupos
preponderantes de P. salmonis. Todos los constructos presentan una etiqueta H6 en el
extremo C-terminal para la posterior purificacion.

5.2  Caracterizacién de antigenos proteicos nanoestructurados

Para evaluar si la sobreexpresion de las proteinas multi-epitopes afectaban el crecimiento
bacteriano, se realizé6 una curva de crecimiento en presencia del inductor (IPTG) y sin el
inductor de las cuatro nanoproteinas disefiadas (SkipZ, Pulsed, HopQ y Hoptech) (Figura 7).
Este analisis permitio caracterizar: 1) una posible toxicidad; 2) el punto 6ptimo de crecimiento
y 3) metabolismo bacteriano, asegurando el maximo rendimiento estresor de produccion de
proteina durante la induccién con IPTG. Los resultados mostraron un comportamiento de
crecimiento similar entre las cuatro nanoproteinas durante las fases log y estacionaria, lo que

indica que la expresiéon de estas proteinas no afecta significativamente la viabilidad ni el
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crecimiento bacteriano en las fases iniciales. Sin embargo, durante la fase logaritmica, las
bacterias alcanzan su maximo crecimiento al inducir con 0,1 mM de IPTG a las entre las 4 y
5 horas. (Figura 10). Lo que nos determina el tiempo optimo de induccion: A) SkipZ fue de 3
horas; B) Para Pulsed fue de 2 horas: C) Para HopQ fue de 2 horas y para D) Hoptech fue de
3 horas. Esto nos permitié mantener el ambiente estresor necesario para producir NPs con

ce A) isticas de cuerpos de inclusion.
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Figura 7. Perfil de crecimiento de E. coli BL21 (DE3) no inducidos e inducido por IPTG. (A)
SkipZ con induccién a las 3 horas iniciado el cultivo. (B) Pulsed con induccién con IPTG a las
2 horas iniciado el cultivo. (C) HopQ con induccién a las 2 horas iniciado el cultivo y (D)
Hoptech con induccion a las 3 horas iniciado el cultivo.

Posterior a la produccion y purificacion de las nanoproteinas, se cuantificaron mediante
Western Blott. La cuantificacién obtenida fueron variables: SkipZ a 40 mg/L; Pulsed a 57
mg/L y HopQ a 26,8 mg/L (Figura 8). Sin embargo, no se logré cuantificar Hoptech mediante
western blot (Figura 11, seccién B), por lo que se descartd para futuros experimentos. Esto
se atribuye a la solubilidad de la nanoproteinas, que se concentra mayormente en la fraccion
soluble (Figura 8, seccion A). La cuantificacion de iRFP utilizado como control positivo

obtuvo rango de 46,6 mg/L (Figura 8, seccion B).
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Figura 8. Cuantificacion y electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio
(SDS-PAGE) tenido con Coomassie de los constructos SkipZ, Hoptech, Pulsed and HopQ.
(A) SDS-PAGE tefiido con Coomasie de las fracciones soluble e insoluble de las 4
nanoproteinas. (B) NPs semi cuantificadas por western blot. Las cuatro proteinas fueron
calculadas desde una curva estandar de una proteina con concentracion conocida y fueron
detectadas utilizando ChemiDoc Imaging System. Los rangos de la curva estandar van
desde los 8 to 1 ug.

5.3 Endocitosis de los NPs en linea celular RST-11

Las nanoproteinas quiméricas fueron endocitadas por la linea de monocitos/macréfagos
RTS11 de Trucha arcoiris. Mediante emision de fluorescencia por citometria de flujo, se
observo que la endocitosis de HopQ fue mas eficiente que la observada para Pulsed y SkipZ,
alcanzando aproximadamente un 54% de células fluorescentes a 20 ug/mL en comparacioén
a 26% de células fluorescentes generadas por Pulsed y el 5% por SkipZ a la misma
concentracion, durante 4 horas (Figura 9). La baja intensidad de fluorescencia observada en
SkipZ no estuvo relacionada con la toxicidad o apoptosis, ya que la supervivencia celular fue

99,5% en todas las réplicas (datos apéndice 2).
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Figura 9. Porcentaje de células fluorescentes a consecuencia de la adicion de 20 ug/mL de
cada NPs conjugado con el fluorofo Atto 488 determinado por citometria de flujo a las 4 h
post adicion. El porcentaje de fluorescencia determina la capacidad de las células RTS-11 de
captar las nanoproteinas.

5.4  Analisis de expresion de genes en linea celular RST-11 estimuladas con las
NPs

El analisis de expresion diferencial de genes en la linea celular RTS-11, tras la inducciéon con
nanoparticulas quiméricas (NPs), mostré un efecto significativo en la presentacion de
antigenos y la respuesta inmunologica. Las células RTS-11 fueron tratadas con las tres
nanoproteinas (SkipZ, Pulsed, HopQ) a concentraciones de 5, 10 y 20 pug/mL durante 12
horas. Como controles, se utilizaron células sin estimulacién (control negativo), LPS (10
Mg/mL) como control positivo de la respuesta inmune innata, y nanoproteinas iRFP (10
Mg/mL) como control de nanoproteinas sin relevancia inmunolégica. Los resultados
demostraron que la estimulacion con SkipZ indujo un aumento significativo en la expresion
de genes relacionados con la presentacién de antigenos, como las moléculas co-
estimuladoras mhc-ii, cd80/86, cd83, y citoquinas proinflamatorias como il-1b y tnf-a (p <
0.05) en todas las dosis de induccién, a excepcion de 10 pyg/mL para cd83 y tnf-a, no se
observo diferencias significativas con respecto al control. Estos hallazgos sugieren que las

SkipZ pueden potenciar la activacién del sistema inmune en la linea celular RTS-11 (Figura
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10). La Figura 11 presenta los resultados de expresion de genes en células RTS-11
estimuladas con Pulsed a diferentes concentraciones (5, 10 y 20 yg/mL) durante 12 horas. Al
analizar la expresion de los genes mhc-ii y cd86, los resultados muestran que la estimulacion
con PulseJ a 5 y 10 yg/mL indujo un aumento significativo en la expresion de estos
marcadores en comparacion con los controles (p < 0.05). Mientras que para la expresion de
cd83 solo se observd un aumento significativo en la expresién a 5 yg/mL de induccién, es
mas, a medida que aumenta la concentracion de la NPs, la expresién del gen tiende a
disminuir de manera significativa, hasta llegar a los 20 pyg/mL (p < 0.05). EI mismo
comportamiento se observa en las citoquinas proinflamatorias il-18 y tnf-a; por lo que, a
medida que aumenta la concentracion (de 5 pg/mL a 20 pg/mL), se produce una
subexpresién progresiva de estos genes proinflamatorios. En contraste con los controles,
LPS como inductor positivo muestra un aumento en la expresion de estas citoquinas, de
igual manera, el control positivo sin relevancia inmunoldgica (iRFP) aumenta su expresiéon de
manera significativa (p <0.05) para ambas citoquinas. Un comportamiento similar al
observado con SkipZ fue presentado por HopQ a las tres dosis implementadas (Figura 12).
La expresién de mhc-ii y cd86 mostré un aumento significativo a todas las concentraciones
probadas; para cd83, se aprecia significancia solo a 20 ug/mL. Pero si se compara entre las
tres dosis, la induccion mas fuerte se observo a la concentracion de 20 pg/mL (p < 0.05). Al
observar la expresién de il-18y tnf-a, si bien todas las dosis ejercieron un aumento de la
expresion de manera significativa (p <0.05), a 5 y 20 yg/mL genera un mayor efecto en las
citoquinas proinflamatorias. Estos resultados fueron suplementados a 24 horas de induccion.

Sin embargo, no se logra apreciar un comportamiento a nivel biolégico (datos apéndice 3).
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Figura 10. Analisis de expresion de genes de la respuesta inmune en la linea celular RST-11
que fue estimulada con el prototipo SkipZ a diferentes concentraciones (5, 10 y 20 ug/mL)
durante 12 horas. Se utilizaron como controles la estimulacion con agua, control positivo con
LPS (10 pug/mL) y el control sin relevancia inmunolégica iRFP (10 pyg/mL). Las diferencias en
los niveles de transcripcion se indican con * p < 0.05.
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Figura 11. Analisis de la expresion de genes de la respuesta inmune en la linea celular RST -
11 que fue estimulada con el prototipo PulsedJ en diferentes concentraciones (5, 10 y 20
pMg/mL) durante 12 horas. Se utilizaron como controles la estimulacidon con agua, control
positivo con LPS (10 ug/mL) y el control sin relevancia inmunoldgica iRFP (10 yg/mL). Las
diferencias en los niveles de transcripcion se indican con * p < 0.05.

73



mhc-ii cd86

-
IS

leg fold Change
n

Log fold Change
o

S —m-T

=]
o

**%“hﬁ

Control LPS iRFP C [bug] C [10ug] C [20ug] Control LPS iRFP C [5ug] C[10ug] C [20ug]
Treatment Treatment

cd83 il1b

r
-~

N

Log fold Change
\ =)
Log fold Change

o
,I .

Control LPS iRFP C [5ug] C [10ug] C [20ug] Control LPS iRFP C [Sug] C [10ug] C [20ug]
Treatment Treatment

tnfa

!

=]

Log fold Change
n

Control LPS iRFP C [5ug] C [10ug] C [20ug]
Treatment

Figura 12. Analisis de la expresion de genes de la respuesta inmune en la linea celular RST -
11 que fue estimulada con el prototipo HopQ en diferentes concentraciones (5, 10 y 20
pMg/mL) durante 12 horas. Se utilizaron como controles la estimulacién con agua, control
positivo con LPS (10 ug/mL) y el control sin relevancia inmunoldgica iRFP (10 ug/mL). Las
diferencias en los niveles de transcripcion se indican con * p < 0.05.

5.5 Presentacién de antigenos inducido por NPs en linea celular RST-11

La estimulaciéon con 5 ug/mL de SkipZ' 10 yg/mL de Pulsed y 20 ug/mL de HopQ en la linea
celular RTS-11 resultdé en una activacion importante de los marcadores de superficie
involucrados en la presentacion de antigenos, como MHC-II, CD83 y CD80/86. Las
imagenes de inmunofluorescencia (Figura 13) muestran que las tres nanoproteinas lograron
activar los marcadores en las células RTS-11 a las 12 horas post-induccion. Lo que nos

indicaria activacion a nivel traduccional de marcadores de superficie en células inmunes
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implicadas en el procesamiento y presentacion de antigenos. En particular, HopQ a 20
pMg/mL mostré una fuerte deteccion de MHC-Il, CD83, y CD80/86 en comparacion con los
controles negativos y con el control positivo de nanoproteina iRFP, que no tiene relevancia

inmunoldgica.

Figura 13. Analisis de la expresion de proteinas por inmunofluorescencia de las 3
nanoproteinas propuestas en la linea celular RST-11 estimulada durante 12 horas con 5
pg/mL de SkipZ, 10 pyg/mL de Pulsed y 20 ug/mL de HopQ. A) Expresion del anticuerpo
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MHC-Il. B) Expresion del anticuerpo CD83. C) Expresién del anticuerpo CD86. Como
controles se utilizaron el control negativo (con agua) y el control sin relevancia inmunoldgica
iRFP (10 pg/mL). Las imagenes fueron analizadas con ImageJ.

5.6  Modulacion de la respuesta inmune evaluada en bioensayo

5.6.1 Vacuna HopQ

La complejidad de la respuesta inmune involucra en analisis de multiples genes, por lo que
su interpretacion debe abarcar la interrelacién entre las expresiones génicas. Es por este
motivo, que el andlisis de componentes principales (PCA) reduce la dimensionalidad de
datos complejos y destaca patrones significativos, permitiendo identificar agrupamientos y/o
correlaciones entre las expresiones genéticas que pueden no ser evidentes al examinar cada

gen individualmente.

El analisis de componentes principales (PCA) destacé como los diferentes genes contribuyen
a la variabilidad en la respuesta inmunitaria post-vacunacion con el prototipo HopQ a una
dosis de 2 mg/kg de pez. Los dos primeros componentes principales, Dim1 (24.7%) y Dim2
(21.4%), explican conjuntamente el 46.1 % de la variabilidad total. Los datos de PCA nos
indican que las respuestas inmunoldgicas inducidas por la vacuna se distribuyen en varias
dimensiones, agrupadas segun los tiempos evaluados (dias 0, 1, 7 y 14 post-vacunacion),
presentando diversas contribuciones (datos apéndice 4). En la Figura 14, se observa que los
genes il-10, il-12, il-8, tnf-a, y il-18 estan alineados principalmente con Dim1, lo que indica
que son los mayores contribuyentes a la variabilidad observada en esta dimension, estos
genes se correlacionan entre si, dado su orientacién similar, sugiriendo una coactivacion tras
la vacunacion, reflejando su importante papel en la respuesta inmunitaria temprana e
inflamatoria. Por otro lado, genes como foxp3, inos, cd83, cd86, y mhc-ii contribuyen de
manera significativa a Dim2, lo que sugiere que estos genes estan influyendo en la
variabilidad en las fases mas avanzadas de la respuesta inmunitaria, estos genes presentan
una alta correlacion entre si, apuntando a la misma direccion, lo que podria asociarse con la
regulacion de la respuesta adaptativa y la presentaciéon de antigenos. Adicionalmente, los
genes mhc-i y tbet se correlacionan moderadamente y de manera ortogonal a los genes Th2
(il4-13 y gata3), lo que puede sugerir una resolucion temporal diferenciada entre linfocitos

citotoxicos y linfocitos auxiliares. Por ultimo, con un eje negativo en Dim1 se ubican genes
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como ifny, cd4, cd8, igm, il-4/13, y gata3, con menor contribucion, lo cual indica una baja
variacion explicada por estos genes en este contexto. El gen ifn-y, en particular, se orienta
de forma opuesta a los genes proinflamatorios, sugiriendo una disociacién o incluso

inhibicion relativa respecto a la respuesta inflamatoria mediada por il-12 y tnf-a.

Analisis de componentes principales para las variables por grupos
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Figura 14. Analisis de componentes principales (PCA) de las variables inmunoldgicas por
grupos post-vacunacion con HopQ. Dim1 (24.7%) y Dim2 (21.4%) explican un 46.1% de la
variabilidad total. Los colores de las flechas indican el nivel de contribucién de cada gen,

desde bajo (azul) hasta alto (rojo).

Adicional al analisis de componentes principales, es fundamental analizar la expresion
génica especifica, para comprender los cambios dinamicos y jerarquicos a lo largo del

tiempo ejercido por la vacuna. Para ello, el método de Livak (2*-AACt) permitié evaluar de
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manera detallada, la dinamica de expresidon de cada gen individualmente, permitiendo
profundizar en los mecanismos moleculares que subyacen a la respuesta inmunitaria en
diferentes momentos post-vacunacion. Este enfoque permite observar como varia la
expresion de genes clave en distintos momentos post-vacunacion, proporcionando una
vision clara de las fases de activacion, regulaciéon y posible memoria inmunoldgica que se
desarrollan a lo largo del tiempo. Los genes proinflamatorios il18, tnfa, e il-8 mostraron una
sobreexpresion significativa al dia 1 post-vacunaciéon (p < 0.01), en comparacién con el
control no vacunado (dia 0), lo que refleja es estado proinflamatorio de los peces 1 dia
posterior a la inyeccién. Las citoquinas /I-18 e il-8, tnf-a e il-12, esencial para para la
diferenciacion de células T naive hacia perfil Th1, muestra cambios significativos 1 dia post
vacunacion (p < 0.01). Por otra parte, la citoquina anti-inflamatoria (il-10), también mostré un
aumento significativo al dia 1(p< 0.01) (Figura 15). La posicion de todas las citoquinas en el
PCA, cercana a Dim1, indica que es un contribuyente importante a la variabilidad observada,
actuando como modulador de la inflamacion. También se observaron cambios en la
expresion de genes involucrados en células presentadoras de antigenos: el marcador
cd80/86, moléculas coestimuladoras expresadas en la superficie de las APCs, que
proporcionar sefiales coestimuladoras esenciales para la activacién completa de las células
T. El marcador presenté una sobreexpresion significativa al dia 7 (p<0.01). Por otro lado, la
molécula presentadora de antigenos, mhc-ii, también se sobreexpresé significativamente a
los 7 dpv (p<0.01). Ademas, contribuyeron notablemente a Dim2 en el PCA. Por otro lado,
¢d83, un marcador de maduracién de las APCs, demostré una disminucion significativa al dia
14 (p<0.01). Esto puede indicar que, la maduracion de las APCs (principalmente células
dendriticas) ha disminuido pasado 14 dias desde la vacunacion, lo que sugiere que la fase
de activacién de las células T estd concluyendo. La citoquina i/-72 demuestra un aumento
progresivo como respuesta frente a la vacunacion, sin embargo, solo es una tendencia de
aumento de la expresion de la citoquina. Es importante visualizar el efecto de ifn-y durante
los 14 dias analizados, el que aumenta de manera significativa al dia 7 y 14 post vacuna
(p<0.01), siendo una citoquina importante en generar una respuesta contra P. salmonis. Si
bien, inos registro un marcado aumento significativo a 7 dpv (p<0.01), pasado 14 dpv
disminuye significativamente (p<0.05). Otro de los genes que demuestra una fuerte
contribucién en linea con Dim2 es foxp3, un marcador de células T reguladoras, el cual

mostré una disminucion significativa a los 7 y 14 dias post-vacunacion (p<0.01) (Figura 16).

Asimismo, la expresion de genes involucrados en la activacion de linfocitos Th1 y Th2, que

contribuyen de menor manera al PCA, nos demuestras que a los 7 y 14 dpv, la molécula del
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complejo mayor de histocompatibilidad clase | (mhc-i) fluctia su expresién en el tiempo, pero
no demuestra una activacion por parte de la vacuna. El gen ¢d8 genera una tendencia al alza
moderada de la expresion a los 7 y 14 dpv en comparacion al dia 0, pero no de manera
significativa. Estos resultados se complementan con la expresion t-bet, el factor de
transcripcion de células Th1, y eomes, relacionado con la diferenciacion de células T CD8+,
que mostraron una disminucién significativa al dia 7 y 14 (p<0.01). Aunque ambos genes
contribuyeron en menor medida al PCA, su regulacion descendente es relevante, ya nos
indica el comportamiento de la modulacion de la respuesta celular. Adicionalmente,
moléculas relacionadas con el perfil de diferenciacion Th2 y la inmunidad humoral, cd4, il-
4/13, gata3, igm, no mostraron cambios significativos en su expresion en ninguna de las
fases post-vacunacion, lo que sugiere que la vacuna no favorece la respuesta humoral. Su
baja contribuciéon en el PCA confirma esta observaciéon (Figura 17). Cabe mencionar, que el
apéndice 6 demuestra el mismo analisis de expresion de genes, agregando el
comportamiento del control de inyeccion con pbs 1X. Los resultados muestran una expresion
génica comparable entre los peces inyectados con HopQ y aquellos inyectados con pbs al
dia de la vacunacion. No obstante, es importante destacar que la vacunacion con HopQ
evidencio una activacion temprana diferencial significativa respecto al control, lo que no se
observé en el grupo pbs. Adicionalmente, al analizar los dias posteriores a la vacunacion, se
observo una diferencia marcada entre los tratamientos. A diferencia del grupo tratado con
pbs, que mostré6 una menor expresion de los genes il-12, ifn-y, inos, mhc-I y cd4 en
comparacion con el grupo no vacunado (dia 0) durante los dias 7 y 14 post-inyeccién (p <
0.05, 0.01, 0.001 y 0.005), la inmunizacién con HopQ indujo una sobreexpresion significativa
de estos mismos genes en los mismos periodos evaluados. Estos resultados sugieren que
HopQ tiene la capacidad de activar tempranamente rutas inmunoldgicas asociadas a la
respuesta celular, a diferencia del grupo tratado con pbs, en el cual se observé una
supresion de dicha respuesta. Esto evidencia que los cambios en la expresion génica son

atribuibles al efecto especifico de la vacuna y no al vehiculo ni al procedimiento de inyeccion
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Figura 15. Analisis de expresién diferencial de genes relacionados a la respuesta inflamatoria
primaria 1 dia post vacunacién. Se observan cambios significativos en la expresion de los
genes il-1B, tnf-«, il-8, il-12 e il-10. Los datos muestran los cambios en la expresion génica
en Log fold change comparados con el dia 0. Las diferencias en los niveles de transcripcion

se indican con (*) para p < 0.05y con (**) para p < 0.01.
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Figura 16. Analisis de expresion diferencial de genes inmunolégicos en diferentes dias post-
vacunacion (dias 0, 7, y 14). Los genes analizados estan involucrados en la activacion de
células T, presentacion de antigenos, produccion de citocinas proinflamatorias, y la
regulacion de la respuesta inmune, incluyen cd83, cd80/cd86, mhc-ii, il-12, ifn-y, inos, y
foxp3. Los datos muestran el Log fold change en la expresién génica en relacion con el dia 0.
Las diferencias estadisticamente significativas se indican con asteriscos (**) para p < 0.01 y
(*) para p < 0.05.
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Figura 17. Analisis de la expresién diferencial de diversos genes inmunoldgicos en diferentes
dias post-vacunacion (dias 0, 7, y 14). Los genes evaluados estan relacionados con
funciones clave del sistema inmune, activacion de células T, diferenciacién de subtipos
celulares y la respuesta de células B, incluyen mhc-i, cd8, tbet, eomes, cd4, il4/13, gata3, e
igm. Los datos muestran los cambios en la expresion génica en Log fold change comparados
con el dia 0. Las diferencias estadisticamente significativas se indican con (**) p < 0.01.

5.6.1.1 Analisis de Inmunoglobulinas

El analisis de la respuesta humoral en peces vacunados con la formulacién HopQ mediante
ELISA a los dias 1, 7 y 14 post-vacunacion no evidencié diferencias significativas en los
niveles de inmunoglobulinas totales respecto al grupo control (dia 0), segun los valores de
densidad optica (OD) obtenidos a 450nm (Figura 18). Si bien se observaron ligeras

fluctuaciones en las medianas a lo largo del tiempo, especialmente en el dia 7 se aprecio
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una mayor dispersion de datos, estas no fueron estadisticamente significativas segun el
analisis de varianza (ANOVA de una via)

0.9
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Optical Density (OD at 450 nm)
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Time (days)

Tiempo EJ 0 E3 1 E3 7 B8 14

Figura 18. Produccion de Inmunoglobulinas (lg) en peces vacunados con la vacuna HopQ a
los 1, 7 y 14 dias post-vacunaciéon, medida mediante ELISA. La densidad 6ptica (OD) a 450
nm no refleja diferencias significativas en los niveles de Ig a lo largo del tiempo evaluado al
compararlo al control tiempo 0 (sin vacuna), segun el analisis de varianza de una via
(ANOVA).

5.6.2 Vacuna SkipZ

El Analisis de Componentes Principales (PCA) se realizé para evaluar las muestras tratadas
con la vacuna SkipZ a una dosis de 0.5 mg/kg de pez, considerando la expresion de 20
genes inmunolégicos en diferentes momentos post-vacunacion. El analisis explico un 55.7%
de la variabilidad total de los datos, con Dim1 explicando el 41.3% y Dim2 el 14.4% de la
variabilidad. Los resultados del PCA muestran que las respuestas inmunoldgicas inducidas
por la vacuna se distribuyen en distintas dimensiones, organizadas segun los tiempos
evaluados (dias 0, 1, 7 y 14 post-vacunacion), reflejando contribuciones diversas (datos

apéndice 5).
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En la Figura 19, se observa que la principal contribucién al PCA se encuentra en los genes il-
12, il-4/13, c¢d80/86 e ifn-y, los cuales contribuyen positivamente a Dim1. Esta agrupacion
indica una correlacion positiva entre ellos y sugiere una fuerte activacién sinérgica de la

respuesta adaptativa tipo Th1, acompafnada de componentes de tipo Th2.

En contraste, los genes cd8, t-bet, cd4, cd83 y eomes muestran una mayor contribucion a
Dim2, lo cual sugiere que estas variables explican una porcion distinta de la variabilidad
observada, posiblemente asociada a mecanismos de diferenciacién de linfocitos citotdxicos y
cooperadores en etapas mas tardias. Estos genes se proyectan en direccidon opuesta a ifn-y,
lo que sugiere correlaciones negativas entre ellos. En particular, cd8 se ubica en un
cuadrante opuesto al de ifn-y, lo que indica una fuerte correlacién negativa. Esto podria
interpretarse como un desacople funcional, donde el incremento en la expresién de ifn-y no
necesariamente se acompafa de una activacion de cd8, a pesar de que ambos genes estan
implicados en la inmunidad celular. Asimismo, los factores de transcripcion f-bet y eomes,
comunmente asociados a la diferenciaciéon de linfocitos Th1 y CD8+, también presentan
orientacion opuesta a ifn-y, lo cual refuerza la hipotesis de una inhibiciéon relativa o
disociacion funcional. Es decir, mientras ifn-y podria mantenerse activo como marcador de
inmunidad celular, los programas de transcripcion que promueven la expansion de células
citotéxicas estarian relativamente suprimidos o no inducidos en esta fase. Por otro lado,
genes como inos, foxp3, tnf-a 'y gata3 muestran una contribuciéon baja en ambos ejes, lo que
indica una participacion menos determinante en la variabilidad del sistema inmune bajo esta
condicién experimental. No obstante, su proximidad relativa en el plano sugiere una débil
correlacion entre ellos, posiblemente vinculada a funciones reguladoras o de resolucion

inmunoldgica.
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Analisis de componentes principales para las variables por grupos de SkipZ

contrib
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Figura 19. Analisis de componentes principales (PCA) para las variables génicas de los
grupos tratados con la vacuna SkipZ. El grafico de contribucion de variables muestra como
cada gen contribuye a la variabilidad total (Dim1: 41.3%, Dim2: 14.4%). Los colores de las
flechas indican el nivel de contribucién de cada gen, desde bajo (azul) hasta alto (rojo).

Al desglosar el comportamiento temporal de cada gen y enfocarnos en el analisis de
expresion génica utilizando el método de Livak, se obtiene una interpretacién mas precisa y
detallada del contexto inmunolégico y de la jerarquia de la respuesta inmune. La figura 20
demuestra el comportamiento de la fase inicial de la respuesta inflamatoria, que a diferencia
de HopQ ,no presenta cambios en la expresion de genes proinflamtorios (il-18, tnf-a, il-8, il-
12) y anti-inflamatorios (il-10). No obstante, si observamos el comportamiento de genes
proinflamatorios a los 7 y 14 dpv, il-12 mostré una sobreexpresién sostenida tanto a los dias
7 como 14 (p < 0.01), indicando una activacién prolongada de la respuesta Th1. La citocina
clave para la activaciéon de macrofagos y la inmunidad celular, ifn-y, se sobreexpreso

significativamente en estos mismos dias (p < 0.01). ElI comportamiento de genes
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relacionados a células presentadoras de antigenos como ¢d80/86, con alta contribuciéon al
PCA, presento una sobreexpresion significativamente a los 7 dias post-vacunacion (p <
0.01), lo que indica una activacion robusta de las células presentadoras de antigenos. Sin
embargo, ¢d83, un marcador de maduracion de células dendriticas, genero una
subexpresién significativa en los dias 7 y 14 (p < 0.01), sugiriendo una disminucién en la
maduracion dendritica a medida que la respuesta adaptativa progresa. La modulacion de
inflamacién representada por inos, un mediador clave en la produccion de éxido nitrico e
inflamacién, mostré6 una subexpresion significativa a los 7 dias post-vacunacién (p < 0.05)
(figura 21). La respuesta citotéxica demostrada por cd8, que presento una subexpresion
significativamente a los 7 dias post-vacunacién (p < 0.05), indica una reduccién en la
activacion de células T citotéxicas. De igual manera, los factores de transcripciéon t-bet y
eomes, ambos esenciales para la diferenciacion de células Th1 y CD8+ citotoxicas,
mostraron una disminucién en su expresion tanto a los 7 como a los 14 dias post-vacunacion
(p < 0.01). Genes clave en la presentacion antigénica a células T CD4+, mhc-ii, mostrd una
subexpresién al dia 14 (p < 0.05), lo que indica que la fase de presentacién antigénica esta
disminuyendo a medida que el sistema inmunoldgico prioriza la respuesta citotéxica y Th1.
Adicionalmente, la subexpresion de cd4 durante los 14 dias (p <0.01) apunta a una menor
activacion de células T helper. Por otro lado, se observa que il4/13 se sobreexpreso de
manera significativa a los 7 y 14 dias (p < 0.01), lo que sugiere una activacion fuerte de la
respuesta Th2. Sin embargo, esto no se conduce con la expresion de gata3 e igm;
normalmente, se esperaria que aumentaran con una respuesta Th2, pero en este caso, la
disminucién observada sugiere que, aunque la sefalizacién de il-4/13 esta activada, gata3
puede estar regulado de manera diferente. El control inmunoregulador se mantiene estable
durante los 14 dias al no presentan variacion en la expresion de foxp3 (Figura 22). De igual
manera que la vacuna HopQ, el apéndice 7 demuestra el efecto en la expresién de genes
por la inyeccién con pbs 1x (control inyeccién). Se observa que pbs aumenta de manera
significativa la expresion de tnf-a e il-8 un dia posterior a la vacunacion al comparado con el
control no vacunado (dia 0), a diferencia del proceso de vacunacion con SkipZ, que no
genera diferencias significativa en este dia post vacunacién. Sin embargo, il-1b, il-12 e il10
no se reflejan cambios en la expresion génica con respecto a los no vacunados, tanto de los
peces inyectados con pbs como con la vacuna SkipZ. En cuento a los dias 7 y 14, el
comportamiento de los genes il-12, inf-y, cd80/86 y mhc-ii, reflejan una actuacion diferencial

a los observado con la vacuna SkipZ, generando una disminucion significativa (p<0,05 y
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0,01) con respecto al control (dia 0), siendo incluso expresado de manera contraria a los

observado con la vacuna SkipZ en los mismos dias.
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Figura 20. Expresién génica de il1b, tnf-a, il8, il-12 e il-10 al dia 1 post-vacunacién
comparado con el dia 0. La expresion se midié6 por gPCR y se normalizé con genes de
referencia, se presentan como Log fold change. No se observan cambios significativos en los
niveles de expresién de estos genes en el dia 1.
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Figura 21. Cambio en la expresion de genes relacionados con la respuesta inmune
inflamatoria y presentacion de antigenos (il-12, ifn-y, cd80/cd86, cd83 e inos) en dias 0, 7 y
14 post-vacunacion. La expresion se midid por qPCR y se normalizé con genes de
referencia. Se indican diferencias significativas (**) p < 0.01.
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Figura 22. Cambio en la expresién de genes relacionados con la respuesta inmune
adaptativa de tipo Th1 y Th2 (cd8, tbet, eomes, mhc-ii, cd4, il4/13, gata3, igm) en dias 0, 7 y
14 post-vacunacion. Los asteriscos indican diferencias significativas entre los dias post-
vacunacion (*) p < 0.05, (**) p < 0.01.

5.6.2.1 Analisis de Inmunoglobulinas

Los analisis de inmunoglobulinas a consecuencia de la vacuna SkipZ demuestran que, al dia
post-vacunacién, no hubo cambios significativos en los niveles de Inmunoglobulinas, como
era de esperar. A los 7 dias post-vacunacion, se observo un leve aumento en los niveles de
Inmunoglobulinas, pero este cambio no fue estadisticamente significativo. A los 14 dias post-
vacunacion, los niveles de Inmunoglobulinas no mostraron un incremento adicional,
disminuyendo en densidad 6ptica (450) con respecto a dia 7 e incluso mas bajo que el
control dia 0. No se observan cambios estadisticos durante los 14 dias analizados(Figura
23).
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Figura 23. Produccion de Ig totales en peces vacunados con la vacuna SkipZ alos 1, 7y 14
dias post-vacunacion, medida mediante ELISA. La densidad éptica (OD) a 450 nm no refleja
cambios significativos en la cantidad de anticuerpos presentes en las muestras en los
diferentes dias de analisis, segun el analisis de varianza de una via (ANOVA).
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CAPITULO 6

6 Discusion

6.1 Disefio de nanoproteinas quiméricas y su potencial antigénico para el

desarrollo de vacunas contra Piscirickettsiosis.

Recientes estudios han demostrado que el enfoque de vacunologia inversa permite
identificar candidatos a vacunas y objetivos de farmacos (Alsowayeh & Albutti, 2022; Moxon
et al., 2019; Solanki et al., 2019). En este contexto, en esta tesis se propuso la utilizacién de
esta estrategia para la preseleccion de epitopos inmunogénicos de Piscirickettsia salmonis
pertenecientes a los genogrupos LF-89 y EM-90, que podrian servir como blancos
potenciales para el desarrollo de vacunas. Estas secuencias peptidicas con caracteristicas
de quiméricas tienen por funcion activar el sistema inmune de los peces, potenciando una
respuesta de tipo celular a través de la activacién de células presentadoras de antigenos
(APCs) y linfocitos T de tipo Th1.

Esta estrategia se alinea con avances recientes en el desarrollo de vacunas subunitarias
multiepitopicas en otras especies animales. Por ejemplo, Liu et al. (2024) disefiaron una
vacuna subunitaria multiepitépica basada en epitopos inmunodominantes de Streptococcus
suis capaces de inducir proteccion cruzada frente a multiples serotipos en modelos murinos.
Su disefio integré epitopos de células T y B altamente conservados entre cepas, fusionados
con dominios adyuvantes y purificados como proteinas solubles, lo que resultd en una
respuesta inmune robusta y una alta tasa de supervivencia. Similarmente, Puncham et al.
(2020) desarrollaron una vacuna quimérica multiepitdpica contra Streptococcus agalactiae en
tilapia del Nilo, integrando epitopos de antigenos estructurales y de superficie en una sola
proteina. Esta formulacidon demostré una activacion significativa de IgM y genes asociados a
respuesta inmune innata de la tilapia. Complementando estos hallazgos, el estudio de Roca-
Pinilla et al. (2022) demostrd que las proteinas recombinantes multidominio, que incorporan
péptidos antimicrobianos de defensa del hospedero (HDPs) fusionados a proteinas
fluorescentes como GFP, son capaces de generar una respuesta inmunitaria especifica

mediada por células presentadoras de antigenos (APCs) y linfocitos T.
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6.2 Capacidad de respuesta de las NPs se relaciona con el nivel de endocitosis

por parte de células de macrofago de peces.

Las nanoproteinas con caracteristicas de cuerpos de inclusiéon (Cl) presentan un
comportamiento amiloidogénico, semejante al de amiloides funcionales naturales (Céspedes
et al., 2016). Dicha red amiloide asegura un andamiaje fibroso estable, que confiere tanto
estabilidad mecanica como alta porosidad, lo que les permite ser utilizadas como
biomateriales funcionales. En este contexto, estudios previos han demostrado que las
caracteristicas de tamano y superficie de los Cl influyen directamente en su incorporacién
celular. Por ejemplo, particulas mayores a 4 um presentan dificultades para llegar a 6rganos
linfoides secundarios (Folgueira et al., 2015), mientras que nanoparticulas mas pequefas
tienen una mayor capacidad de internalizacion (Rojas-Pefia et al., 2022). La evidencia de
incorporacion de Cl por parte de células difiere de acuerdo con el tamafo de estas. En el
caso de la linea celular RTS-11, derivada del bazo de trucha arcoiris, la cual exhibe
caracteristicas de monocitos/macréfagos y es comunmente utilizada para estudiar
respuestas inmunitarias en peces; la eficiencia de internalizacion fue inferior a la observada
en otras lineas celulares, como las derivadas de pez cebra (ZFL) (Rojas-Pefa et a., 2022) o
las células humanas Hela (Roca-Pinilla et al.2020). En resumen, en el estudio de (Rojas-
Pefa et al., 2022), evalud la internalizacion de nanoparticulas del antigeno G recombinante
de Viremia primaveral de la carpa (SVCV) con el médulo de interferon gamma (SVCV-IFN)
que mostro eficiencias del 100 y 90% en células ZFL. Por otra parte, (Vazquez et al., 2012),
logro internalizar el 100% de los GFP dentro de las células Hela, en comparacion a las 5, 26
y 56 % de internalizacion observada en esta tesis doctoral, utilizando RTS-11. Estas
diferencias pueden explicarse por multiples factores: tamafio celular, morfologia de los
cuerpos de inclusion formados, perfil de receptores de membrana y propiedades
superficiales de cada nanoproteina. Si bien no se ha demostrado de forma directa como
estas propiedades influyen en la internalizacion por células inmunes en peces, estudios
previos indican que proteinas con mayor caracter hidrofébico tienden a formar agregados de
forma mas temprana y estable, lo que podria condicionar como estos materiales son
reconocidos e internalizados por las células del huésped (Wang et al., 2015; Gil-Garcia et al.,
2020). El perfil de reconocimiento por receptores celulares desempefa un papel clave en su
inmunogenicidad. Torrealba et al. (2016) demostraron que los Cl pueden internalizarse
rapidamente en células inmunitarias mediante rutas de macropinocitosis. Esta via de entrada

permite que los Cl accedan a compartimentos endosomales donde se localizan receptores

92



como TLR9, especializado en detectar ADN bacteriano con motivos CpG no metilado. La
activacion de TLR9 desencadena sefales que culminan en la produccion de citoquinas
proinflamatorias como TNF-q, IL-1B, IL-8 y COX-2, todas relevantes para una respuesta

inmune innata efectiva en peces.

6.3 Capacidad inmunomoduladora de las nanoproteinas a nivel in vitro.

La capacidad inmunomoduladora de las nanoproteinas disefiadas en esta tesis se evidencio
en la capacidad de inducir la expresion de genes clave involucrados en la presentacion
antigénica y coestimulaciéon celular, como MHC-II, CD80/86 y CD83, en macrofagos
derivados de la linea celular RTS-11. Estos genes son marcadores representativos de la
activacion de células presentadoras de antigeno (APCs) y su participacion es critica para el
inicio de la respuesta inmune adaptativa en peces. EIl MHC-II, expresado principalmente en
células dendriticas y linfocitos B, participa en la presentacion de antigenos exdgenos a
linfocitos T CD4+, facilitando el reconocimiento y activacion de células T colaboradoras (Xing
et al., 2023). Por su parte, CD80/86, presente en la superficie de las APCs, entrega sefales
coestimuladoras esenciales que potencian la respuesta de linfocitos CD4+ y favorecen la
polarizacién hacia respuestas de tipo Th1 o Th2 (Morales-Lange et al., 2021). Asimismo,
CD83 es un marcador de maduracion de APCs que actiua como proteina inmunorreguladora,

estimulando la proliferacién de células T virgenes (Morales-Lange et al., 2021).

En el presente estudio, se observé que las nanoproteinas SkipZ y HopQ indujeron un
aumento significativo en la expresién génica de mhc-ii, cd80/86 y cd83 en células RTS-11,
siendo este efecto particularmente notorio con HopQ a 20 yg/mL y SkipZ a 10 y 20 pyg/mL
(figuras 10 y 12). Estos resultados indican que ambas nanoproteinas estan siendo
reconocidas como PAMPs por PRRs presentes en las APCs, lo que favoreceria su
maduracion inmunoldgica. A partir de esta interaccién se activarian rutas de sefializacion
intracelular como MyD88/NF-kB o PI3K/Akt, desencadenando cascadas que culminan en la

secrecioén de citoquinas proinflamatorias y la maduracion de las APCs.

Por otro lado, PulseJ mostré6 una respuesta mas heterogénea en la expresién génica de
estas moléculas coestimuladoras, e incluso afectd significativamente la expresion de
citoquinas proinflamatorias (figura 11). Este comportamiento sugiere que algunas de las
secuencias antigénicas incorporadas en Pulsed podrian tener un rol inmunomodulador

limitado o incluso evasivo, posiblemente derivadas de proteinas de P. salmonis con bajo
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potencial inmunoestimulante, lo que restringiria la capacidad de activacion de APCs en esta
linea celular RTS-11 y por ende, la inhibicion de la cascada que activan citoquinas

proinflamatorias.

Sin embargo, a nivel proteico, mediante inmunofluorescencia se constatd la presencia
detectada de los marcadores MHC-Il, CD83 y CD80/86 en células RTS-11 estimuladas con
las tres nanoproteinas, en comparacion con el control negativo (agua). Esta deteccion indica
que los eventos transcripcionales observados se podrian traducir en una activacion
funcional de las células presentadoras de antigenos (APCs), reflejando su capacidad de

maduracién y procesamiento antigénico.

Estos resultados son coherentes con lo reportado por Morales-Lange et al. (2021), quienes
evidenciaron que el IFN-y induce la sobreexpresion de estos marcadores inmunolégicos en
esplenocitos de salmén del Atlantico. Del mismo modo, Nombela et al. (2019) observaron
que la exposicion al VHSV en trucha arcoiris incrementa la expresion de MHC-I/Il, CD83 y
CD86, evidenciando una activacién robusta del sistema inmune adaptativo. Asimismo,
estimulos proinflamatorios como el LPS han sido asociados a una mayor expresion de estos
marcadores a través de la activacion de TLR4, resultando en una cascada sefnalizadora
mediada por vias como PI3K/Akt y produccion de citocinas proinflamatorias como TNF-q, IL-
1B e IL-6 (Sepulcre et al., 2009; Arranz et al., 2012; Lakho et al., 2020). En el presente
estudio, el LPS fue usado como control positivo, generando una activaciéon significativa de

los mismos genes inmunitarios, lo que valida el modelo experimental.

En el estudio de (Puente-Marin et al., 2019) demostraron que los eritrocitos de trucha, a
pesar de no ser fagociticos, pueden internalizar cuerpos de inclusién y modular la expresion

de genes inmunitarios. Por ejemplo, los cuerpos de inclusién de TNFa reducen la expresion

de genes relacionados con la presentaciéon de antigenos (como ¢d83 y mhcl), mientras que
los Cl de la glicoproteina G del VHSV (Ibfrg16G-VHSYV) activan genes involucrados en la

respuesta antiviral, como mx y mhcll, y en la producciéon de citoquinas como il6 y il2.

Adicionalmente, Roca-Pinilla et al., (2022) demostraron que los HDPs estimulan la liberacién
de IL-1B, TNF-a e IL-6, activando la respuesta inmune innata y favoreciendo la activacion de
linfocitos T. También se observd un aumento en la expresion de IL-10, lo que indica un

control equilibrado de la inflamacién para prevenir respuestas inmunes excesivas.

94



Estos antecedentes respaldan la hipotesis de que las nanoproteinas disefiadas en esta
tesis, que incorporan secuencias antigénicas especificas del patégeno, pueden ser
endocitadas por macréfagos en peces y desencadenar una respuesta inmune robusta. Este
proceso implicaria la activacién robusta de la presentacién antigénica y la coestimulacion
necesaria para la activacion de células T, particularmente linfocitos CD8+ y respuestas de
tipo Th1. Estas respuestas son fundamentales para la producciéon de citoquinas como el
IFNy, que desempeia un papel clave en el control y la eliminacion de Piscirickettsia salmonis
(Serri et al., 2024).

6.4 Capacidad inmunomoduladora de las nanoproteinas a nivel in vivo

Grupos de estudios, sugieren que para eliminar patdégenos intracelulares, es necesario
activar una respuesta inmune de tipo celular mediada por linfocitos CD8+; y que esta
regulacion debe ser orquestada por linfocitos CD8+, la interleuquina 12 (IL-12) y el interferén
gamma (IFN-y) (Carril et al., 2024; Rozas-Serri et al., 2022; Rozas-Serri et al., 2024). En el
caso del efecto modulador generado por la vacuna HopQ, se observa una respuesta
proinflamatoria temprana significativa, observable un dia después de la vacunacion, con un
aumento en la expresiéon de citoquinas proinflamatorias como IL-18, TNF-a, IL-8 e IL-12 en
comparacion al control (figura 18). Estas citoquinas son esenciales en la primera linea de
defensa contra infecciones bacterianas. IL1B y TNFa son conocidas por ser citoquinas
pleiotropicas clave es la respuesta temprana, secretadas cuando patdgenos estan
circulando. Una funcién de 1I-13 es estimular el endotelio vascular y secretar IL-6, iniciando
asi la sintesis de proteinas y la respuesta de fase aguda (Pontigo et al., 2021). TNF-q,
secretada por leucocitos, ejerce un mecanismo en la activacién de los macréfagos, lo que
resulta en estallidos respiratorios y fagocitosis (Hardie et al., 1994). Es mas, TNF-a aumenta
la fagocitosis y la quimiotaxis para inducir la expresion de IL-13 e IL-8 (Whyte, 2007). IL-8,
por su parte, es una quimioquina crucial en la atraccion de neutréfilos y otros leucocitos al
sitio de infeccidn, lo que contribuye a una rapida respuesta inmunitaria, movilizando células
que pueden atacar y eliminar el patégeno. Ademas, IL-8 también interactia con el receptor
TLR5, lo que potencia la activacion de otras citoquinas importantes, como IFN-y (Rozas-
Serri, 2022). Este comportamiento es comparable con lo observado durante infecciones por
la cepa P. salmonis EM-90, en el cual también se observa un aumento en la expresién de
estas citoquinas (Rozas-Serri et al., 2019). Esto sugiere que HopQ induce un perfil de

respuesta que simula la inflamacidon generada por la infeccién bacteriana, lo cual es
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prometedor en términos de activar una respuesta inmune hiperreactiva a una segunda

estimulacion por el mismo antigeno.

Por otra parte, HopQ también aumento fuertemente la expresion temprana de la citoquina
antinflamatoria, IL-10. Lo que nos indica que los salmones evitan respuestas exacerbadas y
perjudiciales durante el proceso de vacunacion, situacion similar a la que ocurre durante las
coinfecciones (Carril et al., 2024), siendo un efecto esperado durante el proceso de
vacunacion. Uno de los hallazgos mas relevantes es la fuerte induccion de IFN-y, una
citoquina central en la polarizacion de la respuesta inmune hacia un perfil Th1, que es
fundamental para combatir infecciones intracelulares como las causadas por P. salmonis. El
IFN-y no solo potencia la actividad fagocitica de macrofagos y la produccion de especies
reactivas de oxigeno y nitrégeno, como iNOS, sino que también tiene un efecto positivo en la
expresion de genes relacionados con la activacion de células T (Zhang et al., 2019). La
sobreexpresion de iINOS observada a los 7 dias post vacunacién es consistente con la
induccién de IFN-y y subraya la importancia de esta molécula en la respuesta inmune
antagonica hacia los patégenos intracelulares. iINOS cataliza la produccion de éxido nitrico
(NO), que es un agente antimicrobiano clave contra bacterias que residen dentro de las
células del hospedador (Salim et al., 2016). Ademas, HopQ también modulé la expresion de
moléculas coestimuladoras como CD80/86, asi como del MHC-II y CD83, que son cruciales
para la presentacion de antigenos y la activacion de células T, sugiriendo un efecto ejercido
por IFN-y (Carril et al., 2024). Este aumento en la expresién de genes relacionados con la
presentacién de antigenos sugiere que HopQ no solo esta activando una respuesta innata,
sino también fomentando la presentacién de antigenos a APC, siendo un paso de transicion
hacia una respuesta adaptativa, lo cual es crucial para generar memoria inmunolégica y
control a largo plazo del patégeno. Es interesante el comportamiento observado en la
expresion de FOXP3 (factor de transcripcion especifico de la polarizacion de Treg), ya que
demuestra un perfil asociado con inmunosupresion, lo que nos sugiere que se estaria

potenciando la respuesta de tipo Th1.

En el ensayo in vivo, se observé un aumento en la expresién de IFN-y durante los 14 dias
analizados en peces vacunados con SkipZ y HopQ. Aunque los efectos iniciales de IFN-y
fueron positivos en la modulacion de la respuesta inmune, su produccién prolongada podria
estar generando una retroalimentacion negativa. Este fendmeno podria limitar la activacion

eficiente de linfocitos citotoxicos CD8+, lo que comprometeria la eficacia de la respuesta
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inmunitaria adaptativa frente a la infeccion. Los genes T-BET y EOMES, ambos factores de
transcripcion esenciales para la diferenciacion de linfocitos T CD8+ hacia un fenotipo
citotoxico, disminuyen de manera significativa a medida que aumenta la produccién de IFN-y.
Este fenbmeno se ha observado tanto en la coinfeccién con los dos genogrupos de P.
salmonis (Rozas-Serri et al., 2018; Szabo et al., 2000; Carril et al., 2024) como en los
ensayos vacunales con HopQ. La reduccién en la expresiéon de T-BET y EOMES, a pesar del
aumento de IFN-y, podria estar impidiendo la diferenciacion efectiva de linfocitos T CD8+, lo
que a su vez afecta la capacidad del sistema inmune para eliminar patégenos intracelulares.
Esto es critico, ya que los linfocitos T CD8+ juegan un papel central en la destruccion de
células infectadas por medio de la liberacion de perforina y granzimas, moléculas citotoxicas

que inducen apoptosis en las células infectadas (Rozas-Serri et al., 2024).

Un aspecto notable de los resultados del ensayo in vivo con ambas vacunas es la falta de
activacion significativa de la respuesta inmune de tipo Th2, que esta asociada con la
produccion de anticuerpos. Los analisis de inmunoglobulinas (Ig) no mostraron cambios
significativos durante los 14 dias posteriores a la vacunacion de los dos prototipos, lo que
sugiere que HopQ y SkipZ no inducen una respuesta humoral fuerte. Esto es coherente con
la naturaleza intracelular de P. salmonis, que requiere una respuesta de tipo Th1 para ser
controlada de manera eficaz (Carril et al.,, 2024). Sin embargo, esta observacién también
indica que la vacuna puede no ser suficiente para generar proteccion a largo plazo a través
de la memoria inmunoldgica basada en anticuerpos, lo que podria limitar su efectividad en

infecciones cronicas o recurrentes.

A diferencia de HopQ, la vacuna SkipZ no genera una respuesta inflamatoria inicial fuerte en
el primer dia post-vacunacion, lo que sugiere una modulacién mas atenuada de la respuesta
inmune. Este comportamiento refleja un posible reconocimiento inicial menos agresivo de la
nanoproteina por parte de los macrofagos del riidn anterior. Lo que sugiere que SkipZ
podria estar disefiando una respuesta mas controlada o atenuada que no desencadene
inflamacién excesiva en las fases iniciales, lo que podria ser beneficioso para evitar dafios
colaterales en los tejidos del hospedador. A pesar de esto, para el dia 7 y 14 post-
vacunacion (dpv), se observd un aumento significativo en la expresion de IL-12 e IFN-y, lo
que es clave para la polarizacion hacia una respuesta Th1, necesaria para combatir
patégenos intracelulares como P. salmonis (Rozas-Serri et al., 2018; Rozas-Serri et al.,

2024). IL-12, una citoquina esencial en la activacion de la respuesta Th1, facilita la
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produccion de IFN-y y la activacion de linfocitos T CD8+ citotéxicos. Esto es fundamental
para la eliminacion de patdgenos intracelulares, ya que IFN-y también mejora la presentacion
de antigenos. Sin embargo, a pesar del incremento de IFN-y, no se observé un aumento
significativo en la expresién de marcadores de maduracion de células dendriticas, como
CD83, ni en la induccién de iNOS (figura 24), que es crucial para la produccién de 6xido
nitrico (NO). La ausencia de este mecanismo sugiere que no se esta eliminando el patégeno
mediante la via del NO, lo que puede limitar la efectividad de la respuesta inmunitaria en
fases tempranas.

Otro aspecto clave es la supresion de los factores de transcripcion T-BET y EOMES, ambos
esenciales para la activacion de linfocitos T CD8+ citotdxicos. La disminucién de la expresién
de estos genes, junto con la alta produccion de IFN-y, podria sugerir nuevamente un
mecanismo de retroalimentacion negativa que regula la inflamacién excesiva (Szabo et al.,
2000; Rozas-Serri et al., 2018)

En cuanto a la respuesta Th2, la vacuna SkipZ mostré una baja activacion, lo que es
coherente con la subexpresiéon de MHC-Il y linfocitos T CD4+ en riidn anterior. Este
comportamiento es comparable con lo observado en infecciones por P. salmonis y R.
salmoninarum, donde la inhibicion del MHC-II desvia la respuesta hacia la activacion de
linfocitos citotoxicos, exacerbando el dafio tisular (Grayson et al., 2002; Rozas-Serri et al.,
2018). La baja expresion de GATAS, un factor clave en la activaciéon de la respuesta Th2 y la
subsecuente activacion de linfocitos B, y la limitada produccion de Ig durante los 14 dias del

estudio confirman que la vacuna no induce una respuesta humoral fuerte.

Por otro lado, la activacion de la respuesta Th2 fue minima, sin embargo, la notable
expresion de IL-4/13 sin un aumento concomitante de GATAS3 sugiere que podria haber una
regulacion negativa de la diferenciacion Th2 para evitar una activacion excesiva de esta via.
Este control fino del sistema inmune parece ser crucial para evitar respuestas inflamatorias
agudas o cronicas que podrian comprometer la homeostasis del hospedador, o que pone de
relieve la capacidad del sistema inmunitario del salmén para regular adecuadamente su

respuesta ante la sobreproduccién de citoquinas.

Bajo este contexto, uno de los principales desafios identificados en este estudio fue la
activacion limitada de linfocitos CD8+ citotoxicos, células clave en la eliminacién de

infecciones intracelulares como las causadas por Piscirickettsia salmonis. Este hallazgo
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sugiere la necesidad de optimizar las condiciones experimentales y los componentes de las
formulaciones vacunales basadas en nanoproteinas (NPs). Futuras investigaciones deberian
centrarse en ajustar las dosis de las NPs, ya que concentraciones subdptimas podrian no
alcanzar la activacion efectiva de los linfocitos CD8+. Ademas, la incorporaciéon de
adyuvantes mas potentes podria potenciar significativamente esta respuesta. Adyuvantes
como lipopolisacaridos (LPS), B-glucanos o combinaciones de inmunoestimulantes han
mostrado su capacidad para aumentar la produccién de citoquinas proinflamatorias (IL-12,
TNFa, IFN-y) necesarias para la activacion de linfocitos T CD8+ en peces teledsteos
(Nombela et al., 2019; Sepulcre et al., 2020). La co-formulacion de NPs con estos
adyuvantes podria incrementar tanto la captacién por células presentadoras de antigenos

(APCs) como la activacién subsiguiente de linfocitos CD8+.

Todos estos antecedentes sugieren que, para avanzar en una caracterizacion completa del
contexto inmunoldgico inducido por las nanoproteinas (NPs), es esencial llevar a cabo
estudios adicionales que evaluen su efectividad en ensayos de desafio frente a
coinfecciones. Esto permitira determinar si la inmunidad entrenada generada por estas
vacunas es capaz de reducir significativamente la carga bacteriana y mejorar la coordinacion
inmunoldgica, promoviendo una respuesta mas equilibrada y eficaz a largo plazo frente a

ambos genogrupos del patégeno.
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Figura 24. Esquema del procesamiento antigénico y activacion de linfocitos T CD8+ y diferenciacion
hacia el perfil Th1, inducido por la internalizacién de proteinas de Piscirickettsia salmonis en células

presentadoras de antigenos (APCs). La imagen ha sido adaptada Rozas-Serri et al. (2022).
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CAPITULO 7
7 Conclusiones

Esta tesis doctoral demostré el potencial de las nanoproteinas multiepitépicas como una
alternativa innovadora para el desarrollo de vacunas dirigidas contra Piscirickettsia salmonis,
combinando estrategias de inmunologia comparada y biotecnologia estructural. Se disefiaron
y produjeron cuatro nanoproteinas quiméricas (HopQ, SkipZ, Hoptech y PulsedJ), generadas
como nanoproteinas y evaluadas in vitro en macréfagos de salmon. Los resultados
evidenciaron que SkipZ y HopQ inducen de manera consistente la activacién de genes clave
involucrados en la presentacién antigénica y en la produccién de citoquinas proinflamatorias
sugiriendo su reconocimiento por PRRs y su capacidad para activar células presentadoras
de antigenos y generar sefiales coestimuladoras. En contraste, PulseJ mostré un perfil mas
heterogéneo, posiblemente asociado a la naturaleza inmunomoduladora de los epitopos

seleccionados.

Los resultados del ensayo in vivo evidencian que las nanoproteinas HopQ y SkipZ ,como
prototipos vacunales, son capaces de modular tempranamente la respuesta inmune de tipo
celular en salmén del Atlantico, induciendo la expresion sostenida de citoquinas pleiotropicas
como IFN-y e IL-12,. Este perfil es compatible con una respuesta Th1, clave para enfrentar
patégenos intracelulares. Sin embargo, se observé una baja activacién de linfocitos CD8+ y
una escasa respuesta humoral, lo que sugiere que la inmunoestimulacién inicial no fue
suficiente para consolidar una respuesta adaptativa completa. Estos hallazgos reflejan que la
vacunacion con estas nanoproteinas, si bien activa componentes claves de la inmunidad y
orquesta una respuesta proinflamatoria controlada, requiere optimizacion para inducir

efectores celulares con mayor capacidad citotoxica y memoria inmunoldgica a largo plazo.
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CAPITULO 8
8 RECOMENDACIONES

Las recomendaciones para esta tesis doctoral podrian centrarse en varios aspectos clave
que permitan avanzar en el desarrollo de vacunas mas efectivas para el control de

Piscirickettsia salmonis en salmones, basandose en los hallazgos actuales

e Exploracion de nuevas formulaciones: A partir de los resultados obtenidos, seria
interesante investigar la posibilidad de modificar las caracteristicas estructurales y
fisicas de las nanoproteinas, como el tamafio y la hidrofobicidad, para mejorar su
capacidad de captacién celular por macréfagos.

e Evaluar la captacion de las nanoproteinas en mas de una linea celular, como
macrofagos derivados del rindn anterior (HSK-1) o cultivo primario. Esto
proporcionara una vision mas completa de la interaccion entre las nanoproteinas y el
sistema inmune.

e Analizar la expresién de marcadores adicionales como MHC-I y moléculas
coestimuladoras (CD40, CD86) para confirmar la activacion completa de las células
presentadoras de antigenos (APCs).

e Realiza pruebas especificas para evaluar la activacion de linfocitos CD8+ y su
capacidad de inducir apoptosis en células objetivo, utilizando marcadores como
perforina y granzima B.

e Evaluar la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) en macréfagos, ya
que esta es una respuesta clave frente a infecciones intracelulares.

e Evaluar la estabilidad de las nanoproteinas en condiciones simuladas de pH y
temperatura para determinar su resistencia a ambientes fisiologicos y si liberan
antigenos de manera controlada.

e Probar combinaciones de nanoproteinas con adyuvantes como oliosos para mejorar
la captacién y la activaciéon de células inmunitarias.

e Aumentar el nimero de réplicas biologicas y técnicas para fortalecer la robustez
estadistica de los resultados.

e Explorar la eliminacion de LPS presente como trazas de arrastres en la formulacion,
ya que su presencia complicaria la aprobaciéon como producto bioldégico por parte de
SAG.
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ADN: Acido Desoxirribonucleico

ADNc: Acido Desoxirribonucleico complementario
ARN: Acido Ribonucleico

Am: Ampicilina

BSA: Suero Albumino Bovino

CD80: Cumulo de Diferenciacion 80

CD80/86: Cumulo de Diferenciacion 80/86

CD83: Cumulo de Diferenciacion 83

CD86: Cumulo de Diferenciacion 86

Cq: Ciclo de cuantificacion

Da: Dalton

CDs: Células Dendriticas

dNTP: Desoxirribonucledétidos Trifosfato

OD: Densidad Optica

ELISA: Ensayo por Inmunoabsorcién Ligado a Enzimas
FACS: Clasificacion de células activadas por fluorescencia
Foxp3: Forkhead box P3

FSC-A: Forward Scatter-Area

Gata3: GATA Binding Protein 3

GB: Base de datos GenBank

HKL: Cultivo primario de Leucocitos de Rifidn cefalico
HRP: Perdxidasa de Rabano

IFNy: Interferén gamma

IgM: Inmunoglobulina de tipo G

IL-18: Interleuquina 1 beta

IL-8: Interleuquina 8

IL-10: Interleuquina 10

IL-12: Interleuquina 12

IPTG: Isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido

kDa: kilo Dalton

NOMENCLATURA

103



L15: Leibovitz L-15 Medio de cultivo

LB: Medio Luria Bertani

MHC I: Complejo Mayor de Histocompatibilidad de clase |
MHC-II : Complejo Mayor de Histocompatibilidad de clase |l
Md: Macrofago

NF-kB Factor nuclear kappa beta

ng PL: nano gramo por microlitro

NK: Natural Killer

nm: nanémetro

PAMP’s: Patrones Moleculares Asociados a Patéogenos
PBS: Tampon Fosfato Salino

PCR: Reaccion de la Polimerasa en Cadena

PPRs: Receptor de Reconocimiento de Patrones

RefSeq: Base de datos de Secuencias de Referencia

SDS-PAGE: Electroforesis en Gel de Poliacrilamida con Dodecilsulfato Sédico

SERNAPESCA: Servicio Nacional de Pesca y Acuicultura
SRS: Septicemia Rickettsial del Salmén

T-bet: T-box transcription factor

TCR: Receptor de Células T

Th1: Célula T colaboradora de tipo 1

Th2: Célula T colaboradora de tipo 2

Th17: Célula T colaboradora de tipo 17

TLR5: Receptor Tipo-toll 5

TNFa: Factor de Necrosis Tumoral alfa

Treg: Célula T reguladora
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APENDICE

Apéndice 1. Inmunofluorescencia de la capacidad fagocitica de las RTS-11 en presencia de
5,10y 20 ug/mL de SkipZ, pulsed y HopQ durante 12 horas de induccién.
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Apéndice 2. Panel de citometria realizado para determinar el porcentaje de fluorescencia de
atto 488 fagocitado por RTS-11. Ejemplos de una réplica de cada nanoproteinas. 120

Apéndice 3. Expresion de marcadores moleculares de la respuesta inmune, principalmente
de la presentacién de antigenos y proinflamatorios. Las células RTS-11 fue estimulada a
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Apéndice 3. Expresion de marcadores moleculares de la respuesta inmune, principalmente
de la presentacion de antigenos y proinflamatorios. Las células RTS-11 fue estimulada a
5,10 y 20 [g/mL) durante 24 horas con las tres NPs: 1) SkipZ (verde). 2) PulseJ (amarillo). 3)
HopQ (rojo). El analisis de qPCR fue normalizado con el gen de referencia elf-1, y los
resultados fueron presentados como promedio + SEMs de ftriplicados desde ftres
experimentos diferentes (n = 3). Diferencias entre los tratamientos y el control negative fue
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p-value es considerado (*) p < 0.05.
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Apéndice 4. Analisis de Componentes Principales (PCA) para los diferentes grupos
experimentales con elipses de confianza de la vacuna HopQ. Los grupos representados son:
“control” (azul, triangulos), uno” (amarillo, cruces), “siete” (rojo, cuadrados) y “catorce” (rojo,
circulos) que corresponden a los 4 tiempos evaluados en el bioensayo. Se observan claras
separaciones entre algunos grupos, lo que indica diferencias en las variables medidas entre
los grupos experimentales.
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Apéndice 5. Analisis de Componentes Principales (PCA) para los grupos experimentales con
elipses de confianza, considerando la vacuna SkipZ. Los grupos analizados son: “control”
(azul, triangulos), “uno” (amarillo, cruces), siete” (rojo, cuadrados) y “catorce” (rojo, circulos)
. Los diferentes patrones de agrupacién sugieren variaciones significativas en la expresion
de SkipZ entre los grupos experimentales.
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Apéndice 6. Expresién diferencial de genes relacionados en respuesta a la vacuna HopQ de
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control con PBS 1X. Las diferencias en los niveles de transcripcion se indican con (*) para p
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Apéndice 7. Expresidon de genes relacionados en respuesta a la vacuna SkipZ de muestras
de rifidén anterior tomadas a los 1,7 y 14 dias posterior a la vacunacion, junto al control con
PBS 1X. Las diferencias en los niveles de transcripcion se indican con (*) para p < 0.05y con
(**) para p <0.01, para (***) p<0.001 y para (****)p<0.0005.
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Apéndice 8. Imagenes de microscopia de la nanoproteinas HopQ mediante microscopia
electrénica de barrido por emisién de campo obtenidas en ekl laboratorio IRTA, Barcelona
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