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RESUMEN

El virus del sindrome de la mancha blanca (WSSV) es el patégeno viral mas
importante del camardn en cultivo y el responsable de mortalidades masivas con
grandes pérdidas econémicas. La proteina VP28 del WSSV, una de las mas
abundantes en el viridn, es capaz de proteger a los organismos contra la infeccion.
Los fagos modificados por ingenieria genética sirven como vehiculos de proteinas
o péptidos antigénicos de forma que estas nanoparticulas virales son utilizadas
como bionanovacunas con numerosas ventajas. El objetivo de este trabajo fue
desarrollar y evaluar una bionanovacuna contra el WSSV, usando al fago
filamentoso M13 como acarreador de la proteina vacunal VP28. Para ello, el gen
completo que codifica para VP28 fue clonado en el vector pPG8SAET que permite el
despliegue de proteinas en fusién a la proteina estructural pVIll del M13. Con la
ayuda del fago ayudador M13K07, la particula viral fue rescatada de células TG1
transformadas con el vector VP28-pG8SAET y el vector vacio pG8SAET,
respectivamente. La vacuna VP28 fue expresada y desplegada en multiples copias
sobre la superficie del virion. La proteina VP28 fusionada al M13 (VP28-M13) fue
capaz de unirse a las membranas de hemocitos en un ensayo de ELISA. La
bionanovacuna VP28-M13 o el M13 fueron administrados intramuscularmente a
camarones L. vannamei (2x10'° ufc/camaroén) y 48 h después fueron retados con
WSSV. El porcentaje de sobrevivencia relativa del (PSR) del grupo vacunado fue
de 44.99% respecto al grupo sin vacunar. Se midié la actividad de la fenoloxidasa y
superoxido dismutasa (SOD) a las 8 y 48 h post-vacunacién (hpv) sin que se
encontraran diferencias significativas entre grupos en los tiempos evaluados. Se
realizé un segundo bioensayo con la administracién oral forzada de una dosis Unica
de VP28-M13 (4 x 10'° ufc/camaron), M13 (4 x 10" ufc/camarén) y TBS. Los grupos
fueron subdivididos en dos subgrupos. El primer conjunto de subgrupos fue retado
3 dpv y el segundo 14 dpv. Para el reto 3 dpv, se observaron PSR de 28.57% y
20.83%, comparados con el control positivo (100% mortalidad), en los grupos VP28-
M13 y M13 respectivamente. La evaluacion de la expresion relativa de genes del
sistema inmune previo al reto mostrdé un incremento en la expresion de factor anti-
lipopolisacaridos (ALF1) y SOD 3 dpv para los grupos VP28-M13 y M13. No se
observé diferencia significativa entre VP28-M13 y M13 en las curvas de
sobrevivencia ni en la expresion relativa de genes. Luego del reto 14 dpv, las curvas
de sobrevivencia de los grupos M13 y control positivo no fueron significativamente
diferentes. Los valores de PSR de VP28-M13 fueron de 33.4% y 42.8% comparados
con el grupo M13 y el control positivo respectivamente (mortalidad 100%) 5 d post-
reto y un dia después de 17.14% cuando el grupo M13 alcanzé el 100% de
mortalidad. Los resultados sugieren que el despliegue en fago puede ser usado para
obtener la biovacuna VP28 desplegada en la superficie del fago M13 representando
una alternativa potencial para la vacunacion de camarones en cultivo.

Palabras clave: WSSV, vacuna, despliegue en fago
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ABSTRACT

The white spot syndrome virus (WSSV) is the most important viral pathogen for
farmed shrimp and responsible of mass mortalities with huge economic losses. The
WSSV VP28 protein, one of the most abundant in virions, is able to protect
organisms against infection. Genetically engineered phages serve as antigenic
protein or peptide vehicles, so these viral nanoparticles are used as bionanovaccine
with numerous advantages. The aim of this study was to develop and evaluate a
bionanovaccine against WSSV, using the filamentous phage M13 as carrier of the
vaccine protein VP28. To achieve this objective, the full-length gene encoding VP28
protein was cloned into pG8SAET vector allowing protein display in fusion with M13
pVIII structural protein. With helper phage M13K07 aid the viral particle was rescued
from TG1 cells transformed with VP28-pG8SAET and empty pG8SAET vectors,
respectively. The VP28 vaccine was expressed and displayed in multiple copies on
virion surface. The M13-fused VP28 protein (VP28-M13) was capable to bind to
hemocyte membranes in an ELISA assay. The bionanovaccine VP28-M13 or M13
were intramuscularly administrated to L. vannamei shrimps (2 x 10'° cfu/shrimp) and
challenged with WSSV 48 h later. The relative percentage survival (RPS) of the
vaccinated group was 44.99% with respect to the unvaccinated group.
Phenoloxidase and superoxide dismutase activity was measured at eight and 48 h
post-vaccination with no significant difference between groups in times evaluated. A
second bioassay was performed with forced oral administration of a single dose of
VP28-M13 (4 x 10'° cfu/shrimp), M13 (4 x 100 cfu/shrimp) and TBS. The groups
were divided into two subgroups. The first set of subgroups was challenged 3 dpv
and the second one 14 dpv. For 3 dpv challenge, PSR values of 28.57% and 20.83%
were observed, compared with the positive control group (100% mortality) in VP28-
M13 and M13, respectively. The relative expression evaluation of the immune
system genes prior to challenge showed an increase in anti-lipopolysaccharide
factor (ALF1) and SOD expression 3 dpv for VP28-M13 and M13 groups. No
significant difference between VP28-M13 and M13 groups were observed in survival
curves or the relative gene expression. After 14 dpv challenge, survival curves of
M13 and positive control groups were not significantly different. The RPS values of
VP28-M13 were 33.4% and 42.8%, respectively, compared with the M13 and
positive control (100% mortality) groups at 5 d post-challenge, and one day later
17.14% when the M13 group reached 100% mortality. The results suggest that
phage display can be used to obtain the VP28 biovaccine displayed on the surface
of M13 phage representing a potential alternative for vaccination of farmed shrimp.

Keywords: WSSV, vaccine, phage display
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1. INTRODUCCION

Durante los ultimos 20 afios, el virus del sindrome de la mancha blanca (WSSV por
sus siglas en inglés) ha sido considerado el patégeno viral mas importante para la
industria del camardén en cultivo (Dutta el al., 2013). El peligro de este patdégeno
radica en su alta virulencia, el amplio rango de hospederos y acarreadores que
tiene, que se encuentra presente en todos los principales paises productores y que
puede provocar mortalidades acumuladas de hasta el 100% dentro de 3 a 7 dias

luego de que aparecen los primeros signos de la infeccion (Zhang et al., 2010)

De dentro hacia afuera el viribn contiene un genoma circula de doble cadena de
alrededor de 300 kb (No. de acceso del GeneBank AF332093), una nucleocapside
proteica, una delgada capa lipidica llamada tegumento y una envoltura lipidica que
en conjunto forman una particula viral elipsoide a baciliforme con un apéndice tipo
cola en uno de sus extremos (Natividad et al., 2007; Gracia— Valenzuela et al., 2009;
Sanchez-Paz, 2010).

Para defenderse de la infeccidn, los camarones carecen de un sistema inmune
adaptativo pero cuentan con una amplia variedad de mecanismos de respuesta
inmune innata (Flegel y Sritunyalucksana, 2011). De hecho, numerosos estudios
reportan la existencia de una respuesta inmune especifica contra inmunégenos
derivados de patogenos, o que ha hecho pensar que es posible llevar a cabo una
vacunacién de estos organismos (Venegas et al., 2000; Namikoshi et al. 2004; Ha
et al., 2008; Ng et al., 2015). Las proteinas estructurales mayores del viridn son las
proteinas VP28, VP19, VP26 y VP15 (Chang et al., 2010). Las proteinas
estructurales son una rica fuente de inmundgenos protectores. La proteina VP28 es
una de las proteinas mas abundantes y expuestas en la envoltura del WSSV. Esta
proteina es crucial en las primeras etapas de la infeccion ya que es capaz de unirse
a los receptores presentes en la superficie de las células del huésped permitiendo
la entrada del virus al citoplasma para iniciar el proceso infectivo (Yi et al., 2004).

Se ha demostrado que la proteina VP28 puede ser una potencial vacuna de



subunidad al brindar una proteccion significativa a camarones y cangrejos contra la
infeccion del WSSV (Ning et al., 2009).

La produccion de proteinas vacunales de bajo costo es de gran importancia.
Regularmente las proteinas purificadas del patégeno tiene muy bajos rendimientos
por lo que se han desarrollado muchos métodos para obtenerlas de manera
recombinante, sin embargo, muchos de ellos pueden ser dificiles de realizar y su
proceso de produccion y purificacion son caros y consume mucho tiempo. Diversos
sistemas de expresion han sido usados para producir vacunas basadas en VP28
tales como bacterias Gram-negativas (Jha et al., 2006; Namikoshi et al., 2004) y
Gram-positivas (Caipang et al., 2008; Fu et al., 2010), levaduras (Jha et al., 2007;
Yi et al., 2014), células de insectos y gusanos de la seda (Wei y Xu, 2005; Xu et al.,

2006) con diferentes grados de éxito.

La nanotecnologia esta expandiéndose rapidamente en todos los campos de la
ciencia, incluyendo el desarrollo de vacunas mas efectivas (Zaman et al., 2013). Los
virus que infectan bacterias, llamados bacteriéfagos o simplemente fagos, son
considerados bionanoparticulas dada su naturaleza, tamafo y forma cuya superficie
puede ser funcionalizada por metdédos biolégicos o quimicos con propdsitos
biomédicos como el desarrollo de vacunas (Kaur et al., 2012; Bazan et al., 2012).
El despliegue en fagos (phage display) es una herramienta tecnolégica muy
poderosa que usa el material genético del fago o plasmidos llamados fagémidos
para dirigir la sintesis de péptidos foraneos en fusion con las proteinas de cubierta
del fago durante la infeccion bacterial que finalmente son desplegados en la
superficie del viribn cuando ocurre el ensamblaje (Arap, 2005). Las bionanovacunas
compuestas por fagos que despliegan péptidos inmunogénicos son capaces de
brindar proteccién contra patégenos (Houmiel y Degalli, 2009; Cen et al., 2013). El
uso del despliegue en fagos como un sistema de expresién de proteinas
inmunogénicas recombinantes y como bionanoparticula acarreadora de estas

proteinas aun no ha sido explorado en contra del WSSV. Algunas de las ventajas



para la utilizacion de los fagos (Grabowska et al., 2000; Arap, 2005; Samaylova et

al., 2012) con este fin son:

Alta capacidad para aceptar ADN exdgeno para propoésitos de clonacion,
Produccion facil, rapida y mas econémica comparada con otras tecnologias,
Purificacion simple con alto grado de pureza,

Resistencia a estresores abiobticos,

Alta biodegradabilidad que evita su acumulacién en tejidos

2

Seguridad de uso demostrada por afios de pruebas en humanos y animales
sin efectos secundarios aparentes.
7. Propiedades de particula tipo adyuvante

8. Respuesta inmune especifica contra el péptido desplegado.

El fago comunmente mas usado en esta técnica es el M13. Este es una particula
viral filamentosa formada por cerca de 2700 subunidades de la proteina pVIli
cerrada en un extremo por 3 a 5 subunidades de pVIl y plX'y por el otro lado por 3
a 5 subunidades de plll y pVI codificadas por los genes gVlll, gVil, giX, glll'y gVI
respectivamente. Los péptidos foraneos son introducidos dentro del genoma del
fago, usualmente insertados en glll o gVIll, consiguiendo que el producto del ADN
foraneo sea expresado en fusion a las proteinas de cubierta del fago. El nUmero de
péptido exdgenos por particula viral depende de la proteina del fago seleccionada

pudiendo variar entre 1 y miles de copias (Arap, 2005; Samaylova et al., 2012).

Los fagos filamentosos han sido utilizados como particulas acarreadoras de
péptidos contra cancer (Eriksson et al., 2009; Dominguez-Romero et al., 2014),
desordenes neuroldgicos (Frenkel et al., 2003) y enfermedades infecciosas. Los
fagos que despliegan péptidos inmunogénicos de patdégenos como el virus del
herpes simple 2 (Grabowska et al., 2000), virus de la rabia (Houimiel y Dellagi,
2009), VIH (De Berardinis et al., 2003), Candida albicans (Yang et al., 2005) y
Taenia solium (Morales et al., 2011), y otros mas, fueron exitosamente usados para

la inmunizacion de animales.



En acuicultura, el uso de fagos recombinantes como acarreadores de péptidos esta
limitado a unas pocas publicaciones (Yi et al., 2003; Xia et al., 2005; Cen et al.,
2013). En esta tesis, el fago flamentoso M13 fue usado para expresar multiples
copias de la proteina de envoltura VP28 del WSSV sobre su superficie. La
capacidad de la proteina VP28 desplegada en el fago para unirse a la membrana
de hemocitos de camaron y la eficacia de esta bionanovacuna para proteger a
camarones Litopenaeus vannamei contra la infeccion por WSSV, asi como la
respuesta inmune del camardn contra la misma fue evaluada in vivo. Los resultados
mostraron que la proteina VP28 puede ser expresada funcionalmente en el fago
M13 y ser usada para reducir la mortalidad de camarones en una infeccion viral

experimental.



2. ANTECEDENTES
2.1 Virus del sindrome de la mancha blanca

El virus del sindrome de la mancha blanca es uno de los principales patoégenos en
las granjas camaronicolas (Dutta et al., 2013). Se trata de un patégeno muy
virulento, con una amplia gama de hospederos y acarreadores, cuya infeccién es
altamente contagiosa, alcanzando mortalidades acumuladas de hasta el 100% en 3
a 10 dias posteriores a la aparicién de los primeros signos clinicos (Zhang et al.,
2010). El primer brote de WSSV se registro en Taiwan en 1992 y rapidamente esta
enfermedad se presentd en los principales paises productores de Asia, América y
Europa (Ligthner y Redman, 1998), donde se tuvieron altas mortalidades con
pérdida total o parcial de la produccién, merma en los parametros productivos o
disminucién en la calidad del producto (Smith et al., 2003). Esto ha sido tan grave
qgue no solo ha disminuido las ganancias sino que ha acarreado pérdida de empleos,
restricciones a la exportacion y la disminucion de la confianza del consumidor hacia
el producto (Moser et al., 2012). Las pérdidas econdmicas causadas se estiman en
1000 millones de ddélares anuales. La necesidad de disminuir estas pérdidas han
estimulado la investigacion del virus y su interaccion con el hospedero
contribuyendo con ello a la escasa informacién disponible de virus marinos y de la

respuesta del camarén a patégenos virales (Flegel, 2011).

2.1.1 Morfologia y morfogénesis

Morfolégicamente este es un gran virus envuelto, de 210 — 420 nm de longitud y de
70 — 167 nm de diametro, con forma ovoide o elipsoide a baciliforme que presenta
en uno de sus extremos un apéndice tipo cola formado por lipidos de la envoltura
cuya funcion y estructura se desconoce (Figura 1). El viridn esta compuesto de
exterior a interior de cuatro elementos: envoltura (grosor 6 — 7 nm), tegumento

(bicapa lipidica de 2 — 7.5 nm), nucleocapside con forma de rodillo (longitud 180 —



420 nm, diametro 54 — 85 nm y grosor 6 nm) y material genético (dsDNA 300 Kbp)
(Gracia— Valenzuela et al., 2009; Natividad et al., 2007; Sanchez-Paz, 2010).

Figura 1. Electromicrografia del virién intacto de WSSV y sus nucleocapsides.
Fuente: Comité Internacional en Taxonomia de virus (ICTV por sus siglas en inglés).

La replicacién del WSSV se lleva a cabo en el nucleo donde se puede apreciar la
marginacion de la cromatina y la hipertrofia del nucleo. La morfogénesis inicia por
la formacién de la membrana de novo en el nucleoplasma y por la formacion de
largos tubulos segmentados vacios. Estos tubulos se rompen en fragmentos para
formar las nucleocapsides vacias. Posteriormente las membranas envuelven las
capsides dejando un extremo abierto por el que a continuacion entran las
nucleoproteinas. Cuando este proceso finaliza la envoltura se cierra originando la

cola presente en el virion maduro (Durand et al., 1997).



2.1.2 Hospederos y acarreadores

La principal via de infeccién del WSSV es el consumo de organismos infectados.
Debido a que los camarones practican el canibalismo de organismos débiles,
moribundos o muertos, el virus se disemina rapida y efectivamente (Zhang et al.,
2010). Se conocen mas de 93 especies de artrépodos hospederos o acarreadores
mecanicos del WSSV (Escobedo-Bonilla et al., 2008). Se han reportado infecciones
naturales y experimentales en diversos peneidos de interés comercial tales como
Litopenaeus vannamei, Penaeus monodon, Litopenaeus stylirostris, Marsopenaeus
Japonicus y Ferfenpenaeus chinensis (Reddy et al., 2013). Los poliquetos son
vectores pasivos del WSSV capaces de transmitir la enfermedad al usarse como
alimento vivo para P. monodon (Vijayan et al., 2005). Los rotiferos son vectores
potenciales del virus para el cangrejo de rio y otros crustaceos de interés comercial.
Otro peligro potencial son las aguas de efluentes que pueden diseminar al patégeno
(Esparza-Leal et al., 2010).

2.1.3 Organos y tejidos blanco

Existe una estrecha relacién entre el WSSV y la hemolinfa (Wang et al., 2002). Los
hemocitos son las unicas células en la hemolinfa y son uno de las células blanco
para lainfeccion (Tang y Lightner, 2000). El virus ha sido detectado en los hemocitos
semigranulares (SGC) y en los granulares (GC) pero no en los hialinos (HC).
Aparentemente los SGC son mas susceptibles a la infeccion y presentan mayores
cargas virales y mas rapido progreso de la infeccion (Wang et al., 2002;
Jiravanichpaisal et al., 2006). Otros 6érganos susceptibles son epidermis, branquias,
intestino anterior, ciego, glandula antenal, érgano linfoide, musculo, tallo del ojo,
corazon, gonadas, epitelio cuticular del cuerpo, células hematopoyéticas y células
asociadas al sistema nervioso, pleopodos, pereiopodos, testiculos y ovarios. Los

analisis de carga viral sugieren que los mayores 6rganos diana para la replicacion



son las branquias, el estbmago y el epitelio cuticular del cuerpo, tejido

hematopoyético, érgano linfoide y glandula antenal.

2.1.4 Signos de la infeccion

El sindrome de la mancha blanca recibe ese nombre debido a la acumulacion de
carbonato de calcio en la cuticula que da lugar a la aparicion de manchas blancas
de 0.5 a 3 mm de diametro en el exoesqueleto, apéndices y en el interior de la
epidermis (Lightner y Pantoja, 2003). Este no es un signo que se encuentra presente
en todos los casos y no es patognoménico de la enfermedad pues puede
presentarse en infecciones bacterianas, y condiciones de alta alcalinidad y estrés.
Otros signos de la enfermedad que se también se presentan en la fase aguda de la
enfermedad son la coloracion rojiza del cuerpo y apéndices, anorexia, letargo, nado
erratico, acumulacion de fluidos en las branquias, agrandamiento y coloracion
amarillenta del hepatopancreas, adelgazamiento de la hemolinfa y pérdida de

cuticula entre otros (Escobedo-Bonilla et al., 2008).

2.1.5 Genoma del WSSV

El genoma del WSSV esta compuesto de ADN circular de doble cadena de
aproximadamente 305 kb (Figura 2). Fue el primer genoma completo de un virus
que infecta invertebrados marinos en ser secuenciado en su totalidad (Yang et al.,
2001) y es uno de los genomas virales mas grandes que se han secuenciado
(http://lwww.giantvirus.org/2014-04-14top.htmL). Contiene entre 531 y 684 marcos
de lectura abiertos (ORFs) con el coddn de inicio ATG de los cuales se estima que
180 codifican para proteinas funcionales. Se calcula que entre el 70 y 80% de las
proteinas codificadas no comparten identidad con las reportadas en las bases de
datos (Chen et al. 2010, Yang et al., 2001) y se desconoce su funcién. Debido a la

baja homologia con otros virus de DNA conocidos (Mayo, 2002; van Hulten et al.,



2001) es el unico miembro de la nueva familia Nimaviridae y ha sido colocado en

el género Whispovirus (www.ncbi.nih.gov/ICTVdb/Ictv/index.htm).
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Figura 2 Representacion circular del genoma del WSSV. Las flechas muestran las
posiciones (fuera del anillo) de los 181 ORFs (rojo y azul indican las diferentes
direcciones de transcripcion) y los rectangulos verdes los sitios de restriccion BamHI
(anillo interior; sus posiciones estan en paréntesis). Fuente: Yang et al., 2001.
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2.1.6 Proteinas estructurales

Las proteinas estructurales son importantes para el virus pues resguardan el
material genético y sus dominios son los primeros en interactuar con el hospedero
iniciando el proceso infectivo. Por lo anterior se les considera los primeros blancos
en las estrategias de neutralizacion o las candidatas mas probables para el
desarrollo de vacunas. Se conocen 58 proteinas estructurales del WSSV de las
cuales al menos 30 se encuentran en la envoltura (Chang et al., 2010). Se les ha
asignado nombre de acuerdo a su peso molecular aparente estimado por SDS-
PAGE o por el numero de residuos de aminoacidos que las conforman (Bustillos-
Ruiz et al., 2009). La proteina VP28 (la mas estudiada) y la VP19 se consideran las
proteinas mas abundantes de la envoltura mientras que VP24 y VP26 lo son en el

tegumento (Yi et al., 2003; Flegel y Sritunylucksana, 2010).

Nucleocapside

VP664, VPG0A,
VP160B, VP51C,

(,@e

VP15 Tegumento
VP95, VP39A,
VP36A, VP26,
VP24
Envoltura

VP53A, VP51B,
VP38A, VP36B,
VP31, VP28,
VP19

Figura 3. Principales proteinas estructurales del WSSV que participan en la
infeccion mediante el acoplamiento, penetracion o el trafico de la nucleocapside al
interior del nucleo de la célula hospedera. Basado en Chang et al. 2010, Li et al.
2005, Tsai et al. 2004, Wu et al. 2005, Xie et al. 2006 y Yi et al. 2003.
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2.1.7 Uso de proteinas protectoras contra el WSSV

Como una nueva estrategia para disminuir la mortalidad por WSSV se han
administrado proteinas virales o los genes que las codifican a crustaceos. Se han
usado particulas virales inactivadas (Namikoshi et al., 2004; Zhu et al., 2009),
proteinas aisladas y recombinantes (Du et al., 2006; Caipang et al., 2008; Satoh et
al. 2008) demostrando que esta medida es efectiva para lograr proteger a los
camarones del WSSV. Mediante una aproximacion diferente, se ha propuesto la
implementacion de una inmunizacion pasiva donde el virus es neutralizando in vitro
e in vivo usando anticuerpos monoclonales y policlonales (Kim et al., 2004; Jiang et
al., 2007; Natividad et al., 2007; Ha et al. 2008; Lu et al. 2008, 2009). Con la misma
idea en mente se logré identificar un péptido que se une al virion y es capaz de
neutralizarlo (Yi et al. 2003). En todos los casos se ha conseguido una reduccién de
la proliferacion viral y un incremento de la sobrevivencia a nivel experimental.
Ademas del control de la enfermedad, los anticuerpos anti-WSSV han sido utilizados
para el mapeo de epitopes, el estudio del virus permitiendo relacionar a las
proteinas VP24, VP28, VP31, VP33, VP36, VP68, VP281 y VP466 al proceso
infectivo y su deteccidn en inmunoensayos (Takahashi et al., 2003; Yi et al., 2004;
Wu et al., 2005; Li et al., 2006; Xie y Yang, 2006; Escobedo-Bonilla et al., 2008,).

2.1.7.1 Proteina VP28 como agente vacunal

La proteina VP28 ha sido expresada en multiples sistemas de expresion y usada a
manera de vacuna para incrementar la sobrevivencia de crustaceos ante
infecciones experimentales del WSSV. Algunos de los sistemas utilizados son
bacterias Gram-negativas (Namikoshi et al., 2004; Jha et al., 2006) y Gram-positivas
(Caipang et al., 2008; Fu et al., 2010), levaduras (Jha et al., 2007; Yi et al., 2014),
células de insectos y gusanos de la seda (Wei y Xu, 2005; Xu et al., 2006) con
diferentes grados de éxito. Du et al. (2006) compararon el uso de VP28 expresada

en E. coli y en células de insecto observando que la expresada en un sistema
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eucarionte obtuvo el porcentajes de sobrevivencia relativa mas alto probablemente
gracias a modificaciones pos-transcriptacionales que el sistema procarionte no
puede realizar. Sin embargo, Namikoshi et al. (2004) demostrd que el uso de E. coli
como biorreactor para la produccion de la proteina recombinante VP28 puede
proteger efectivamente con PSR de 95% incrementando la dosis utilizada. Este
agente vacunal ha probado ser efectivo al ser administrado por via intramuscular y
oral (Jha et al., 2006b). La via intramuscular no es una forma de vacunacion practica
en la camaronicultura por lo que Witteveldt et al. (2004) reportan un incremento en
la sobrevivencia de camarones luego de haber incorporado la proteina VP28
recombinante al alimento comercial pelletizado. El efecto protector de VP28 no va

mas alla de tres semanas luego de la vacunacion.

2.2 Nanovacunas basadas en fagos filamentosos

La nanotecnologia esta expandiéndose rapidamente en todos los campos de la
ciencia, incluyendo el desarrollo de vacunas mas efectivas (Zaman et al., 2013). Los
virus que infectan bacterias, llamados bacteriéfagos o simplemente fagos, son
considerados bionanoparticulas dada su naturaleza, tamano y forma cuya superficie
puede ser funcionalizada por metdédos biolégicos o quimicos con propdsitos
biomédicos como el desarrollo de vacunas (Bazan et al., 2012; Kaur et al., 2012).
Las bionanovacunas basadas en fagos estan compuestas por el fago que actua

como una nanoparticula y por al menos una copia de un péptido antigénico.
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Algunas de las ventajas para la utilizacién de los fagos como nanoparticulas son
que estan hechas por la naturaleza, se autoemsamblan, son muy estables y se
encuentran monodispersos en solucién (Kaur et al., 2012). Los fagos pueden ser
producidos de forma facil y econdmica con procesos de purificacién sencillos que
permiten la recuperacion de las particulas virales con alto grado de pureza. Ademas,
a diferencia de algunas nanoparticulas metalicas no se acumulan en los tejidos pues
son biodegradables (Tothova et al., 2012; Garcia-Alonso et al., 2014).

2.2.1Bacteriéfagos

Los bacteriofagos o simplemente fagos son virus que infectan bacterias y estan
presentes en todos los ecosistemas del mundo dentro de sus huéspedes o en forma
libre bajo un rango de condiciones ambientales jugando un rol primordial en la

evolucién de los microorganismos al movilizar ADN entre ellos (Arap, 2005).

La contribucién de los fagos a la ciencia es enorme. Luego de su descubrimiento se
empezaron a utilizar para combatir infecciones bacterianas en la llamada terapia
fagica, misma que ante la farmacorresistencia de nuestros dias se encuentra
emergiendo como una alternativa de control de enfermedades. Mas tarde fueron
usados para desarrollar vectores de clonacion y plataformas de expresion sentando
la base de la biologia molecular. Posteriormente, fueron la base para la produccién
de las llamadas particulas tipo virus (VLPs por sus siglas en inglés) que consisten
en una nucleocapside viral que carece de material genético y que fue desarrollada
para crear nuevas vacunas contra enfermedades virales y mas adelante para

combatir enfermedades no infecciosas como el cancer.

2.2.1 Biologia y estructura de los fagos filamentosos

Los fagos filamentosos tienen forma de cilindro delgado y flexible y contienen
genomas de ADN de cadena sencilla. Se clasifican dentro del género Inovirus en la

familia Inoviridae que agrupa a 36 especies que infectan a bacterias Gram-
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negativas. Otras 27 especies mas se encuentran en espera de aprobacion para
pertenecer a esta familia entre las cuales se encuentran dos que infectan bacterias
Gram-positivas (Day, 2011). Los bacteriofagos filamentosos o simplemente fagos
filamentosos no son liticos, son ensamblados en la membrana del huésped (Figura
4), donde las subunidades de la proteina mayor de la capside pVIll reemplazan a la
proteina de unién a ADN de cadena sencilla pV para ser constantemente extruidos
al medio sin matar a la célula infectada por lo que al dividirse continua la replicacion
viral indefinidamente. Los viriones presentan diametros de 7+1 nm y longitudes
cercanas a los 1000 nm. Cada virion esta compuesto por miles de copias de la
proteina mayor pVIIl (5.2 kDa), que forma un cilindro alrededor del ADN cuya
longitud dependera del tamafio del genoma, y solo cinco copias de cada una de las
cuatro proteinas menores plll (43 kDa), pVI (12 kDa), pVII (3.5 kDa) y pIX (3.3 kDa)
en los extremos; las dos primeras permiten el acoplamiento y estabilizacion durante
la infeccion mientras que las otras dos son responsables del inicio del proceso de

ensamblaje en la membrana celular del huésped (Gagig et al., 2016).

Los fagos filamentosos Ff compuestos por los virus fd, f1 y M13 son los fagos mas
estudiados y explotados. Estos tres fagos tienen estructuras idénticas y su genoma
de 6.4 kb solo difiere en aproximadamente el 1% en la posicidn de sus nucledtidos.
Su genoma esta compuesto por 11 genes donde g2, g5 y g10 intervienen en la
replicacion, g7, g9, g8, g3 y g6 codifican para proteinas estructurales y g1, g4y g11
participan en la morfogénesis. El virion esta compuesto por 2700 subunidades de
pVIll. Esta es una proteina de 50 residuos de aminoacidos con forma de a-hélice
extendida (Figura 5). EI dominio N-terminal mantiene la solubilidad del virién,
mientras que el dominio central hidrofébico estabiliza la interaccién entre las

subunidades y el extremo C-terminal interactua con el ADNccs.
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Figura 4. Ciclo de vida de los bacteriéfagos filamentosos Ff. Se inicia con la
adsorcion del virus a la punta del pilus F+ de E. coli. La estructura compuesta por
las cinco copias de plll se ancla al F pilus con los dominios N2 y al periplasma con
la unién del dominio N1 al dominio Il de TolA. Luego el ADN es desnudado y
liberado al citoplasma mediante la asociacion de pVIll a la membrana interior de la
célula. EI ADN circular de cadena sencilla (ADNccs) es convertido a doble cadena
y replicado mediante el mecanismo de circulo rodante. La transcripcion y traduccion
de los genes virales producen una variedad de proteinas intracelulares las cuales
contienen ADNccs unido con subunidades de la proteina pV excepto en un bucle de
30 nucleotidos. La proteina pVIll es sintetizada con una secuencia de péptido sefal
que facilita su transporte e insercion en la membrana bacterial que luego es
removida por una sefal peptidasa. Se inicia el ensamblaje de la progenie cuando
cinco subunidades de pVIl y pIX se unen al bucle de ADNccs y las subunidades de
pV son reemplazadas por subunidades de pVIIl hasta que todo el ADN esté
empacado. Finalmente se afiaden cinco subunidades de pVI y plll y el viribn maduro
es liberado al medio sin lisar la célula. (Modificado de Gagic et al., 2016)
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2.2.3 Despliegue en fagos

Los bacteriofagos filamentosos pueden ser facilmente manipulados genéticamente.
El phage display o despliegue en fagos es una biotecnologia a escala nanométrica
lider en la seleccion de péptidos con afinidad por dianas especificas. Consiste en la
modificacion de la superficie del virion mediante ingenieria genética para conseguir
decorar al fago con péptidos o proteinas foraneas de interés en fusion con las
proteinas estructurales del virus silvestre que pueden ser tamizados dada su
afinidad por una molécula especifica. El M13 fue el primer fago utilizado en esta
técnica y continua siendo el mas usado alrededor del mundo (Schirrmann et al.
2011).

Entre una amplia variedad de aplicaciones, el despliegue en fagos logra encontrar
interacciones entre proteina-proteina que permite el estudio de patdégenos y sus
hospederos, el descubrimiento de antigenos y epitopes protectores, péptidos
antimicrobiales/virales, asi como la seleccion de anticuerpos capaces de detectar o
neutralizar patégenos. Ademas se ha demostrado que puede ser un ventajoso
vehiculo de administracion de péptidos antigénicos (Xiao et al., 2006; Gonzalez et
al., 2010; Youtong et al., 2011; Delhalle et al., 2012).

La arquitectura de los fagos filamentosos hace que las cinco proteinas de la capside
sean accesibles al exterior del virion y por tanto todas ellas pueden ser usadas para
el despliegue en fagos, sin embargo, plll y pVIll son por mucho las proteinas mas
utilizadas con este fin. Solo plll y pVIll son sintetizadas como precursores
conteniendo una secuencia sefial en el extremo N-terminal que permite su
traslocacion desde el citosol hasta el periplasma de E. coli, esta caracteristica es
importante para el despliegue en fago. El péptido o proteina foranea puede ser
insertada en el genoma del fago o en un plasmido llamado fagémido en cuyo caso

requerira el uso de un fago auxiliador para producir un virién (Arap, 2005).

En el despliegue en fusion a pVIll se prefiere el uso de péptidos pequenos mientras
que la proteina plll permite desplegar péptidos de mayor tamano (lannolo et al.,

1995; Malik et al., 1996,). Esta caracteristica permite que péptidos antigénicos
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foraneos sean desplegados en la superficie exterior del viridn en fusién a sus
proteinas estructurales para ser explotados en la creacion de bibliotecas de
anticuerpos o péptidos desplegadas en fagos, disefio de farmacos y el desarrollo de
vacunas contra enfermedades infecciosas y no infecciosas. Como acarreadores de
vacunas, los bacteriéfagos han demostrado provocar una respuesta celular y
humoral contra varios agentes patdégenos a través del despliegue de anticuerpos en

sus proteinas de cubierta (van Houten et al., 2010; Samoylova et al., 2012).

A B
6 nm
pVII
pIX
pVIll ——
860
nm
¢ pVI
plll

Figura 5. Estructura de bacteriéfago filamentoso y proteinas del viribn comiunmente
mas usadas en despliegue en fago. (A) Virion visualizado por microscopio de fuerza
atomica. (B) Diagrama esquematico del bacteriéfago. (C) Representacion de listéon
(vista superior y de lado) de la proteina de cubierta pVIll arreglada alrededor del
ADN de cadena sencilla del bacteriéfago. (D) Representacion de listén de los
dominios N1y N2 de plll (Gagic et al., 2016).
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3. JUSTIFICACION

Durante décadas, por su alta demanda y gran valor econémico, el camaron fue el
producto alimenticio de origen marino mas importante en el comercio mundial,
ocupando en la actualidad el segundo lugar. El aporte de la acuicultura a la
produccion global es cada vez mayor gracias a que esta actividad se ha extendido,
intensificado y avanzado tecnolégicamente. En el 2015 el camardn cultivado
representd el 56% de la produccion total con un valor de $23,583 millones de
délares. Ese afio México produjo 194,230 t con un valor de $667, 415 millones de
dolares (FAO, 2016).

La camaronicultura es una industria en crecimiento cuyo futuro y estabilidad se
encuentra amenazada por los estragos causados por patdgenos. Tan es asi que la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO)
considera dentro de sus estatus y tendencias al desarrollo de vacunas contra los
virus de camardn como un area prioritaria de investigacion. A pesar de la incidencia
de otras enfermedades y el decremento en los casos en los paises en desarrollo, el
WSSV continta siendo un problema de salud muy importante en las granjas. La
vacunacion es critica para el combate de la infeccién por WSSV. La adopcion de
nuevas tecnologias que permitan contribuir a la busqueda de vacunas efectivas y
de menor costo contra el virus deben ser abordadas. El aprovechamiento de los
fagos filamentosos como nanoparticulas acarreadoras de agentes vacunales es un
trabajo pionero en la aplicacion de la nanotecnologia para el desarrollo de vacunas

destinadas a proteger a los camarones en cultivo.
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4. HIPOTESIS

Si la proteina de envoltura VP28 del WSSV, usada como vacuna, protege a
camarones contra la infeccion y los fagos filamentosos han sido utilizados como
nanovehiculos para expresar y acarrear proteinas vacunales reteniendo sus
propiedades, entonces, multiples copias de la proteina VP28 desplegada en la
superficie del fago M13 reducira la mortalidad de camarones Lifopenaeus vannamei

por infeccion con WSSV.

5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general

Desarrollar y evaluar una bionanovacuna contra el virus del sindrome de la mancha
blanca usando al fago filamentoso M13 como acarreador para la proteina vacunal
VP28.

5.2 Objetivos particulares

1. Desplegar la proteina vacunal VP28 en la superficie del fago M13 en fusién
a la proteina de la capside pVIlI

2. Demostrar la funcionalidad de la proteina VP28 desplegada

3. Evaluar la eficiencia de la vacuna VP28-M13 administrada por via
intramuscular y oral para proteger camarones L. vannamei mediante un reto
con WSSV.

4. Evaluar la respuesta inmune del camardén frente a la vacuna VP28-M13
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1 Construccion de la bionanovacuna
6.1.1 Extraccién de ADN gendémico de WSSV

Camarones Litopenaeus vannamei de aproximadamente 4 g de peso fueron
recibidos de una granja local en Sinaloa, México donde habia ocurrido una
mortalidad asociada al WSSV (Figura 6).

Figura 6 Camaron L. vannamei moribundo infectado con WSSV El animal muestra
una coloracion rojiza, por la expansion de cromatéforos, signo clinico de la infeccion

L x g Los organismos presentaban una marcada coloracién rojiza por expansion de
cromatoforos y fueron analizados en pool de tres organismos habian resultado
positivos a la infeccion por WSSV mediante analisis de PCR. Se extrajo ADN total
a partir de una muestra de 25 mg de tejido al que se afiadieron 400 uL de buffer de
lisis (Tris 50 mM, EDTA 100 mM, NaCl 100 mM, SDS 1%) y 10 uL de proteinasa K
(20 mg mL-1). Luego de una incubacién en bafio maria en termoblock a 60° C por

40 min se procedid a macerar con pistilo estéril. EI homogenizado se incubd a



21

60 °C por 30 min. Se afiadieron 200 pL de NaCl 5 M y se agit6 vigorosamente. Se
incubo en hielo por 10 min y se centrifugd a 12,000 g por 10 min a temperatura
ambiente. Aproximadamente 500 pL de sobrenadante fueron transferidos a un tubo
estéril donde se le afiadié 1 mL de etanol absoluto frio. EI ADN se dejé precipitando
todala noche a -20° C. Se centrifugd a 12,000 g por 10 min a temperatura ambiente.
Se retird el sobrenadante y los restos de etanol fueron evaporarados al aire. EI ADN

fue resuspendido en 50 pL de agua libre de nucleasas.

6.1.2 Amplificacién del gen VP28

El gen VP28 (GenBank No. de acceso DQ681069) fue amplificado a partir de ADN
total extraido de musculo de camarén infectado con el WSSV. Se disefaron los
primers VP28-FW 5-CGCGGATCCGATGGATCTTTCTTTCACTCTTTC-3' vy
VP28-RV 5-CCGGAATTCTTACTCGGTCTCAGTGCCAG-3’ para la amplificacién
de la secuencia completa del gen (615 bp) que codifica para la proteina VP28 del

WSSV anadiendo sitios de restriccion para las enzimas Nco | y SnaB |.

Las reacciones de PCR se realizaron utilizando una mezcla con la siguiente

composicion:

Buffer GoTaq Flexi 5X 2.5 uL
MgCl2 (25 mM) 1.0 uL
Primer VP28-FW (25 pM) 0.5 uL
Primer VP28-RV (25 pM) 0.5 uL
Polimerasa GoTaq 0.063 pL
Templado (50 ng uL™") 1.0 uL
dNTPs (10 mM c/u) 0.25 pL
H2O 6.687 yL

Vol. total de reacciéon 12.5 uL
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Se realiz6 un PCR de gradiente a partir del cual se establecio el programa para la
realizacion de PCR utilizando el termociclador Peltier Thermal Cycler de BioRad

que se describe en la tabla .

Tabla I. Programa de PCR para la amplificacion del gen VP28

Paso Temperatura Tiempo No. de Ciclos
Desnaturalizacién Inicial 94 °C 3 min 1 ciclo
Desnaturalizacién 94 °C 10 seg

Alineamiento 60 °C 45 seg 30 ciclos
Elongacién 72 °C 1 min

Elongacion Final 72 °C 5 min 1 ciclo
Final 25°C 0 Indefinido

Los productos de PCR se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al
0.8% en buffer TAE 1X adicionado con Syber Green.

6.1.3 Amplificacién del fagémido

El fagémido fue amplificado en células de E. coli transformadas con el vector
pG8SAET (Figura 7). Estas se cultivaron en medio LB conteniendo 50 ug mL" de
carbamicilina por 18 h con agitacién a 250 rpm. El fagémido fue aislado utilizando
el Zyppy Plasmid Miniprep Kit (Zymo Research) siguiendo las instrucciones del
proveedor. Brevemente, 3 mL de cultivo fueron centrifugados a maxima velocidad
por 30 seg. El sedimento fue resuspendido en 600 uL de agua MQ. Se afiadieron
100 pL de buffer de lisis 7X y se homogenizé por inversion. Se adicionaron 350 pL
de buffer de neutralizacion frio y se mezclé vigorosamente. Se centrifugé a 13,000
g por 4 min. Cerca de 900 uL de sobrenadante se colocaron en una microcolumna
dentro de tubo colector y se centrifugd por 15 seg. Se lavé la columna con 200 pL

de buffer de lavado. Después de centrifugar por 30 seg se anadieron 400 uL de
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buffer de lavado. Se centrifugd por 1 min y se afiadieron 30 yL de buffer de elusion.
Luego de esperar un minuto, el ADN plasmidico se eluyé centrifugando 30 seg. Se
corrié un gel de agorosa al 0.8% en buffer TAE 1X en presencia de bromuro de

etidio para comprobar la integridad del fagémido.

Ncol  SnaBl EcoRl

Sapl 1 TAG
, 4 E-tag GenepVIlI
Signalseq
|

T
de la proteina A
de Staphvlococcus

3395 bp

ColE

\

L— M13 I1G

Amp

Figura 7. Vector fagémido pG8SAET basado en el gen VIII.

6.1.4 Digestion con enzimas de restriccion

Tanto el producto de PCR de la amplifiacion del gen VP28 como el fagémido
pG8SAET fueron digeridos con las enzimas de restriccion SnaBl y Ncol (New
England). Se inicié la digestion con SnaBl utilizando 12.5 U de enzima en un
volumen de reacciéon de 25 L. Luego de una hora y media de incubacion a 37 °C
se tomé una alicuota y se corrié en gel de agarosa al 0.8% para verificar la digestion
del plasmido superenrrollado. La actividad de la enzima SnaB | fue detenida
incubando la mezcla a 80 °C por 20 min. Se realizé una purificacion usando el kit
Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega). La digestién con la enzima
Ncol se realizé en un volumen de reaccion de 50 pL usando 25 U de enzima. Luego

de una hora de incubaciéon a 37 °C se tomd una alicuota y se corrié en gel de
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agarosa al 1.5%. La actividad de la enzima Nco | fue detenida incubando la mezcla
a 65 °C por 20 min. Se realizé una purificacion usando el kit Wizard SV Gel and
PCR Clean-Up System (Promega). Finalmente, en ambos casos, se realizo la
desfosforilacion del extremo 5° del ADN incubando a 37 °C por 45 min con fosfatasa
alcalina de intestino de ternero (New England) en un volumen de reaccién de 10 pL.
Se realiz6 una purificacion de los productos digeridos usando el kit Wizard SV Gel

and PCR Clean-Up System (Promega).

6.1.5 Ligacion

El gen que codifica par la proteina VP28 fue insertado en el fagémido pG8SAET
mediante el uso de la enzima ADN ligasa de T4 (Invitrogen). Se utilizé una relacién
molar de 1:10 de vector respecto a inserto en un volumen de reaccién de 10 uL. La
ligacién se realizé a 16 °C durante toda la noche. La reaccion fue detenida
inactivando la enzima a 70 °C por 10 min. Se realizd una purificacion de los
productos ligados usando el kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System

(Promega).

6.1.6 Transformacion

Células de E. coli fueron transformadas con el fagémido pG8SAET conteniendo el
gen exégeno VP28 del WSSV (VP28-pG8SAET) y el vector vacio (pG8SAET)

mediante electroporacion.

6.1.6.1 Células electrocompetentes

Se prepararon células de E. coli cepa TG1 electrocompetentes de la siguiente
manera. Se cultivaron células de TG1 en medio LB durante toda la noche a 37 °C

con agitacion a 250 rpm. Se realizé un subcultivo en medio SOB de las células
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cultivadas la noche anterior. El cultivo se mantuvo a 37 °C con agitacion a 250 rpm
hasta alcanzar una densidad optica a 550 nm (OD550) de 0.7. Las células se
cosecharon por centrifugacién a 8000 x g por 10 min a 4 °C y se resuspendieron en
agua conteniendo glicerol al 10% (v/v). Las bacterias fueron centrifugadas y lavadas
en las mismas condiciones en dos ocasiones mas. Las células electrocompetentes

fueron alicuotadas y almacenadas a -80 °C.

6.1.6.2 Transformacion por electroporacién

Las células electrocompetentes fueron transformadas por electroporacién. Se
mezclaron 45 yL de células electrocompetentes con 100 ng de VP28-pG8SAET y
se colocaron en una cubeta de electroporacion. Se realizé una electroporacion a 2.5
volts, 25 yFD de capacitancia y 200 Q de resistencia en electroporador Biorad Gene
Pulser™. Enseguida se agregé 1 mL de medio SOC con el propdsito de recuperar
las células de la cubeta. Las células se incubaron por 45 min a 37 °C.
Posteriormente, usando un asa de Digralsky, fueron esparcidas en la superficie de
placas LB-Cab e incubadas a 37 °C por toda la noche para seleccionar células
transformadas. Se utilizaron pG8SAET y PUC19 como controles de la

transformacion.

6.1.7 PCR de colonia

Se seleccionaron 45 unidades formadoras de colonia al azar y se sometieron a PCR
de colonia. Una porcion de cada colonia seleccionada fue colocada en una caja
maestra para su conservacion usando un palillo estéril y el resto se deposité en un
microtubo que contenia 20 uL de agua libre de nucleasas. La mezcla fue sometida
a lisis por alta temperatura a 85 °C por 5 min y centrifugada a 3,000 x g por 3 min

para obtener los acidos nucleicos y retirar los restos celulares.
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Las reacciones de PCR de colonia se realizaron utilizando una premezcla con la

siguiente composicion:

Buffer 10X 2.5 L
MgCl2 (25 mM) 0.75 uL
Primer F8 (25 pM) 1.0 yL
Primer PYSAET (25 pM) 1.0 yL
Polimerasa Alta Enzima (NEB) 0.3 pL
dNTPs (10 mM c/u) 1.0 uL
H20 13.45 pL
Vol. total de premezcla 20.0 pL
Templado 5.0 yL
Vol. total de reaccion 25.0 uL

Se realiz6 una PCR en el termociclador Peltier Thermal Cycler de BioRad como se

detalla en la tabla Il.

Tabla Il. Programa de PCR de colonia

Paso Temperatura Tiempo No. de Ciclos
Desnaturalizacion Inicial 95 °C 3 min 1 ciclo
Desnaturalizacién 95 °C 10 seg

Alineamiento 56 °C 1 min 30 ciclos
Elongacién 72 °C 1 min

Elongacion Final 72 °C 7 min 1 ciclo
Final 4°C © Indefinido

Los productos de PCR se analizaron en gel de agarosa al 1.5 % en presencia de

bromuro de etidio.
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6.1.8 Secuenciacion

Se seleccionaron cinco clonas positivas que mostraron un producto amplificado y
una negativa en la prueba de PCR de colonia para ser cultivadas individualmente
en 5 mL de medio 2YT a 37 °C con agitacion a 250 rpm. Se conservo una alicuota
del cultivo anadiendo glicerol al 30% y almacenando a -80 °C. El resto del células
se utilizé para la extraccion de ADN usando el kit Wizard SV Gel and PCR Clean-
Up System (Promega). Se realizé una segunda prueba de PCR confirmatoria. El
ADN purificado se mandé secuenciar a la Unidad de Sintesis y Secuenciacion de

DNA (USSDNA) perteneciente a la Universidad Nacional Autbnoma de México.

6.1.9 Analisis bioinformatico

Las secuencias obtenidas se analizaron en el programa Chromas version 2.5.1. Se
realizé6 un blast con las bases de datos del National Center for Biotechnology
Information (NCBI). La secuencia de aminoacidos fue deducida basada en la
secuencia de nucleétidos a través del programa de traduccién Expasy

(http://web.expasy.org/translate/).

6.1.10 Rescate del fago recombinante

Para producir la proteina recombinante VP28 desplegada en la superficie del fago
M13 (VP28-M13) y el fago M13 control (M13), los fagémidos VP28-pG8SAET vy
pG8SAET fueron rescatados de células TG1 transformadas mediante
superinfeccion con el fago ayudador M13K07. Brevemente, las clonas
seleccionadas luego de la secuenciacion se cultivaron en medio LB conteniendo
100 pg/mL ampicilina hasta llegar a la fase de crecimiento exponencial. Se afadio
fago ayudador M13K07 (MOI=5), y se permitié la superinfeccion por 1 h a 37 °C.
Posteriormente las células fueron cultivadas durante toda la noche a 37°C con

agitacion a 200 rpm en medio LB conteniendo 100 pug/mL ampicilina y 50 pg/mL
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kanamicina. Los fagos extruidos a través de la membrana bacterial fueron
separados de las células de TG1 mediante centrifugacion a 8,000 x g por 20 min a
4 °C. Los fagos presentes en el medio de cultivo fueron precipitados anadiendo 0.2
volumenes de una solucion conteniendo 20% PEG 6000 y NaCl 2.5 M. La mezcla
permanecio en hielo durante 1 h y posteriormente fue centrifugada a 10,000 x g por
20 min a 4 °C. Se retir6 el sobrenadante y los fagos fueron resuspendidos en TBS
pH 7.2. Luego de una centrifugacion a 2,000 x g por 5 min a 4 °C el sobrenadante
fue nuevamente precipitado con PEG/NaCl durante toda la noche a 4 °C.
Finalmente, los fagos VP28-M13 y M13 fueron recuperados mediante centrifugacion
a 12,000 x g por 20 min a 4 °C, resuspendidos en TBS pH 7.2 y almacenados a 4

°C hasta su uso.

2.1.11 Titulacion de los fagos

Para obtener el titulo de fagos recombinantes se utilizaron las células susceptibles
de infeccién E. coli TG1. Brevemente, se cultivaron células TG1 en medio LB a 37
°C con agitacién a 200 rpm. Por otro lado se realizaron diluciones seriadas de la
suspension de fagos en LB. Las diluciones se usaron para infectar 200 pL de células
TG1. Se permitié que la infeccion ocurriera a 37 °C. Posteriormente las células
fueron esparcidas en la superficie de placas LB-Amp usando un asa de Digralsky e
incubadas a 37 °C durante toda la noche. El titulo fue expresado en unidades

formadoras de colonia por mililitro (ufc mL-1).

2.1.12 Expresion de VP28

Para evaluar la expresion de VP28, se tom6 una muestra de 1 mL del cultivo de
células transformadas antes y después de la superinfeccion. Las células fueron
sedimentadas por centrifugacion a 2,000 x g por 10 min a 4 °C. Se retiré el
sobrenadante y se afiadio 1 mL de TRIZOL. Posteriormente se realizd una

homogenizacién en aparato por 4 seg usando perlas de vidrio estériles. El
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homogenizado fue centrifugado a 12,000 x g por 10 min a 4 °C. Se separo el
sobrenadante y se afadieron 200 yL de cloroformo incubando a temperatura
ambiente por 5 min. Luego de una centrifugacién a 12,000 x g por 15 min a 4 °C, se
tomaron aproximadamente 400 uL de la fase superior y se afiadio 1 mL de
isopropanol. Se precipitd el ARN por 15 min a -20 °C. Se centrifugd por 15 min a 4
°C. Se lavo el boton dos veces con 1 mL de etanol al 75% en agua tratada con
DEPC. Luego de una centrifugacion a 6,000 x g por 5 min se retird el sobrenadante
y se dejé evaporar el resto del etanol. EI ARN fue resuspendido en agua libre de
nucleasas y fue tratado con DNAsa. Se comprobo¢ la integridad del ARN mediante

electroforesis en gel de agarosa al 1% en presencia de SyberSafe.

Un microgramo de ARN tratado fue utilizado para sintetizar ADNc usando el kit
SuperScript Il Reverse Transcriptase (Invitrogen) en un volumen de reaccion de

20 pL conteniendo:

Oligo dT18 1L
Buffer 5X 10 yL
Ribolock inhibitor RNAse 1 uL
dNTPs (10 mM) 2L
RNA secure 10 X 1L
Transcriptase reverse 1L
H20 10 pL
RNA (500 ng pL-1) 2 uL

La mezcla fue mantenida por 1 h a 42 °C seguida de 5 min a 70 °C y finalmente por
5 min a 4 °C en termociclador Peltier de BioRad. El DNAc sintetizado fue utilizado
como templado para la amplificacion del gen VP28 tal como se describe en el

apartado 6.1.2.
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6.1.13 ELISA

La hemolinfa fue colectada directamente del corazén de tres camarones L.
vannamei con solucién isoténica de camarén (450 mM NaCl, 10 mM KCI, 10 mM
HEPES) conteniendo 20 mM &cido etilendiaminotetraacético (SIC-EDTA) como
describié Vargas Albores en una proporcion 1:2 y centrifugada a 800 g a 4 °C por
10 min. El botdon fue resuspendido con SIC y centrifugado de nuevo en tres
ocasiones. Se colocaron 100 pL de la suspension de hemocitos en pozos de
microplaca de 96 pocillos. Se permitié la adhesion celular por 6 h a temperatura
ambiente y se agregaron 25 uL de acetona. Después de la fijacidon de las células a
-20 °C por 10 min, los pozos fueron lavados tres veces con PBS pH 7.2. Se bloqued
cada pozo con la adicion de ASB al 3% en PBS por 1 h a 37 °C. Después de tres
lavados con PBS-Tween 20 al 0.2% se afiadieron 10'" ufc de VP28-M13 o M13 por
pozo. Luego de una incubacion a 4 °C durante toda la noche se realizaron extensos
lavados con PBS-T para eliminar los fagos no unidos. Se agregaron 100 pL de
anticuerpo anti-M13 conjugado a HRP (1:2000) y se incub6 por 1 h a 37 °C.
Posteriormente se realizaron extensos lavados con PBS-T. La reaccién de la
peroxidasa fue desarrollada usando el sustrato OPD, y los valores de absorbancia
fueron medidos a 450 nm. Algunos pozos en la placa fueron incubados con ABS

como control negativo. Las muestras fueron analizadas por triplicado.

6.2 Vacunacion intramuscular
6.2.1 Organismos experimentales

Se recibieron 120 camarones Litopenaeus vannamei de aproximadamente 12 g
donados por una granja local en Sonora, México. Los organismos se mantuvieron
tanques con agua marina filtrada a 35 UPS y a 25 °C. Se extrajeron 50 yL de
hemolinfa del seno ventral de cada uno de los organismos usando una jeringa
conteniendo SIC-EDTA en proporcioén 1:5 (v/v). Se realizaron pools de 5 organismos

para extraer el ADN de los hemocitos utilizando una matriz de silica (Glass milk, MP
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Biomedicals) como se describe en la seccion 2.4.1. Los hemocitos fueron utilizados
en una prueba de PCR para certificar que los organismos estuvieran libres de WSSV
bajo las condiciones de la seccion 2.4.2. Los animales fueron alimentados dos veces

al dia ad libitum con alimento comercial pelletizado.

6.2.2 Extraccion de ADN con matriz de silice

Las muestras se centrifugaron a 600 g por 10 min, se descarté el sobrenadante y
se afadieron 600 yL de buffer GT (Tris-HCI 50mM, hidrocloruro de guanidina 6 M).
Luego de homogenizar con un pistilo estéril se centrifugé a 12,000 g por 3 min y se
recuperaron 300 uL de sobrenadante al que se afnadieron 20 pyL de suspension de
silica. La mezcla se homogenizd usando un vortex y posteriormente se centrifugé a
12,000 g por 15 seg. Se deseché el sobrenadante y se agregaron 500 pL de buffer
GT. Luego de homogenizar se centrifugd de nuevo a 12,000 g por 15 seg y se
desech¢ el sobrenadante. Se agregd 1 mL de etanol al 70% para lavar la matriz. Se
centrifugé a 12,000 g y se desech¢ el sobrenadante. Se agregaron 100 uL de agua
tratada con DEPC y se homogenizé la mezcla. Finalmente se centrifugd a 12,000

g por 2 min, el ADN se recuperé en el sobrenadante y se almacené a -20 °C.

6.2.3 Indculo viral

EL WSSV fue obtenido del musculo de un camardn infectado. Para la replicacion
viral, 50 ul de un inéculo previamente preparado en el laboratorio fue inyectado en
camarones L. vannamei sanos. Se extrajeron, del seno ventral, 100 ul de hemolinfa
con una jeringa conteniendo 400 ul de SIC-EDTA cuando se observaron los
primeros signos clinicos de la infeccién, antes de que ocurriera la mortalidad. Los
hemocitos fueron separados del plasma por centrifugacién a 800 g a 4 °C por 5 min
y usados para la extraccién de ADN. Los camarones positivos en la prueba de PCR

fueron sacrificados y usados para la preparacion del inéculo viral. EI musculo
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abdominal fue homogenizado en licuadora con seis partes de PBS (1:6 p/v) y
centrifugado a 3000 g a 4 °C durante 20 min. El sobrenadante recuperado fue
centrifugado de nuevo a 13,000 g por 20 min a 4 °C. El sobrenadante fue filtrado a
través de una membrana de 0.2 um Acrodisc (Millipore, USA) y almacenado a -80

°C hasta su utilizacion.

6.2.4 Determinacion de la dosis viral experimental

Para la determinacion de la dosis de WSSV para el reto experimental, se diluyo la
suspension viral desde 1 x 102 hasta 1 x 104 en PBS, y 50 ul de cada dilucion fue
inoculada en el lateral del cuarto segmento abdominal de 10 camarones sanos
respectivamente. Los organismos fueron cultivados a 29 °C hasta que ocurrié el
100% de mortalidad. La mortalidad de los camarones fue registrada dos veces al
dia. Los camarones muertos fueron almacenados a -80 °C. EI ADN de la hemolinfa
de los camarones moribundos o de las branquias de camarones muertos fue
analizado por PCR para confirmar la infeccion. La relacién entre tiempo y mortalidad
fue usada para determinar la dosis de WSSV a administrarse en la infeccion

experimental de los organismos vacunados.

6.2.5 Vacunacion

Los camarones fueron separados en tanques plasticos cubiertos, conteniendo agua
marina filtrada (35 UPS), piedras de aireacién y calentadores eléctricos. La
temperatura se elevd gradualmente hasta alcanzar los 29 °C. Cada uno de los
grupos recibié una inyeccion, en el lateral del cuarto segmento abdominal, de VP28-
M13, M13 y TBS respectivamente. Los primeros dos grupos (n=30) fueron
inyectados con 50 pl de TBS conteniendo 2 x 10'° ufc camarén de VP28-M13 o
M13, respectivamente. El tercer grupo (n=30) recibié 50 ul de TBS y sirvi6 como

control negativo. Después de la inyeccion, todos los grupos continuaron recibiendo
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alimento pelletizado comercial. Cincuenta microlitros de hemolinfa fueron extraidos
con SIC (1:10 v/v) del seno ventral a las 8 y 48 h después de la vacunacion para el

analisis de parametros inmunologicos.

6.2.6 Parametros inmunoldgicos
6.2.6.1 Actividad de la fenoloxidasa

El protocolo propuesto por Hernandez-Lépez fue usado para evaluar la actividad de
la fenoloxidasa (PO) por el registro de la formacion de dopacromo producido por L-
3,4-dihidroxyfenilalanina (L-DOPA). Brevemente, una muestra de 10 ul de hemolinfa
fue incubada con 250 ul L-DOPA (Sigma, 3 mg mL-1 disuelta en agua destilada
comercial) a temperatura ambiente (25-28°C) por 20 min. Se midi6é la densidad
optica a 490 nm. La actividad especifica de fenoloxidasa fue calculada usando una

curva estandar de tirosinasa (1 mg mL-1).

6.2.6.2 Actividad de la Superoxido dismutasa

La actividad de la superoxido dismutasa (SOD) fue determinada usando el Kit
Superoxido Dismutasa (RANSOD, USA) siguiendo las instrucciones del proveedor
adaptada para microplaca. La actividad de SOD se calcula por el grado de inhibicién
de la reaccion entre los radicales superoxido, generados por la xantina y la xantina
oxidasa (XOD), y el cloruro de 2-(4-yodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-fenil tetrazolio (INT).
Brevemente, se colocaron 20 ul de la muestra en una placa de 96 pozillos y se
anadieron 200 pl de xantina y 80 ul de XOD. Se midié la densidad 6ptica a 505 nm,
y de nuevo después de 5 min a 37 °C. La actividad SOD fue calculada usando una

curva estandar con el calibrador provisto.
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6.2.6.3 Cuantificacion de proteinas totales

La cantidad de proteinas totales fue cuantificada usando un kit comercial (RANDOX
TP, USA) siguiendo las instrucciones del proveedor. Se colocaron 10 uyL de la
muestra de hemolinfa en la microplaca y se adicionaron 250 pL del reactivo. Luego
de unaincubacién de 10 min a temperatura ambiente se midi6 la absorbancia a 550

nm.

6.2.7 Reto experimental

Los camarones previamente vacunados fueron retados intramuscularmente con
WSSV. Un volumen constante (50 ul) fue usado para inyectar WSSV (dilucion 3 x
10%). El grupo TBS fue inyectado con PBS como control negativo. Los camarones
fueron revisados diariamente y se registré la tasa de mortalidad. EI ADN de las

branquias o los pledpodos de los camarones muertos fueron analizados por PCR.

6.3 Vacunacion oral
6.3.1 Organismos experimentales

Se recibieron camarones Litopenaeus vannamei de aproximadamente 10-12 g
donados por una granja local. Los organismos se mantuvieron tanques con agua
marina filtrada a 35 UPS y a 25 °C. Se extrajeron 50 uL de hemolinfa del seno ventral
de cada uno de los organismos usando una jeringa conteniendo SIC-EDTA en
proporcién 1:5 (v/v). Se realizaron pools de 5 organismos para extraer el ADN de
los hemocitos utilizando una matriz de silica (Glass milk, MP Biomedicals) como se
describe en la seccién 2.4.1. Los hemocitos fueron utilizados en una prueba de PCR
para certificar que los organismos estuvieran libres de WSSV bajo las condiciones
de la seccion 2.4.2. Los animales fueron alimentados dos veces al dia ad libitum

con alimento comercial pelletizado.
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6.3.2 Indculo viral

EL WSSV fue obtenido del musculo de un camaroén infectado. Para la replicaciéon
viral, 50 ul de un inéculo previamente preparado en el laboratorio fue inyectado en
camarones L. vannamei sanos. Se extrajeron, del seno ventral, 100 ul de hemolinfa
con una jeringa conteniendo 400 pl de SIC-EDTA cuando se observaron los
primeros signos clinicos de la infeccion, antes de que ocurriera la mortalidad. Los
hemocitos fueron separados del plasma por centrifugacién a 800 g a 4 °C por 5 min
y usados para la extraccion de ADN. Los camarones positivos en la prueba de PCR
fueron sacrificados y usados para la preparacion del inéculo viral. EI musculo
abdominal fue homogenizado en licuadora con seis partes de PBS (1:6 p/v) y
centrifugado a 3000 g a 4 °C durante 20 min. El sobrenadante recuperado fue
centrifugado de nuevo a 13,000 g por 20 min a 4 °C. El sobrenadante fue filtrado a
través de una membrana de 0.2 um Acrodisc (Millipore, USA) y almacenado a -80

°C hasta su utilizacion.

6.3.3 Vacunacion

Camarones L. vannamei de 12-15 g de peso fueron trasladados desde una granja
cercana al departamento de acuicultura del Centro Interdisciplinario de
Investigacion y Desarrollo Regional, Unidad Sinaloa (Guasave, México) donde se
llevé a cabo el reto bajo condiciones de bioseguridad. Los camarones fueron
aclimatados a las condiciones experimentales durante 72 h siendo alimentados ad
libitum dos veces al dia. Veinticuatro horas previas a la vacunacion, los animales
fueron privados de alimento. Para la vacunacion, los camarones fueron colocados
con el vientre hacia arriba y usando una punta de pipeta delgada y flexible
introducida en la cavidad oral, se administro el tratamiento directo en el estomago.
El tratamiento se administr6 en TBS al que se afiadid colorante vegetal para
visualizar la correcta administracion de un volumen constante de 20 uL en cada

camaron. Los camarones fueron divididos en cuatro lotes de 60 organismos cada
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uno. Los dos primeros grupos recibieron 4 x 10'° ufc camarén' de VP28-M13 y M13
respectivamente. El tercer y cuarto grupo recibié TBS. Después de la vacunacién

los camarones continuaron recibiendo alimento pelletizado comercial.

6.3.4 Parametros inmunologicos

Los camarones fueron muestreados a las 3 y 14 d después de la vacunacién. Cien
microlitros de hemolinfa fueron extraidos con SIC-EDTA (1:5 v/v) del seno ventral
de cada uno de los organismos. Los hemocitos fueron sedimentados por
centrifugacion a 10,000 x g por 10 min a 4 °C. Se retir6 el sobrenadante y se afadié
1 mL de TRIZOL. Posteriormente se realiz6 una homogenizacion en aparato por 4
seg usando perlas de vidrio estériles. El homogenizado fue centrifugado a 12,000 x
gpor 10 min a4 °C. Se separo el sobrenadante y se afiadieron 200 pL de cloroformo
incubando a temperatura ambiente por 5 min. Luego de una centrifugacién a 12,000
x g por 15 min a 4 °C, se tomaron aproximadamente 400 uL de la fase superior y se
afadié 1 mL de isopropanol. Se precipitd el ARN por 15 min a -20 °C. Se centrifugd
por 15 min a 4 °C. Se lavo el botdn dos veces con 1 mL de etanol al 75% en agua
tratada con DEPC. Luego de una centrifugaciéon a 7,500 x g por 5 min se retir6 el
sobrenadante y se dejé evaporar el resto del etanol. EI ARN fue resuspendido en
agua libre de nucleasas y fue tratado con DNAsa. Se comprobd la integridad del
ARN mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% en presencia de SyberSafe.
Se utilizé el equipo C1000 CFX 96 Real time system (BioRad) para la realizacion
del PCR cuantitativo en tiempo real (QPCR) para determinar la abundancia relativa
de transcritos de ARNm de los genes mnSOD vy el factor anti-lipopolisacarido (ALF
por sus siglas en inglés). Brevemente, 1 ug de ARN total tratado con DNAsa fue
usado para sintetizar ADNc en un volumen de reaccion de 20 uL usando oligo-dT y
MMLYV transcriptase inversa (Promega) siguiendo las instrucciones del fabricante.
El ADNc fue diluido 1:50 en agua libre de nucleasas y almacenado a -20°C. Las
reacciones de gPCR fueron realizadas en triplicado conteniendo cada una 15 L del

ADNCc diluido, Ssofast Evagreen Supermix (BioRad) y primers (10 nm) en un
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volumen de reaccién de 25 pL. La amplificacion consisti6 en un paso de
desnaturalizacion inicial a 95 °C por 15 min seguido de 40 ciclos de 95 °C por 10
seg, 60 °C por 30 seg y 72 °C por 30 seg. La eficiencia de los primers fue
determinada de acuerdo con y la especificidad de la amplificacién a partir de la curva
de fusién. Cada corrida incluyd ADNc control, control negativo (ARN total tratado
con DNAsa |) y control blanco (agua libre de nucleasas). Los niveles de expresion
relativa del ARNm fue determinada usando curvas estandar con proteina ribosomal
L7 (RPL7), proteina ribosomal L8 (RPL8) y factor de elongacion 1 alfa (FE1A). El
FE1A fue usado como control endégeno para normalizar el ARNm. Para el analisis
de expresion relativa se utilizo el método 2-24CT (Livak et al. 2001). Los primers

especificos para mnSOD y ALF, respectivamente se detallan en la tabla.

6.3.5 Reto experimental

Los camarones vacunados de cada lote fueron divididos en dos grupos (Tabla IlI).
Los grupos fueron retados a los 3 y 14 dpv. Los camarones previamente vacunados
fueron retados intramuscularmente con WSSV. Un volumen constante (50 ul) fue
usado para inyectar WSSV (dilucién 1 x 103). Un grupo que previamente fue
inyectado con TBS no fue inoculado con WSSV y recibié 50 ul de PBS como control
negativo. Los camarones fueron revisados diariamente y la tasa de mortalidad fue

registrada. El reto experimental fue repetido con el resto de los grupos a los 14 dpv.
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Dias post- Vacunacion Reto No. de
vacunacion camarones
3 VP28-M13 (4x1010 fcu) WSSV 30
M13 (4x1010 fcu) WSSV 30
TBS WSSV 20
TBS PBS 10
14 VP28-M13 (4x1010 fcu) WSSV 15
M13 (4x1010 fcu) WSSV 15
TBS WSSV 15
TBS PBS 10

6.3.6 Analisis estadisticos

Todos los datos fueron representados como el promedio + error estandar. Las

diferencias fueron consideradas significativas con P<0.05. Las diferencias en los

niveles de mortalidad entre los tratamientos fueron analizados usando la prueba

Kaplan-Meier log-rank x2 del programa GraphPad Prism 7.0. La proteccién contra

el WSSV después de la vacunacion fue calculada como el porcentaje de

sobrevivencia relativa. Se utilizé un analisis de varianza de una via (ANOVA) en el

programa Excel para el analisis de la expresion relativa de ARNm y el programa

BestKeeper para la eleccion del gen de referencia.
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7. RESULTADOS
7.1 Construccion de la bionanovacuna VP28-M13

El ADN proveniente de una muestra de musculo de camaron positivo a la infeccion
por WSSV obtenido en una granja del estado de Sinaloa, México se utilizé para la
amplificacion del gen completo que codifica para VP28. Se obtuvo un producto de
PCR de 615 bp correspondiente al tamafio anotado en el GenBank del National
Center for Biotechnology Information al que se afadieron sitios de restriccidon para
las enzimas Ncol y SnaBl y que fue clonado en el vector fagémido pG8SAET (Figura
9) para el despliegue de multiples copias del inserto sobre la superficie del fago
M13. El fagémido VP28-pG8SAET fue usado para transformar células de E. coli

cepa TG1 mediante electroporacion.
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Figura 8. Amplificacion y clonaciéon del gen VP28 (615 bp). Los geles de agarosa
muestran los productos de PCR de: (A) la amplificacion de VP28 usando ADN
genomico de camaron L. vannamei infectado por WSSV como templado y (B) cinco
clonas de E. coli transformadas con el gen VP28 amplificado insertado en el
fagémido pG8SAET basado en el fago M13 (VP28-pG8SAET) y el vector vacio.
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Figura 9. Esquema general de la metodologia y de los resultados obtenidos. El gen
completo que codifica a la proteina antigénica VP28 del WSSV fue clonado en el
fagémido pG8SAET para el despliegue de multiples copias de la proteina
recombinante sobre la superficie del fago M13. La bionanovacuna producida fue
administrada por via intramuscular y oral a camarones L. vannamei, en dos
bioensayos separados, y posteriormente retados experimentalmente con WSSV.
Hubo una reduccién de la mortalidad acumulada en los grupos tratados comparados
con los grupos sin tratar.
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Se seleccionaron clonas capaces de crecer en medio selectivo con antibiético. La
prueba de PCR de colonia y la secuenciacion del ADN de los cultivos seleccionados
confirmaron que el gen VP28 fue insertado en el sitio de clonacion en el marco de

lectura abierto correcto (Figura 10).

Actttaggtacattacttatatctggtggcgtaacacctgctgcaaatgctgcgcaacac
T L ¢ T L L 1T S G G Vv T P A A N A A Q H
gatgaccatggtatggatctttctttcactctttcggtecgtgtcggccatecctegecate
b b H 66 M DL S F T L S V V S A I L A I
actgctgtgattgctgtatttattgtgatttttaggtatcacaacactgtgaccaagacc
T A v I A VvV *F I V I F R Y H N T Vv T K T
atcgaaacccacacagacaatatcgagacaaacatggatgaaaacctccgecattcectgtyg
I & T H T D N I E T N M D E N L R I P V
actgctgaggttggatcaggctacttcaagatgactgatgtgtcctttgacagcgacacc
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ttgggcaaaatcaagatccgcaatggaaagtctgatgcacagatgaaggaagaagatgcg
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gatcttgtcatcactcccgtggagggccgagcactcgaagtgactgtggggcagaatcetce
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acctttgagggaacattcaaggtgtggaacaacacatcaagaaagatcaacatcactggt
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tttggcgcaccaattgcagctaccgeccggtggaaatcttttcgacatgtacgtgcacgtce
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acctactctggcactgagaccgagtacgtt
T vy s G T E T E Y V

Figura 10. Secuencia parcial de nucleétidos del fagémido VP28-pG8SAET vy su
traduccidon a aminoacidos. Se muestra la secuencia de nucleétidos correspondiente
al gen completo VP28 (615 pb) y su traduccion a aminoacidos en codigo de una
letra (subrayado).

El alineamiento de la secuencia realizado con la herramienta BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) mostré un 100% de identidad con el gen que codifica para
VP28 de la cepa MEX2008 aislada al sur de Sonora, México (No. de acceso

KU216744.1), asi como aislados de India, Japén, Estados Unidos e Indonesia.
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Se selecciondé una clona y fue cultivada para expresar la proteina VP28,
posteriormente la célula fue superinfectada con el fago ayudador M13K07 cuyo
genoma codifica las proteinas necesarias para permitir incorporacion de la proteina
recombinante a la superficie del viridbn en el proceso llamado rescate. La progenie
liberada en el medio fue purificada mediante una doble precipitacion con PEG/NaCl
donde se pudo observar un precipitado de color blanco uniforme (Figura 11),
compuesto por los fagos recombinantes, obteniendo en promedio 1.6 x 10" ufc por
mililitro cultivado. Estas particulas virales fueron usadas para infectar células de E.
coli naive en las que se demostré la presencia del fagémido mediante PCR de

colonia.

Figura 11. Fagos VP28-M13 y M13 purificados. Los fagos fueron purificados
mediante doble precipitacion con PEG/NaCl. Las flechas indican el botéon que
contiene los fagos recombinantes y silvestres.
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La expresion de VP28 en E.coli durante el rescate de VP28-M13 fue detectado a

través de una banda especifica del producto de RT-PCR de 615 bp (Figura 12).
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Figura 12. Transcripcion de VP28. El gel de agarosa muestra los productos de PCR
de la amplificacion de VP28 usando como templado ADNc proveniente del cultivo
de E. coli transformada con el vector VP28-pG8SAET.

7.2 Interaccion de VP28 con hemocitos de camaron

Para identificar si la proteina VP28 depslegada en el fago M13 es capaz de unirse
a la membrana de hemocitos de camarén se fijaron hemocitos y se inmovilizaron en
nueve pozos de una microplaca de 96 pozos para realizar un ensayo de ELISA. Se
utilizé un anticuerpo anti-M13 conjugado a peroxidasa para detectar la interaccion.
La mayor densidad Optica observada muestra que VP28-M13 se unidé a la

membrana de hemocitos.
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Figura 13. Deteccidén de la unién de VP28 a la membrana de hemocitos de L.
vannamei mediante ELISA. Los hemocitos fueron fijados e inmovilizados en una
microplaca de 96 pozos. La unién entre la VP28 desplegada en la superficie del fago
M13 y la membrana de los hemocitos fue detectada con un anticuerpo anti-M13
conjugado a HRP. El vehiculo vacio M13 sirvi6 como control negativo. Los
resultados se muestran como el promedio aritmético y las barras de error
representan la desviacion estandar.

7.3 Vacunacion intramuscular y reto experimental

Los camarones recibieron una unica dosis de VP28-M13, M13 0 TBS y 48 h después
fueron inyectados con PBS estéril o WSSV 48 h después de la vacunacién para
probar la actividad anti-WSSV de la vacuna VP28-M13. El reto experimental durd
120 h en las que la mortalidad fue monitoreada dos veces al dia. La primera
mortalidad se observé a las12 h después de la infeccién. Todos los camarones
muertos fueron positivos a la infeccion por WSSV mediante prueba de PCR. Durante
todo el experimento los organismos tratados con VP28-M13 presentaron un
comportamiento normal mientras que el grupo inyectado con M13 presentaron
signos de estrés y posteriormente disminuyeron su respuesta al estimulo mecanico.
La comparacion de las curvas de sobrevivencia del grupo vacunado con VP28-M13

y el grupo tratado con el vehiculo M13 vacio (Figura 14) resulté ser
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significativamente diferente (Kaplan-Meier log-rank x2: 5.05, p <0.05). Una
mortalidad acumulada significativamente menor (36.66 %) fue observada en el grupo
tratado con VP28 comparado con el grupo sin tratar (66.67%). Se observo un
organismo muerto en el grupo control negativo al inicio del reto experimental, lo cual
puede ser atribuido al estrés de mudar y a la manipulacion. El valor del porcentaje
de sobrevivencia relativa del grupo VP28-M13 fue calculado respecto al grupo

control M13 (considerado como control positivo) con un valor de 44.99% (Tabla 1V).
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Figura 14. Sobrevivencia del grupo inyectado intramuscularmente con la vacuna
VP28 desplegada en el fago M13 (2 x 10'° cfu shrimp™) y retada 48 h después con
WSSV. Los grupos M13 y TBS sirvieron como control positivo y negativo
respecivamente. Las barras de error representan la desviacion estandar. Las
diferencias en la mortalidad entre los grupos VP28-M13 y M13 fueron analizados
con la prueba Kaplan—Meier log-rank x2
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Tabla IV. Porcentaje de mortalidad acumulada y porcentaje de sobrevivencia
relativa (PSR) de L. vannamei inyectados con una dosis unica de la vacuna VP28
desplegada en el fago (VP28-M13), M13 o TBS seguido de un reto intramuscular

con WSSV.
Camarones %
Grupo muertos/ total Mortalidad PSR
de camarones acumulada
VP28-M13 11/30 36.67 44 .99%
M13 20/30 66.67 -
TBS 1/30 03.33 -

7.4 Respuesta immune ante vacunacién intramuscular

La actividad de la fenoloxidasa y la superoxido dismutasa en las muestras de

hemolinfa de los camarones vacunados fue evaluada para conocer la respuesta

inmune producida por la proteina VP28 descartando el efecto del fago M13. No se

encontraron diferencias significativas en estos parametros inmunolégicos entre los

grupos, incluso contra el grupo control negativo, en ninguno de los tiempos

evaluados (Figura 15).
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Figura 15. Variacién en la actividad de PO y SOD en la hemolinfa de L. vannamei
vacunados con VP28 desplegada en fago y sus respectivos controles. Los
resultados se muestran como el promedio aritmético y las barras de error la
desviacion estandar. No se encontraron diferencias significativas en estos
parametros inmunoloégicos entre los grupos en ninguno de los tiempos evaluados.
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7.5 Vacunacion oral y reto experimental

Con el fin de evaluar el efecto protector de VP28-M13 administrado por via oral se
realizé un reto experimental con camarones L. vannamei luego de 3 y 14 dias de
haber recibido una vacunacion oral forzada (Figura 17). Luego del procedimiento de
intubacion los organismos continuaron alimentandose con normalidad. La relacién
de tiempo-sobrevivencia a los 3 dpv se muestra en la figura 15. Se observé una
diferencia significativa en las curvas de sobrevivencia para VP28-M13 y M13
respecto al control positivo (Log-rank test X2 9.1, p<0.05). Se observd una
mortalidad acumulada significativamente menor para los grupos VP28-M13 y M13
con valores de PSR de 28.6% y 20.8% respectivamente, contra el control positivo
en el dia 5 después del reto (mortalidad del 100%), sin embargo, no se encontro
diferencia significativa entre el grupo vacunado y el vehiculo. No se observd

mortalidad en el grupo control negativo.

Figura 16. Vacunacion oral forzada. Una punta de pipeta flexible y muy delgada fue
introducida en la cavidad oral para administrar el tratamiento y asegurar que todos
los organismos recibieran el mismo volumen. Se utilizé6 un colorante vegetal rojo
para visualizar la administracion oral correcta. En la figura se puede observar el
estdmago coloreado sin derrames.
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Figura 17. Sobrevivencia de los camarones tratados con la vacuna VP28
desplegada en fago y con el vehiculo M13 (4 x 10" ufc camarén-') y retados 3 dias
después con WSSV. Los grupos inyectados con TBS y que posteriormente fueron
retados y no retados sirvieron como control positivo y negativo respectivamente. No
se observé mortalidad en el control negativo.

La duracién del efecto protector fue evaluada mediante un reto con WSSV después
de 14 dias de la administracion oral de una sola dosis de vacuna VP28-M13. La
relacion de tiempo-sobrevivencia alos 14 dpv se muestra en la figura 18. Se observé
una diferencia significativa en las curvas de sobrevivencia para VP28-M13 respecto
a los grupos de vehiculo M13 y el control positivo (Log-rank test X2 6.31, p<0.05).
Se alcanzé una mortalidad acumulada del 100% a los 4 y 5 dias después del reto
en el grupo control positivo y M13 respectivamente. No se observé mortalidad en el
grupo control negativo. Luego de 4 dias después del reto, el grupo VP28-M13

mostré valores de PSR de 33.3% y 42.8% comparados con los grupos M13 y control
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positivo respectivamente. Luego de 5 dias del inicio del reto, se observé un valor de

PSR del 17.14% comparado con el grupo M13.
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Figura 18. Sobrevivencia de los camarones tratados con la vacuna VP28
desplegada en fago y con el vehiculo M13 (4 x 10'° ufc camarén') y retados 14 dias
después con WSSV. Los grupos inyectados con TBS y que posteriormente fueron
retados y no retados sirvieron como control positivo y negativo respectivamente. No
se observé mortalidad en el control negativo.

7.6 Respuesta immune ante vacunacion oral

El gPCR de los genes MnSOD y ALF mostré que los camarones tratados con VP28-
M13 y M13 incrementaron los niveles de expresion de estos genes respecto al grupo
control luego de 3 dias de ser inyectados. El analisis de expresion del gen MnSOD
para VP28-M13 y M!3 fue de 4.06 y 7.51 respectivamente mientras que para ALF
fue de 2.49 y 5.06. No observé una diferencia significativa en la expresion relativa

de ambos genes entre los grupos tratados con la vacuna y el fago (Figura 19).
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Figura 19. Nivel de expresion relativa de los genes MNnSOD y ALF en la hemolinfa
de L. vannamei luego de 3 dias de ser inyectados con la vacuna VP28 desplegada
en fago y el M13. Los resultados se muestran como el promedio aritmético y las
barras de error la desviacién estandar. No se encontraron diferencias significativas
en estos parametros inmunoldgicos entre estos grupos.
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8. DISCUSION

En este trabajo, se utilizd la tecnologia de despliegue en fago para conseguir
expresar la proteina estructural VP28 del virus del sindrome de la mancha blanca
en multiples copias sobre la superficie del fago filamentoso M13. Asi, el fago M13
se us6 como una bionanoparticula acarreadora de la vacuna de subunidad VP28,
aprovechando las ventajas de este sistema. La capacidad de la proteina
recombinante VP28, desplegada en el fago, para unirse a membranas de hemocitos
y la eficacia para proteger intramuscular y oralmente a camarones L. vannamei
contra la infeccion por WSSV fue evaluada in vivo. Este trabajo demostré que la
vacunacioén con la proteina recombinante VP28 desplegada en el fago M13 reduce

la mortalidad comparada con el grupo control en L. vannamei.

El fago M13 es un virus con forma de cilindro largo y delgado de aproximadamente
1 um de largo y 7 nm de diametro que infecta a E. coli para su propagacion. Este
fago es una nanoparticula natural, autoensamblada y altamente estable. Ha sido
utilizado mundialmente en la tecnologia llamada phage display que permite la
funcionalizacion de la superficie de la particula viral a través de la manipulacion de
la informacidén genética del propio fago o con el uso de vectores. Los péptidos
foraneos desplegados en la superficie del viridbn en fusidon con proteinas de la
capside, son usados como herramientas de seleccion para el descubrimiento de
vacunas y farmacos (Arap, 2005). Mas alla de esta primera aplicacion, esta
tecnologia ha evolucionado siendo explotada como un sistema efectivo para la
presentacion de péptidos antigénicos contra enfermedades infecciosas brindando
proteccion contra patégenos y provocando una fuerte respuesta inmune humoral y
celular (Bastien et al., 1997; Yang et al. 2005; Houmiel y Degalli, 2009). El uso de
fagos recombinantes es un método atractivo para combatir patégenos debido a que
la particula viral no interfiere con la respuesta inmune contra el péptido desplegado,
el virion actua como una particula tipo adyuvante y es una alternativa de bajo costo
a la sintesis de péptidos o la produccién de proteinas recombinantes purificadas

(Samoylova et al. 2012). Ademas, las preparaciones de fagos se consideran
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seguras ya que estos virus son incapaces de infectar a humanos, animales o
plantas. No se han encontrado efectos negativos durante casi un siglo de pruebas
en humanos al ser administrados en la llamada terapia fagica. Adicionalmente, su
naturaleza los convierte en nanoparticulas biodegradables por lo que no hay
reportes de toxicidad asociada a su acumulacion en tejidos en contraste con algunas

nanoparticulas metalicas (Tothova et al. 2012, Garcia-Alonso et al. 2014).

En acuicultura, estas propiedades han sido pobremente exploradas en peces y no
hay reportes en crustaceos. En peces, Xie et al. (2005) reportaron el uso de un fago
que despliega un fragmento de anticuerpo monoclonal anti-idiotipo capaz de
proteger al pez Paralichthys olivaceus contra la infeccién de Vibrio anguillarum;
mientras que Cen et al. (2013) siguiendo una estrategia diferente al usar un
mimotopo de la proteina OmpU del Vibrio mimicus desplegado en fago, como una
vacuna basada en un epitope, redujeron a cero la mortalidad en un reto
experimental y ademas consiguieron inducir una respuesta de anticuerpos
especifica. En el caso de crustaceos, solo hay un reporte de un péptido neutralizante
del WSSV desplegado en un fago. Dicho péptido interactia con el patdégeno
bloqueando el acceso a sus antigenos o bien cambiando la morfologia del virion,
impidiendo de esta forma la infeccion, contrario al mecanismo de accién de una
vacuna donde la proteccion otorgada depende de la respuesta inmune del
hospedero. Yi et al. (2003) seleccionaron un péptido fusionado a una sola copia de
la proteina plll del fago M13 con un posible motivo critico VAVNNSY a partir de una
biblioteca de decapéptidos desplegados en fagos, capaces de unirse al WSSV
inhibiendo la infeccidn in vitro en camarones e in vivo en cangrejo consiguiendo un
valor de PSR de 66.62%.

En nuestra investigacion, el gen completo que codifica a la proteina VP28 del
WSSV, con una longitud reportada de 615 bp, fue amplificado y exitosamente
insertado en la orientacion correcta dentro del fagémido pG8SAET como se
demostré mediante PCR de colonia y secuenciacion del fagémido (Figura 9). Los

resultados indicaron la presencia de un producto de PCR correspondiente al tamafio
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esperado y la secuencia confirmé un 100% de identidad con un aislado mexicano.
Ademas, la insercion del ADN foraneo en el sitio de clonacion restauré el marco de
lectura requerido para la expresidn de proteina recombinante-E-tag-pVIIlI (Figura
10).

El vector fagémido pG8SAET permite la expresidon de péptidos foraneos en fusion
a la proteina mayor de la capside del fago M13, pVIll, logrando que se desplieguen
multiples copias del péptido por viridn. En este caso, se selecciono este formato ya
que el péptido desplegado es un antigeno vacunal y siguiendo esta estrategia se
pretendié imitar el arreglo repetitivo de antigenos que presenta una vacuna con un
organismo completo. Este tactica ha demostrado ser mas efectiva comparado con
la administracion de proteinas recombinantes aisladas; por ejemplo, el uso de
particulas tipo virus con la proteina antigénica HBsAg, presente en la envoltura del
virus de la hepatitis B, resultaron ser 1000 veces mas inmunogénicas que la proteina
libre (Karch y Burkhard, 2016).

La expresion de VP28 fusionada a la proteina pVIll fue detectada por RT-PCR
(Figura 12) en las células de E. coli transformadas. Con el auxilio del fago ayudador
M13KO07, el resto de las proteinas necesarias para la construccion del virién fueron
expresadas, consiguiendo que el fago VP28-M13 fuera ensamblado en el
citoplasma de la bacteria y liberado al medio de cultivo. Los fagos filamentosos no
lisan las células huésped durante su propagacion (Arap, 2005) permitiendo una
purificacion facil, simple y con alto grado de pureza, mediante doble precipitacién
con PEG/NaCIl. Durante la amplificacion del fago VP28-M13 se recuperaron 10'" ufc
por mililitro cultivado, este es un rendimiento consistente con el reportado por
diversos autores. La transformacién con el fagémido pG8SAET fue estable ya que
después de varios subcultivos no se perdio el inserto, incluso la progenie fue
utilizada para infectar células TG1 naive pudiendo detectar el inserto en las células

infectadas.

La proteina VP28 juega un rol clave en los primeros pasos de la infeccion sistémica

del WSSV en crustaceos (Yi et al., 2004). Al pertenecer al complejo de proteinas
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presentes en la envoltura viral, esta proteina es de las primeras en interactuar con
los receptores de las células del hospedero. Los hemocitos, uno de los principales
sistemas de defensa del camaron, son susceptibles a la infeccion por WSSV. La
proteina VP28 interactua directamente con la membrana de los hemocitos a través
del receptor celular Rab7 (Srituyalucksana et al., 2006). La union especifica de
VP28 recombinante desplegada en el fago a la membrana de hemocitos fue
probada mediante ELISA (Figura 13), lo cual es evidencia de la funcionalidad de la

proteina desplegada.

Existen numerosos reportes describiendo el uso de proteinas estructurales del
WSSV a manera de vacunas de subunidad con diferentes grados de éxito
(Namikoshi et al., 2004; Witteveldt et al., 2004a,b). La proteina VP28 ha sido la mas
estudiada y la que mejores resultados ha brindado. Diversos sistemas de expresion
han sido utilizados para producir la proteina recombinante. Todo parece indicar que
la proteina producida en sistemas eucariontes induce un mayor grado de proteccion
comparado con sistemas procariontes, se cree que debido a cambios
postraduccionales que se llevan a cabo correctamente en ellos. Sin embargo, la
proteina VP28 expresada en E. coli ha sido exitosamente utilizada como vacuna
contra el WSSV (Namikoshi et al., 2004; Witteveldt et al., 2004a,b) logrando valores
de PSR de entre 30 y 90%. La expresion de proteinas recombinantes en E. coli,
muchas veces se da en cuerpos de inclusion que deben ser solubilizados vy
renaturalizados para que se vuelvan biolégicamente activos. A pesar de que el fago
M13 utiliza a E. coli como un bioreactor para la produccion de sus proteinas, y en el
caso del phage display también para la expresion de proteinas exdgenas, estas son
enviadas a la membrana citoplasmatica y son recuperadas funcionalmente al
integrarse a la superficie del virion por lo que no se requieren tratamientos

posteriores.

El fago recombinante acarreando la vacuna VP28 fue usado para inmunizar
camarones L. vannamei con una sola dosis intramuscular de 2 x 10" ufc por

individuo. Después del reto con WSSV se observé una menor mortalidad acumulada
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(36.66%) en el grupo tratado con VP28-M13 comprada con el grupo tratado con
M13 (66.67%). La vacuna VP28-M13 redujo la mortalidad de los camarones, lo que
fue consistente con otros estudios que han mostrado proteger o al menos
incrementar la sobrevivencia de camarones tratados con la proteina VP28
expresada en sistemas procariontes (Namikoshi et al., 2004, Witteveldt et al. 2004,
Jha et al., 2006; Caipang et al., 2008). Fu et al. (2010) usaron E. coli como un
vehiculo para la administracion oral de VP28 obteniendo valores de PSR del 65%.
Estos resultados no son comparables porque existe una correlacion entre la
proteccion y la cantidad de proteina recibida asi como la ruta de administracion
(Namikoshi et al., 2004; Jha et al. 2007; Caipang et al., 2008) ademas de la
diferencia en el patron de mortalidad luego de un reto (Escobedo-Bonilla et al.,
2006).

Para defenderse de la infeccion, los camarones carecen de un sistema inmune
adaptativo pero cuentan con una amplia variedad de mecanismos de respuesta
inmune innata (Flegel y Sritunyalucksana, 2011). De hecho, numerosos estudios
reportan la existencia de una respuesta inmune especifica contra inmunégenos
derivados de patdgenos, lo que ha hecho pensar que existe una especie de
inmunidad adaptativa en la respuesta inmune innata por lo que seria posible llevar
a cabo una vacunacion de estos organismos (Venegas et al., 2000; Namikoshi et
al., 2004; Ha et al., 2008; Ng et al., 2015). Cabe aclarar que el término vacunacién
en camarones no es una vacunacion tal como la que ocurre en vertebrados. En
orden de analizar el efecto de VP28 y del M13 en la respuesta inmune durante la
vacunacion intramuscular, se evaluo la actividad de la superoxido dismutasa y la
fenoloxidasa ya que un incremento en estos parametros se relaciona con una
respuesta inmune positiva. La melanizacién es la principal defensa del sistema
innato en camarones, la fenoloxidasa cataliza la oxidacion de difenoles a quinonas
iniciando la ruta de la produccion de melanina. En esta ruta y durante el proceso de
defensa mediante fagocitosis se forman aniones superéxido, la superéxido

dismutasa cataliza su conversidén a oxigeno molecular y peroxido de hidrégeno que
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son menos toéxicos previniendo su acumulacion en el organismo (Cerenius et al.,
2004), sin embargo, no se encontraron diferencias significativas en los valores de
estas enzimas entre los grupos. Fu et al. (2010) no encontraron diferencias en estos
parametros entre VP28 y el vehiculo utilizado sugiriendo que estos efectores del
sistema inmune de camaron juegan un rol menor en la defensa antiviral tal como
Wang y Zhang reportaron (2008). Ademas, Carcamo-Arechiga et al. (2014)
encontraron que el efecto en la respuesta inmune humoral puede ser igual 0 mayor
causado por estrés térmico que el causado por el WSSV. Los camarones fueron
mantenidos a 29 °C para favorecer una rapida progresion de la enfermedad debido
a que a esa temperatura se incrementa la susceptibilidad a la infeccion por WSSV,
lo que pudo enmascarar diferencias entre los grupos. De cualquier forma, la alta
sobrevivencia de L. vannamei retados con WSSV comparada con el grupo control
solo puede ser atribuida a la vacuna desplegada ya que la inyeccién intramuscular
del patégeno asegurd una presién de reto igual. Diversos reportes han demostrado
un patron dosis-dependiente para nivel y la duracién de la proteccién por VP28,
especulando que el mecanismo de accion para la proteccion por vacunacion puede
estar dada por el bloqueo de receptores celulares del hospedero evitando futuros
acoplamientos de los viriones de WSSV (Mu et al., 2012) o estimulando una
respuesta celular (Fu et al., 2011). Debido a la demostrada funcionalidad de la
proteina VP28 desplegada en M13, ambos fendmenos pudieran explicar la
proteccién lograda en el reto. Mas alla, la alta sobrevivencia (PSR 44.9%) de los
organismos indica que después de la inyeccion, la vacuna VP28-M13 circulé en el
organismo y actué6 como un antigeno por lo que se asumié la actividad

inmunogénica de VP28.

La vacunacion intramuscular es una buena forma de probar la eficacia de vacunas
en desarrollo, incluso seleccionadas usando la misma tecnologia de despliegue en
fagos, haciendo de esta plataforma una estrategia atractiva para el tamizado y
prueba de péptidos para la prevencion de enfermedades en acuicultura. Sin

embargo, la administracion por inyeccion no es practica en condiciones de campo,
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por lo que se evalué la factibilidad de usar la bionanovacuna VP28-M13
administrada via oral para saber si se puede conseguir la proteccion de los
organismos de forma que pueda ser aplicada masivamente en los estanques de
cultivo. La vacunacién oral se realizé forzando el consumo para asegurar, al igual
que por medio de inyeccidn, la aplicacion de la misma dosis por camaron (Figura
3).

La vacunacion oral de los camarones mostro que una sola dosis de VP28
desplegada en el fago M13 confiere un efecto positivo en la sobrevivencia de los
camarones después de un reto con mancha blanca hasta 14 dias después de la
vacunacion. La diferencia en los dias en que el grupo tratado sobrevivio respecto a
los controles positivos que alcanzaron el 100% de mortalidad sugiere una respuesta
cuasi-inmune especifica capaz de reducir la mortalidad (Figuras 17 y 18). Kulkarni
et al (2013) demostraron que la proteina recombinante VP28 administrada
oralmente es transportada al espacio intracelular, escapando exitosamente de la
degradacion y dejando el intestino. Entonces, tal vez encuentre la hemolinfa que
rodea la parte externa del intestino. Los hemocitos son los principales efectores de
la respuesta inmune y uno de los principales blancos para la replicacién del WSSV
(Escobedo-Bonilla et al. 2008, Johansson et al. 2000). La proteina VP28 esta
localizada en la superficie del WSSV y se une a los receptores celulares del
camaron permitiendo que se inicie el proceso infectivo (Yi et al. 2004).
Probablemente una degradacién parcial de la proteina VP28 en el tracto digestivo
hizo que el antigeno se presentara a las defensas del sistema inmune del hospedero
pobremente reduciendo la inmunogenicidad del preparado y la eficacia de la
proteccion (Wei y Xu, 2009). Diversos estudios han reportado una protecciéon dosis
dependiente (Yang et al. 2012, Caipang et al. 2008). En conjunto, se recomienda
un incremento en la dosis de vacuna o efectuar refuerzos para obtener mejores

resultados.

Después de tres dias de la vacuancion oral, los camarones retados del grupo

vacunado y el tratado con el vehiculo vacio mostraron diferencia significativa en la
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sobrevivencia respecto al control positivo, por lo que se deduce que el fago M13
tuvo cierto efecto protector contra el WSSV. Sin embargo, este fenémeno no fue
observado en el grupo M13 retado 14 dias después de la vacunacion donde no se

observo diferencia significativa entre este y el control positivo.

Las preparaciones de fagos contienen lipopolisacaridos derivados de la pared de E.
coli asociadas al virion (Grabowska et al. 2010) y al igual que las bacterias presentan
genomas de ADN de cadena sencilla con motivos CpG (lizuka et al., 1994). Ambos
componentes son capaces de inmunoestimular a los camarones e incluso
protegerlos contra la infeccion del WSSV (Zhang et al., 2010). De hecho, el analisis
de la expresion relativa para el factor antilipopolidacarido mostré una
sobreexpresiéon de este gen en los grupos tratados con VP28-M13 y M13 sin
encontrar diferencia significativa entre ambos (Figura 19). En invertebrados, 12
residuos del extremo N-terminal de la superficie expuesta de PVIIl y los dominios
externos N1 y N2 de plll pueden estimular tanto a células B y T produciendo una
fuerte respuesta inmune especifica (van Houten et al. 2010). En ratones, los altos
titulos de anticuerpos contra el fago son mantenidos por al menos un afio después
de la inmunizacion (Frenkel et al. 2000). Por lo anterior, el fago M13 es una partiicula
ampliamente conocida como altamente inmunogénica. Esto puede explicar la
respuesta no especifica observada en el reto 3 diias post-vacunacion que no se
prolongd por dos semanas. El efecto positivo inducido por la proteina VP28
desplegada en la superficie del fago pudo ser observado en los retos realizados tres
y 14 dias después de la vacunacion, lo que sugiere una respuesta especifica del

grupo de camarones vacunados con VP28-M13 contra la infeccion del WSSV.

Estudios posteriores deben enfocarse en la optimizacion de la dosis de VP28-M13,
lainclusion de la bionanovacuna en alimento comercial para una administracion oral
realista, la duracidén de la alimentacion y el inicio del reto viral, asi como en una
evaluacion mas profunda de la respuesta inmune ante la vacuna. Hay un largo
camino que recorrer para encontrar un esquema de vacunacion 6ptimo para la

proteccion de camarones contra el WSSV.
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9. CONCLUSIONES

1.

La proteina VP28 puede ser desplegada funcionalmente en la superficie del
fago M13.

La vacuna VP28-M13 administrada intramuscularmente es capaz de reducir
la mortalidad causada por el WSSV y al ser administrada oralmente puede

al menos provocar un efecto positivo en la supervivencia.

Los resultados sugieren que el sistema inmune del camardn es capaz de

reconocer especificamente a la proteina VP28 desplegada en el fago.

El fago M13 puede ser utilizado como un sistema de expresién, un
acarreador de vacunas y una particula tipo adyuvante que deberia ser
considerado para el disefio de bionanovacunas para la prevencion del
WSSV.

Las vacunas desplegadas en fagos pueden ser faciimente intercambiadas
para usar este sistema contra otros patégenos que afecten a los camarones

en cultivo.
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