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RESUMEN

La necrosis pancreatica infecciosa es una enfermedad que afecta
principalmente a los peces salmoénidos, generando un impacto a nivel mundial
por las mortalidades y las pérdidas economicas. El agente responsable de esta
enfermedad es un virus RNA doble hebra que posee dos segmentos; el
segmento A que codifica para una poliproteina que posteriormente a origen a
las proteinas de la capside viral VP2 y VP3. El segmento B codifica para la
proteina VP1, que es un RNA polimerasa RNA dependiente. El alto peso
molecular de VP1 sugiere que esta podria ser una proteina altamente
inmunogénica y por lo tanto un buen candidato para el disefio de vacunas

recombinantes.

Con el objetivo de evaluar sus propiedades inmunogénicas, VP1 fue expresada
en Escherichia coli, utilizando el vector de expresion pET21a/VP1, y purificada
bajo condiciones desnaturantes. Se inmunizaron truchas arcoiris con VP1 y se
analizé la respuesta linfocitaria, a través de ensayos de proliferacion y analisis

de transcritos mediante qRT-PCR.

VP1r indujo un aumento en la expresion transcripcional de IFNy, IL-12, T-bet e
IL-4/13 A de los érganos linfoides de la trucha, ademas indujo proliferacién en
ensayos de re-estimulacién in vitro. Estos resultados sugieren que VP1r es una

proteina que induce una respuesta linfocitaria tipo Thl y Th2.
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SUMMARY

Infectious pancreatic necrosis is a disease that mainly affects salmonid fish,
generating a global impact due to mortalities and economic losses. The agent
responsible for this disease is a double-stranded RNA virus that has two
segments; segment A that codes for a polyprotein that subsequently originates
the viral capsid proteins VP2 and VP3. Segment B encodes VP1 protein, which
is an RNA-dependent RNA polymerase. The high molecular weight of VP1
suggests that this could be a highly immunogenic protein and therefore a good

candidate for the design of recombinant vaccines.

In order to evaluate its immunogenic properties, VP1r was expressed in
Escherichia coli, using the expression vector pET21a / VP1, and purified under
denaturing conditions. Rainbow trout were immunized with VP1lr and the
lymphocyte response was analyzed, through proliferation assays and transcript

analysis by gRT-PCR.

VP1r induced an increase in the transcriptional expression of IFNy, IL-12, T-bet
and IL-4/13 A of the lymphoid organs of the trout, and induced proliferation in
vitro re-stimulation assays. These results suggest that VP1r is a protein that

induces a Thl and Th2 type lymphocyte response.
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1. Introduccidén

La Necrosis Pancreética Infecciosa (IPN) es una enfermedad sistémica, aguda
y contagiosa que afecta a varias especies de salmonidos, y que es responsable
de importantes pérdidas econOmicas para la industria acuicola mundial. El
agente etioldgico de esta enfermedad es el Virus de la Necrosis Pancreética
Infecciosa (IPNV) perteneciente al género Aquabirnavirus y a la familia
Birnaviridae (Hill et al., 1995), cuya familia ademéas alberga al Virus de la
Enfermedad Bursal Infecciosa (IBDV) y al Virus X de la Drosophila (IDXV).

Este virus no solo se ha detectado en salmoénidos sino también en otros peces
como barracuda (Sphyraenas phyraena), aligote (Pagellus acarne), ojarra
(Diplodus vulgaris), breca (Pagellus erythrinus), raspallon senegalés (Diplodus
bellotii) y salmonete de roca (Mullussur muletus) (Moreno et al, 2014), ademas
se ha aislado desde crustaceos y moluscos (Davies et al., 2010). Los animales
que sobreviven a la exposicidn pasan a ser portadores de la enfermedad,
perpetuando de esta manera el riesgo de infeccidon y generando un riesgo tanto
para la salmonicultura como para el medio ambiente (Ortega y Enriquez, 2007;

Reyes-Cerpa et al., 2014).

Actualmente se conocen dos serogrupos en los birnavirus acuaticos, el Ay el B.
IPNV pertenece al serogrupo A, el cual alberga 9 serotipos (De Al hasta A9);
West Buxton (USA), Sp (Dinamarca), Ab (Dinamarca), He (Alemania), Te
(Reino Unido), Can 1, 2 y 3 (Canadd) y Jasper (Canada) (Hill y Way, 1995).

IPNV posee una capside icosaédrica, sin envoltura de aproximadamente 60 nm
de didametro, en cuyo interior se encuentra el genoma viral compuesto por dos
segmentos de RNA doble hebra (dsRNA) denominados A y B (Dobos, 1995). El
segmento A (3,2 kb) consiste en dos marcos de lectura abiertos (ORF); el ORF1
codifica para una pequefa proteina no estructural denominada VP5 de 17 kDa,
gue tiene un efecto antiapoptotico; el ORF2 codifica para una poliproteina de
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106 kDa que es cotraduccionalmente procesada por la proteasa viral VP4
generando 3 productos; pVP2, precursor de la proteina estructural VP2, que
forma la cépside proteica mayor y es considerada una proteina antigénica
(Salgado-Miranda et al, 2014), VP4 es una proteina no estructural con actividad
proteasa, y VP3, una proteina estructural menor con epitopos neutralizantes
especificos (Macdonald y Dobos, 1981; Duncan et al., 1987; Santi et al., 2005).
El segmento B (2,9 kb), posee solo un ORF que codifica para la proteina VP1
de 94 kDa correspondiente a una RNA polimerasa RNA dependiente que esta
implicada en la sintesis de RNA viral. La proteina VP1 puede estar presente de
2 formas: como polipéptido libre o también como una proteina unida al genoma
(VPg) (Scott et al., 1997). VP1 es una proteina de localizaciéon interna en el
virion, la cual se produce en un numero de copias menor respecto a las otras
proteinas virales. La traduccion de VP1 comienza en el primer codon de
metionina del ORF del segmento B, produciendo un polipéptido de 845
aminoacidos para el serotipo Jasper y 844 aminodcidos para la variante Sp
(Serotipo A2). La composicion aminoacidica de los distintos tipos de VP1 de la
familia birnaviridae son similares entre si, sin embargo, la Unica caracteristica
inusual es el bajo contenido de cisteinas (3 en el caso de IPNV y 8 en el caso
de IBDV). El serotipo Jasper tiene 8 potenciales sitios de N-glicosilaciones, 5 de
los cuales son conservados en el serotipo Sp y 2 en IBDV. Las secuencias del
serotipo Sp e IBDV contiene otro sitio potencial de N-glicosilacion que no se ha
encontrado en el serotipo Jasper (Duncan et al, 1991). Existe una alta
homologia (81%) de la secuencia de VP1 entre el serotipo Jasper (Canada),
pero solo un 41% con la proteina VP1 de IBDV (Dobos, 1995). Contraria a otras
RNA polimerasas dependientes de RNA, la proteina VP1 de IPNV carece de la
secuencia conservada de Glicina-Asparragina-Asparragina, correspondiente al
sitio catalitico clasico propuesto para las enzimas de esta familia (Shwed et al,
2002).
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Actualmente, los resultados de estudios sugieren que el ingreso del virus a la
célula podria ser mediante macropinocitosis (Levican et al., 2017). Luego de su
ingreso, se detecta el RNA mensajero (MRNA) al cabo de 2 h post infeccidén
(hpi), luego a las 4-6 hpi comienza la sintesis de proteinas virales y a las 8-10
hpi se inicia la replicacion del RNA gendmico viral (Dobos, 1977; Somogyi y
Dobos., 1980), cuyo peak de sintesis se alcanza entre las 8 y 10 hpi (Dobos,
1995).

El cuadro clinico patolégico se caracteriza por mortalidad subita y elevada,
natacion lenta y erratica, hiperpigmentacién cutdnea (piel oscura; debido a
hormonas estimuladoras de melandforos), severa distension abdominal
(atribuida a la necrosis del pancreas exocrino, intestino anterior e higado),
dilatacion del estdbmago y ascitis, presencia de pseudofecas, exoftalmia y
branquias pélidas. La presencia de pseudofecas es atribuible a la enteritis
catarral aguda derivada de la necrosis y desprendimiento del epitelio intestinal,
provocado por la replicacion de IPNV en células del epitelio intestinal (Vega et
al., 2011). En la necropsia, la cavidad celomica suele presentar ascitis, el
pancreas Yy la grasa abdominal presenta petequias multifocales y los érganos

internos muestran coloracién palida (Vega et al., 2011).

La transmision horizontal de agentes patégenos de un organismo a otro como
IPNV es mas efectiva en condiciones de cultivo que en forma natural debido al
manejo de un gran numero de peces en volimenes de agua reducido. Esto
hace que sea muy importante tener vacunas que sean efectivas para prevenir la
presentacion de las enfermedades. Los principales agentes infecciosos
involucrados en las pérdidas en el rubro de la acuicultura chilena son
Piscirickettsia salmonis e IPNV, siendo esta Ultima la segunda enfermedad mas
importante. Esta enfermedad produce pérdidas que son cercanas a los US $
200 millones de dolares anuales en Chile (Fraunhofer, 2014). Las vacunas de
origen viral, en su gran mayoria ocupan el virus inactivado o subunidades

proteicas recombinantes (Sommerset et al.,, 2005). Por ejemplo, Centrovet
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ofrece una vacuna inyectable (Blueguard® SRS+IPN+V0) que otorga proteccion
contra IPNV utilizando el virus inactivado cepa SP y otra que se administra
mediante inmersion (Blueguard® IPN) que contiene las cepas Sp y WB de
IPNV. Por su parte Veterquimica ofrece una vacuna inyectable (IPE-VAC®
microdosis) y una version de la misma vacuna pero administrable por inmersién,
ambas versiones incluyen las cepas Sp y WB de IPNV. Todas las vacunas
presentadas anteriormente utilizan el virus inactivado en la preparacion de la
vacuna, pero también existen otras como las que ofrece Intervet (AQUAVAC

SARISTIN), las cuales utilizan la proteina recombinante VP2 de IPNV.

El empleo de vacunas destinadas a la salmonicultura crece cada afio, y a pesar
de que el nimero de casos de peces infectados ha disminuido, siguen
reportandose casos de diversas enfermedades infecciosas. En el caso de IPNV,
se requiere caracterizar mas profundamente el tipo de respuesta que se genera
frente al virus e idealmente, se debiera conocer las caracteristicas de la
respuesta que resulta protectora frente a IPNV. Con este conocimiento se
podria proyectar mejoras en las vacunas actuales, teniendo en consideracion

los mecanismos de respuesta inmunoldgica por parte de estos peces.

En esta tesis se busca avanzar hacia estos objetivos, abordando Ila
caracterizacion de la respuesta inmunoldgica de los peces salmoénidos frente a
un antigeno viral en particular, la proteina VP1. Esta es la proteina de mayor
tamafio de IPNV por lo que debiera ser mas inmunogénica que VP2 que es
usada en las vacunas recombinantes; en relacién a esta ultima se ha visto que
es capaz de inducir la produccién de anticuerpos. Al respecto, Munang'andu et
al.,( 2013b), probaron distintas variantes de la proteina VP2, teniendo éxito
incluso en la neutralizacion viral. Sin embargo en terreno el éxito de la
vacunacion ha sido cuestionado ya que los brotes siguen apareciendo
(SERNAPESCA, 2016).
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2. Revision bibliogréfica

2.1. Linfocitos TCD4+ en mamiferos

Los linfocitos TCD4+ son células de la respuesta inmune adaptativa, las cuales
se originan a partir de precursores de la médula 6sea, que posteriormente
sufren un proceso de maduracion que tiene lugar en el timo, donde pasan por
un proceso de seleccidén negativa y positiva (Klein et al., 2014). Luego sufren un
proceso de diferenciacion en los cuales son fundamentales el reconocimiento
de antigenos unidos a las células presentadoras y las citoquinas polarizantes
gue determinaran las subpoblaciones de linfocitos TCD4+ que se generaran.
Las subpoblaciones generadas se caracterizan principalmente por producir
citoquinas y factores de transcripcibn que los caracterizan, pudiendo
discriminarse 4 principales; Thl que se encarga de responder frente a bacterias
intracelulares y virus, Th2 que cumplen una funcién humoral y e importante en
la inmunidad contra parasitos helminticos, Th17 que tiene relevancia en la
respuesta inflamatoria y Treg, que es una subpoblacién mas bien especializada
en la inmunosupresion para mantener la homeostasis y favorecer la tolerancia

hacia antigenos propios (Zhu et al., 2010)

2.1.1. Linfocitos Thl

Esta subpoblacion es responsable de generar una respuesta microorganismos
como bacterias intracelulares y virus. Su diferenciacién estd marcada por las
citoquinas IL-12, IL-18 e IFNy. La regulacion de la expresion de los genes para
los citoquinas caracteristicas de los linfocitos Thl esta determinada por el factor
de transcripcion T-bet.
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T-bet

T-bet es el factor de transcripcibn mas caracteristico de los linfocitos Thl, ya
que se ha demostrado que en presencia de esta proteina, los linfocitos T CD4+
son capaces de aumentar la expresién de IFNy y reducir los niveles de IL-4 e
IL-5. También es capaz de inducir la expresion de IL-12RpB2 (Szabo et al.,
2000).

IFNy

IFNy es un citoquina efectora responsable de activar a los macréfagos,
permitiendo que estos sinteticen intermediarios reactivos del oxigeno y del
6xido nitrico, asi como de enzimas lisosémicas. Estos son potentes
microbicidas que son sintetizados dentro de los lisosomas de los macrofagos
(Gordon, 2002); IFNy también regula el incremento la expresion de MHC clase
Il'y la secrecion de IL-12 que promueve la diferenciacion hacia Thl. Por dltimo,
la secrecién de IFNy promueve la diferenciacion de células T citotoxicas desde
sus precursoras CD8+ al activar células dendriticas que unen a células Tc
virgenes. EIl conjunto de estos efectos combinados hacen que el subtipo Thl
sea en particular idéneo para respuestas protectoras frente a infecciones virales

y otros agentes patdgenos intracelulares (Billiau y Matthys, 2009).
IL-12

IL-12 es una citoquina heterodimérica que se compone de las subunidades p35
y p40, la cual es producida por las células dendriticas después de un encuentro
con agentes patdgenos. Esta citoquina actia como un factor de crecimiento de
linfocitos T activados, promoviendo la produccion de IFNy (Murray et al., 1994).
IL-12 ha demostrado ser una citoquina ademas protectora de los linfocitos Thl,

ya que inhibe la apoptosis inducida por antigenos (Liew, 2002).
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2.1.2. Linfocito Th2

La diferenciacion de la subpoblacion Th2, a diferencia del Thl es inducida por la
citoquina polarizante IL-4. Su funcién principal es la de generar un respuesta
de tipo humoral y generar una respuesta contra parasitos helminticos (Paul y
Zhu, 2010).

GATA-3

Este factor de transcripcion es fundamental en la diferenciacion de los linfocitos
T CD4+ hacia el fenotipo Th2, el cual es capaz de inducir la expresion de IL-4 y

de otras citoquinas caracteristicas de Th2 (Zheng y Flavell, 1997).
IL-4

IL-4 es una citoquina responsable de desencadenar una cascada de
sefalizacion que induce la expresion del factor de transcripcion GATA-3, que a
su vez regula la expresion de citoquinas especificas para Th2, entre ellas IL-4,
IL-5, IL-13 (Pernis y Rothman, 2002). Las citoquinas producidas por la
poblacion Th2 ayuda a eliminar infecciones parasitarias extracelulares, incluso
las causadas por helmintos. IL-4 actia sobre distintos tipos celulares, por
ejemplo en los macrofagos aumenta la expresion de moléculas MHC 1l e inhibe
la produccién de 6xido nitrico (Oswald et al., 1992), en los linfocitos B promueve
su proliferacién y switch de isotipo hacia IgE, 1gG4 (en humano) (Gascan et al.,
1991) e IgG1 (en ratén) (Vitetta et al., 1985; Coffman et al., 1986), y en los
eosinofilos su activacion, diferenciacion y migracion (Sanderson et al., 1986).

IL-13

IL-13, al igual que la IL-4 es capaz de activar macréfagos expresen receptores
de manosa y enzimas que favorecen la sintesis de colageno y fibrosis

(activacion alternativa de los macrofagos) (Gordon, 2002). Tanto IL-4 como IL-
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13 cumplen funciones bastante similares, sin embargo IL-4 es una citoquina
mucho mas activa en la regulacién del desarrollo de la respuesta Th2, mientras
gue IL-13 esta mas focalizada en la hipersensibilidad de las vias aéreas, en la
secrecion de mucus y la inflamacion en intestino producto de la respuesta tipo
Th2

IL-5

La IL-5 es una citoquina homodimérica que es capaz de inducir aumento en el
namero de eosinodfilos, aumenta el nimero de moléculas de adhesion, y
también puede inducir “switch” de isotipo en linfocitos B hacia subclases de 1gG

que no activan la via del complemento (Lopez et al., 1986).

2.2. Sistema inmune de peces salmonidos

2.2.1. Caracterizacion de linfocitos T CD4+ en peces

Con las herramientas actuales se ha podido describir linfocitos TCD4+ en peces
salmoénidos. Recientemente nuestro grupo de investigacion realizé6 la
caracterizacion de linfocitos T CD4+ en bazo de trucha arcoiris. Para verificar la
presencia de células T CD4+, se utilizaron anticuerpos especificos contra CD4 y
CD3g, asi como también la medicion de citoquinas y factores de transcripcion.
Los resultados obtenidos en bazo, muestran que hubo proliferacion antigeno-
especifica de linfocitos T CD4+ mediante un ensayo de incorporacion de
timidina tritiada y diferenciacion, que se evidencié con la expresion de
citoquinas 1L-4/13, IL-15, IL17D e IFNy y de factores de expresion como T-bet,
GATA3 y STAT-1. Los resultados de los analisis de leucocitos aislados de bazo
y riidn mediante citometria de flujo mostraron que alrededor del 21% y 34,5 %
de la poblacion celular aislada, respectivamente, fueron linfocitos TCD4+CD3+
(Maisey et al., 2016).
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2.2.2. Linfocitos T helper en peces

Se han logrado describir en peces diferentes genes relacionados tanto con la
respuesta Thl como con la Th2, los cuales que tendrian funciones similares a la

de vertebrados superiores.
IFNy

El gen de IFNy ha sido identificado por andlisis de la sintenia en el genoma de
fugu (Zou et al., 2004). Por otro lado el gen que codificada para IFNy ha sido
secuenciado en trucha arcoiris (Zou et al.,, 2005), pez cebra (Danio rerio)
(lgawa et al., 2006), salmén del Atlantico (Salmo salar) (Robertsen, 2006), pez
gato americano (Ictalurus punctatus) (Milev-Milovanovic et al., 2006) y, carpa
comun (Cyprinus carpio) (Stolte et al., 2008) entre otras especies. A pesar de la
divergencia, la organizacion del gen de IFNy en peces teledsteos es bastante
conservada (Zou et al., 2005; Igawa et al.,, 2006). Se ha reportado que en
especies como el salmon del Atlantico, carpa comun, pez gato americano y

trucha arcoiris existen dos copias de IFNy (Zou y Secombes, 2011).

Hoy en dia se han logrado producir IFNy recombinante con bioactividad
probada. Por ejemplo, se ha observado que cuando se estimulan macréfagos
de trucha con rIFNy, éstos exhiben un importante aumento de transcritos
asociados a MHC-1 y MHC-II, lo que sugiere que IFNy juega un rol importante
en el aumento de la presentacion de antigenos (Zou et al., 2005; Igawa et al.,
2006; Martin et al., 2007). Estudios realizados en leucocitos de rifidn anterior de
trucha, carpa comun y pez dorado mostraron una alta actividad respiratoria
cuando estos son incubados con rIFNy y la estimulacion de macréfagos con
rIFNy lleva al incremento en la expresion de genes relacionados con la enzima
oxido nitrico sintasa inducible y al incremento en la liberacion de 6xido nitrico

(Grayfer et al., 2010), similar a lo que ocurre en vertebrados superiores.
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IL-12

La IL-12 también se ha descrito en peces, reportdndose la de expresion de
varias isoformas para p40 y p35 (Wang et al.,, 2014). La expresion de la
subunidad p35 ha mostrado aumento frente a la estimulacion in vivo con poli I:C

(Yoshiura et al., 2003) e infecciones virales , sugiriendo un efecto antiviral.
TNFa

En peces TNFa se ha clonado desde diferentes especies, como la trucha
arcoiris (Laing et al., 2001; Zou et al., 2002), carpa comun (Saeji et al., 2003;
Savan y Sakai, 2004), pez cebra (Savan et al., 2005) y turbot (Scophthalmus
maximus) (Ordas et al., 2007). El arbol filogenético y el analisis de la sintenia
sugiere que existen dos tipos de TNFa en peces teleésteos (Wang y Secombes,
2013). Los estudios relacionados con esta citoquina han mostrado resultados
contradictorios, ya que por un lado, en algunas especies de peces se encontré
que dificilmente rTNFa es capaz de activar fagocitos (macrofagos) (Roca et al.,
2008; Forlenza et al., 2009), mientras que estudios hechos en trucha arcoiris y
pez dorado mostraron que tanto rTNFa1 como la 2 mostraron ser activas en

macréfagos (Zou et al., 2003; Grayfer et al., 2007).
T-bet

El factor de transcripcion T-bet, se ha logrado clonar desde trucha arcoiris
(Wang et al., 2010), pez cebra (Mitra et al., 2010), carpa herbivora (Wang et al.,
2012) y carpa cruciana (Wang et al., 2010). La expresiéon de los genes de este
factor de transcripcion ha mostrado ser alta en sangre periférica, rifidn anterior y
bazo (Wang et al., 2010; Takizawa et al., 2008a). En trucha se ha observado
gue existe una sobre expresidn en esplenocitos cuando los linfocitos son
estimulados con fitohemoaglutinina (PHA) (Wang et al., 2010) lo que sugiere la

presencia de linfocitos Thl respondedores en la trucha.
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IL-4/13

Las investigaciones actuales que tienen relacion con genes asociados al
subtipo Th2 en peces, han reportado genes que cumplen tanto funciones de la
IL-4 como de la IL-13 de mamiferos, siendo denominada IL-4/13 A y B (Ohtani
et al., 2008). Los estudios funcionales de esta citoquina se han realizado tanto
en trucha arcoiris como en pez cebra. Por ejemplo, la inyeccion de rlL-4/13A
incrementa la expresion de DC-SIGN (CD209, marcador de células dendriticas)
(Lin et al., 2009). En presencia de rIL-4/13A se han registrado aumentos en el
porcentaje de células IgZ+ en sangre periférica de pez cebra (Hu et al., 2010).
En trucha arcoiris rIL-4/13A y B han mostrado modular la expresién de
numerosos genes in vitro, sin embargo el efecto sobre las isoformas de las
inmunoglobulinas aun no esta claro (Wang y Secombes, 2013). Todas estas
funciones son semejantes a las descritas para IL-4 e IL-13 en vertebrados

superiores (Paul y Zhu, 2010).
GATA-3

GATA-3 ha sido identificado en pez cebra (Neave et al., 1995; Read et al.,
1998), carpa cruciana (Takizawa et al., 2008b), peces salménidos (Wang et al.,
2010; Kumari et al., 2009), carpa herbivora (Wang et al., 2012) y bacalao del
Atlantico (Chi et al., 2012). En este ultimo estudio se observé que la expresion
del transcrito de GATA-3 se expresOd en varios tejidos, siendo los mas
importantes el rifidn anterior, bazo y branquias. En otros estudios realizados en
trucha mostraron que frente a una infeccidbn con Y. ruckeri se registré una
disminucién en la expresion de GATA-3 y T-bet, sugiriendo que existe algun
mecanismo de evasion por parte del agente patégeno para suprimir la

respuesta inmune del hospedero (Wang et al., 2010).
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2.3. Respuesta inmune frente al desafio con IPNV

Aungue no hay estudios sistematicos de las caracteristicas de la respuesta
inmune de los peces frente a la infeccion por IPNV, existen algunos estudios
gue reportan variadas tipos de respuesta por parte de las especies salmoénidas
como por ejemplo algunos estudios en donde se ha analizado la respuesta
humoral reflejada en la produccidén de anticuerpos especificos contra el virus
(Frost y Nest, 1997; Dadar et al., 2015).

Rivas-Aravena et al., (2012) desafiaron truchas arcoiris con IPNV y con una
particula viral inmadura (provirus), evidencidndose un aumento tanto de
inmunoglobulinas como de actividad citotoxica no especifica al dia 10, que

posteriormente comienza a decrecer al dia 15y 21.

Munang'andu et al., (2013) realizaron un estudio para indagar cual es la
relevancia de linfocitos TCD4+ y TCD8+ cuando los peces estan infectados con
el virus, para ello inmunizaron salmones del Atlantico con una cepa
recombinante de IPNV, al dia 56 post inmunizacién se les desafi6 a una
infeccion con IPNV mediante cohabitacion con una cepa noruega altamente
virulenta, luego de este desafio se hicieron muestreos de rifion y bazo al dia 0,
7 y 21 post desafio. Los mayores cambios se observaron entre el dia 0 y 21,
donde cabe destacar que hubo un aumento en la expresion de genes asociados
a CD8a y granzima A, los cuales son marcadores de linfocitos TCD8+. Los
resultados obtenidos sugieren que bajo estas condiciones experimentales
cuando se infecta con IPNV, se logra expresan marcadores relacionados con
linfocitos T CD8+, y que de alguna manera también se asocia con la respuesta
tipo Thl de los linfocitos T CD4+.

Reyes-Cerpa et al., (2014) quisieron indagar cdmo se comportan ciertas
citoquinas de la respuesta inmune adaptativa como son IFN-y e IL-12; ambos
marcadores para el subtipo Thl, para ello desafiaron a truchas arcoiris a una

infeccion de IPNV mediante inmersién, en este experimento se puede
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discriminar dos grupos principalmente; aquellos que presentaron signologia
clinica y los que soportaron el desafio, y que posteriormente se convirtieron en
portadores del virus. Los resultados obtenidos mediante RT-PCR en tiempo
real, muestran un aumento significativo de la expresion de IFNy en la mayoria
de los grupos, para el caso de IL-12 se observé un aumento solo en el grupo de
peces asintomaticos luego de la infeccion. Por lo tanto, estas condiciones
experimentales también muestran que luego de la infeccion con el virus se
observa una respuesta tipo Thl, reflejado en la expresion tanto de IFN-y como
de IL-12.

2.3.1. Respuesta contra VP1

La preparacion de las actuales vacunas presentes en el mercado para evitar la
aparicion de brotes de IPN, contienen VP2 recombinantes como antigeno
(Intervet), ya que es un proteina que se encuentra en la parte externa de la
capside viral y se ha mostrado que bajo condiciones de laboratorio los peces
inmunizados con esta proteina son capaces de inducir una respuesta humoral
(Dadar et al., 2015; Frost y Ness, 1997; Ballesteros et al., 2012). Sin embargo la
respuesta protectora contra las infecciones virales debiera involucrar la
activacion de una respuesta Thl y activacion de linfocitos TCD8 (Billiau y
Matthys, 2009). En consecuencia resulta interesante poder estudiar las
propiedades inmunogénicas de la proteina VP1 de este virus. Debido a su alto
peso molecular (94 kD), consideramos que VP1 debiera ser una proteina
altamente inmunogénica, por el mayor nimero de epitopos que las células
presentadoras de antigeno pueden potencialmente mostrar a los linfocitos T.
VP2 ha sido la proteina viral mas estudiada para el uso de vacunas, pensando
en obtener una respuesta de tipo humoral con anticuerpos neutralizantes.
Desde este punto de vista, VP1 no ha sido estudiada por ser una proteina que

se ubica al interior del viribn. Respecto a lo anterior, no existen trabajos
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disponibles relacionados con la respuesta inmune frente a esta proteina, lo que
significa que es aun mas importante indagar que sucede cuando esta es
inyectada en peces salmonidos. Sin embargo, recientemente Lauksund et al.,
(2015), realiz6 un estudio para determinar si el virus IPNV producia proteina
que antagonizaran la expresion de IFN de tipo I, el cual es una citoquina
antiviral de la respuesta inmune innata (Crouse et al., 2015). Utilizando un
plasmido con el gen de la luciferasa como reportero, bajo el control del promotor
de IFNal, se cotransfectaron células TO con este pldsmido y plasmidos que
expresaban distintas proteinas de IPNV (VP1, preVP2, VP3, VP4 y VP5). Los
resultados mostraron que todas las proteinas, excepto VP1 inhibieron la
activacion de IFN mediada por IPS-1. Por el contrario VP1 por si sola indujo la
activacion de IFNa. Esto es interesante por cuanto muestra las particularidades

que posee esta proteina de IPNV.

En esta tesis nos hemos propuesto indagar sobre el tipo de respuesta T helper
gue VP1 puede inducir en la trucha arcoiris. Dado que en las primeras fases de
activacion se espera que ocurra la diferenciacion de la respuesta mediada por
linfocitos T CD4+ o T helper. Se determinara si la respuesta inducida por VP1
es de tipo Thl y/o Th2.
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3. Hipotesis

En trucha arcoiris la proteina VP1 recombinante (VP1r) de IPNV induce una

respuesta tipo Thl y/o Th2.

4. Objetivos

Objetivo general

Determinar el tipo de respuesta que los linfocitos T CD4+ de trucha arcoiris
producen frente a la estimulacion con la proteina VP1r de IPNV.

Objetivos especificos

1. Evaluar el desarrollo de la inmunidad a través del aumento en el porcentaje
de linfocitos T CD4 en los diferentes 6rganos linfoides de truchas arcoiris

tratadas con VP1r.

2. Determinar el efecto de VP1r sobre la proliferacion de los linfocitos T en

trucha arcoiris.

3. Evaluar el perfil de expresion del mRNA de citoquinas tipo Thl y Th2 en la
respuesta de la trucha arcoiris frente a VPL1r.
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5. Materiales y métodos

5.1. Peces

Truchas arcoiris (Onchorynchus mykiss) de 40-50 gr fueron obtenidas desde
centros de cultivo locales, las cuales estaban libres de patdogenos. Los peces se
mantuvieron en la Unidad Experimental de peces del Centro de Biotecnologia
Acuicola de la Universidad de Santiago de Chile, con recambio de agua
constante, aporte de aire y a una temperatura de 16°C. Las truchas fueron
alimentadas con dieta comercial (Ewos, Chile) y ademas fueron aclimatadas

una semana antes de los experimentos.

5.2. Transformacion de E.coli Nova Blue

Para la transformacion se ocupé el plasmido pET21a/VP1 recombinante, que
contiene la secuencia codificante para VP1 (Graham et al., 2011). Las bacterias
E. coli Nova blue (Merk, San Diego, USA) fueron incubadas en hielo por 30 min
con 50 ng de pET21a/VP1. Luego las bacterias fueron sometidas a un shock
térmico a 42°C por 30 seg y colocadas en hielo por 2 min. Después se realiz6
incubacion de estas a 37°C por una h y 30 min con agitaciéon constante.
Terminada la incubacion se sembraron placas con medio LB Broth (Miller)
(Triptona 10 g/L, NaCL 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L) s6lido con ampicilina
(100 pg/uL) y se dejaron a 37°C durante toda la noche sin agitacion (Green y
Sambrook, 2001).

De las colonias crecidas se seleccionaron algunas y se realizé PCR de colonias
con partidores especificos para la secuencia de VP1 (Tabla 1). Las condiciones

para el PCR fueron: 94°C por 4 min de desnaturalizacion inicial, 35 ciclos de
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94°C por 40 seg, 54°C por 45 seqg, 72°C por 45 seg y una elongacion final a

72°C por 5 min (Oyarzun, 2014). De las colonias que expresaron el plasmido se

selecciond una para realizar extraccion de plasmido con el kit Favor Prep

endotoxin-free plasmid extraction midi kit (Favorgen, Taiwan) siguiendo el

protocolo sugerido por el proveedor.

Gen Secuencia(Fw/Rv) (5" —3’) Tamafio (pb)|[TM (°C)|Eficiencia|lD genbank

EFla |CAAGCATATCCGTCGTGGCA 327 57,1 2,05 NM_001124339.1
ACAGCGAAACGACCAAGAGG 57,6

IFNy  |CCGTACACCGATTGAGGACT 133 56,5 |2,082 NM_001124620.1
GCGGCATTACTCCATCCTAA 54,6

IL-12 |GAGCCAAGTCTTATGGCTGC 159 56,9 |2,082 NM_001124392.1
GTTCAAACTCCAACCCTCCA 55

T-bet |GGTAACATGCCAGGGAACAGGA 317 59,2 2,09 NM_001195793.1
TGGTCTATTTTTAGCTGGGTGATGTCTG 58,4

IL4/13A|GTCAGAGGAACTTCTGGAAACA 166 54,5 1,93 NM_001246341.1
GTTGTAAACCCTCAGATGTCG 53,3

GATA3 |[CCAAAAACAAGGTCATGTTCAGAAGG 313 56,7 2,09 NM_001195792.1
TGGTGAGAGGTCGGTTGATATTGTG 58,5

VP1 TCGGACATCTTCAACTCACCA 1910 59,03 M58756.1
TTGTCGAGGGACATGTGTTT 57,37

Tabla 1. Partidores para qRT-PCR y PCR de colonias.
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5.3. Transformacién de E.coli BL21 (DE3)

Bacterias E. coli BL21 (DE3) (Merk) se transformaron con 50 ng del plasmido
pET21a/VP1 en las mismas condiciones descritas en el punto anterior. La
presencia del inserto se verificé también mediante PCR en algunas colonias,
seleccionandose 2 clones transformantes para comprobar la induccion de VP1r
por la adicién de isopropil-B-D-1 tiogalactopiranésido (IPTG).

5.4. Induccién de la expresion de VP1r

El clon seleccionado se crecié en medio LB con ampicilina (100ug/pL) en un
volumen de 3 mL por 16 h a 37°C. Posteriormente se traspaso una fraccion de
este cultivo (150 pL) un nuevo volumen de 3 mL de LB y se crecié a 37°C
hasta alcanzar una D.O de 0,6. Luego, se tomaron dos voliumenes de cultivo de
1 mL; uno para adicionar IPTG a una concentracién final 1mM y el segundo
como control no inducido. Las muestras fueron incubadas a 30°C por 3 h con
agitacion. Después de la induccion, ambas muestras se centrifugaron a 900 x g
por 5 min y el pellet se resuspendio en “buffer” de carga de proteinas 6x (Tris-
HCI pH 8, SDS 10 %, Glicerol 30%, B-mercaptoetanol 8 %, azul de bromofenol).
Las muestras fueron analizadas mediante SDS-PAGE al 10%. Los clones de
bacterias transformantes que expresan VP1r por estimulacion con IPTG fueron

mantenidos a -80°C en glicerol al 20%.

5.5. Purificacion de VP1r

Para purificar VP1r, uno de los clones seleccionados fue cultivado en 100 mL

de medio LB con ampicilina por 16 h a 37°C con agitacion constante.
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Posteriormente, se centrifugd a 1.057 x g por 5 min, se resuspendio el pellet en
1 mL de LB, se traspas6 a 1 L de LB y se crecié hasta una D.O de 0,6 a 37°C
con agitacion. Una vez obtenida la densidad Optica se extrajo una alicuota que
se mantuvo como control, se adicion6 IPTG a una concentracion final 1mM y
cultivando con agitacion a 30°C 3h. Luego, las bacterias se recuperaron por
centrifugacion a 6.000 x g por 30 min a 4°C, se descarté el sobrenadante. El
pellet resultante se us6 para la purificacion o se almacend a -80°C hasta su

uso.

Para purificar la proteina recombinante, se utiliz6 un método de purificacién en
condiciones desnaturantes (Maisey et al., 2016). El pellet se resuspendi6 en un
“buffer” de solubilizacion (Nonidet P-40 0,0001%, NaCl 300 mM, NaHPO, 50
mM, imidazol 10 mM, inhibidor de proteasas) y se sonic6 a 4°C con 10 pulsos
de 15 seg a 12 W. La muestra se centrifugé a 6000g por una h a 4°C, se
descart6 el sobrenadante y el pellet se resuspendié en “buffer” 1 (Nonidet P-40
0,0001%, NaCl 1M, NaHPO,50 mM, imidazol 25 mM, glicerol 20%). Luego, la
muestra se centrifugd a 6.000 g a 4°C por 15 min y se descartdo el
sobrenadante. EI mismo proceso se realizo con el “buffer” 2 (TRIS 50 mM, beta-
mercaptoetanol 20,4 mM, tritobn x-100 0,1%, deoxicolato sddico 1,2 mM, glicerol
5%, EDTA 500 uM) y el “buffer” 3 (TRIS 50mM, beta-mercaptoetanol 20 mM,
glicerol 5%). Finalmente el pellet se resuspendi6 en 5 mL de “buffer’
denaturante (TRIS 50 mM, beta-mercaptoetanol 20 mM, glicerol 5%, cloruro de

guanidinio 6M) y se incubd a 4°C por 16 h sin agitacion.

El sobrenadante del pellet incubado fue recuperado y se realizaron dialisis con:
cloruro de guanidinio 3 M + TRIS 50 mM p.H 8 (2 h a 4°C), cloruro de guanidinio
2 M+ TRIS 50 mM p.H 8 (1 h a 4°C), cloruro de guanidinio 1 M + TRIS 50 mM
p.H 8 (2 h a 4°C), “buffer” fosfato salino (PBS) (NaCl 138mM, KCI 3 mM,
Na,HPO,4 8,1 mM, KH,PO41,5mM) 1x + TRIS 50 mM p.H 8 (16 h a 4°C).
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Luego, se recolecto el producto de la dialisis, el cual corresponde a la proteina
precipitada y se cargd en geles de poliacrilamida al 10% para purificar. Luego
de la realizacion de las electroforesis, se recuperd un trozo de acrilamida que
contiene proteina de un peso molecular aparente de 95 kDa, que debe
corresponder a la proteina recombinante. Para eluir la proteina se agrego
“buffer” de elusion (TRIS pH 7,5 500 mM, NaCl 150 mM, EDTA 0,1 mM pH 8.0)
al trozo de gel y se dejo en agitacion constante durante 16 h a 37°C. Las
muestras fueron centrifugadas a 1.057 x g por 5 min y luego se extrajo el
sobrenadante. Las muestras se lavaron con PBS en filtros amicon (cutoff de 30
k), centrifugando a 3.864 x g por 20 min a 4°C. La proteina purificada se

cuantifico, alicuoté y almacené a -20°C.

5.6. Western blot

Luego de la purificacion de VP1r, la muestra se sometio a electroforesis en gel
de poliacrilamida -SDS al 10%. Mas tarde, se realizé la transferencia de la
proteina a una membrana de nitrocelulosa utilizando el equipo eBlot Protein
Transfer (GenScript, New Jersey, USA). Posterior a la transferencia, la
membrana de nitrocelulosa utilizada se dejé con solucién de bloqueo (PBS,
Tween al 0,05% y leche descremada al 5%) durante toda la noche a 4°C con
agitaciéon. Una vez finalizado el bloqueo, la membrana se incubd con los
anticuerpos primarios anti His Tag 1: 3000 (Sigma Aldrich, Darmstadt,
Germany) y un anticuerpo anti VP1 1: 5000 (GenScript) por 1 h a temperatura
ambiente con agitacion. Después se realizaron 3 lavados con PBS-Tween al
0,05% y se incubd con los anticuerpo secundario; un anti IgG de ratén acoplado
a peroxidasa 1: 10.000 (HRP) (Invitrogen, USA) para el caso de el marcaje con
el anticuerpo anti His Tag y un anti IgG de conejo acoplado a HRP 1: 10.000

(KPL) contra el anticuerpo anti VP1. Finalmente, se realizaron 3 lavados con
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PBS-Tween y se revel6 usando el kit Pierce ECL Western Blotting Substrate

(Thermo Scientific).

5.7. Tratamiento de las truchas

Truchas arcoiris de un peso entre 40 y 50 gramos fueron separadas en 4
grupos diferentes (5 peces por grupo). El grupo 1 correspondié a los peces
inyectados con la proteina VP1r (5ug) de IPNV mezclada con adyuvante
Montanide; en el grupo 2, los peces fueron inyectados con suero fisioldgico
(NaCl 0,9%) mezclado con Montanide; en el grupo 3, los peces fueron
inyectados con VP1r y suero fisiolégico; en el grupo 4 los peces fueron

inyectados solo con suero fisiologico.

Las inoculaciones se aplicaron intraperitonealmente (i.p) al dia 0, 15y 30 (Rivas
et al., 2012). Se usé como adyuvante Montanide® ISA 763 A VG con el que se

prepararon las emulsiones.

Al dia 33 se sacrificaron los peces y se realizo la extraccion de rifidn y bazo.

5.8. Extraccion de RNA

Para la extraccion de RNA se siguid el protocolo recomendado por Bioline
(Canada), con algunas modificaciones. Una porcién de cada o6rgano fueron
disgregados en 1 mL de TRIzol® Reagents (ThermoFischer Scientific, USA),
utilizando un homogenizador de tejidos (Omni, Kennesaw, GA, USA), luego se
agregaron 200 pL de cloroformo y se mezcld con vortex por 30 seg. La mezcla
se centrifugbé a 13.200 x g por 15 min a 4°C, se rescatd la fase acuosa y se
traspaso a un tubo nuevo, al cual se le agregd 500 uL de isopropanol 100% frio,
mezclandose mediante inversion. Las muestras se dejaron incubando a -20°C

por 30 min. Luego de la incubacion se centrifugaron a 13.200 x g por 10 min a
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4°C y se descartd el sobrenadante. Los “pellets” se lavaron con 500 uL de
etanol 75% frio en agua DEPC y se centrifugaron a 6.000 x g por 5 min a 4°C.
Finalmente, a los tubos se les retir6 cuidadosamente el etanol y se dejaron
secar a temperatura ambiente por 5 min. Todas las muestras fueron
resuspendidas en 50 yL de agua DEPC y calentadas a 65°C por 10 min y
almacenadas a -20°C. La cuantificacion de las muestras de RNA se realizo en
el espectrofotometro TECAN NanoQuant infinite m200 pro con el programa

icontrol.

5.10. Sintesis de cDNA

Para eliminar cualquier DNA contaminante en las muestras de RNA (2 ug de
RNA por cada reacciéon) se realiz6 un tratamiento con DNasa libre de RNasa
(Promega, USA) segun el protocolo que indica el fabricante. A cada muestra se
le agregd una mezcla que contenia 1 yL de “buffer” para DNasa 10X (MgCl,) y
1uL de DNasa y agua libre de nucleasas tratada con DEPC, hasta tener un
volumen final de 10 yL. La mezcla se incubé a 37°C por 30 min. Luego se
agreg6 1uL de EDTA 25 mM y se incubd a 65°C por 10 min para inactivar la
DNasa. Posteriormente, se realiz6 la sintesis de cDNA con 1 pL de oligo dT
500 ng/uL, 0,5 yL de dNTPs 10 mM (Bioline) 5 uL de “buffer” 5X, 6,5 pL de
agua DEPC y 1 uL de transcriptasa reversa M-MLV 200 U/ uL (Promega). La
mezcla resultante se incub6 a 42°C por una h y después a 70°C por 15 min. El
cDNA resultante se almacen6 a -20°C.

5.11. PCR en tiempo real

Los reacciones para PCR en tiempo real fueron realizadas en placas de 96

pocillos AXIGEN en el equipo Stratagene mx 3000p (Agilent technology, USA).
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Cada reaccion de PCR se llevé a un volumen final de 25 L, la cual contenia
12,5 uL de kit SensiMix™ SYBR®HI-ROX (Bioline), 1,25 uL de partidor sentido
(2 uM), 1,25 uL de partidor antisentido (2 pM), 8 uL de agua para PCR y 2 pL
de cDNA. Como control se utilizé la expresion del gen normalizador EF1a. Los

resultados fueron expresados con la formula 2"V (Scmittgen y Livak, 2008).

5.12. Aislamiento de células de rifidn anterior y bazo

Células de rifidbn anterior y bazo fueron obtenidas desde las truchas de los
diferentes grupos. Para ello, los 6rganos fueron disgregados en mallas de 100
mesh con medio IF, que contiene “buffer” fosfato salino pH 7,4 y suero fetal de
bovino (SFB) 2%. Para el ensayo de proliferacion, se lavaron y resuspendieron
en medio RPMI-1640 suplementado con SFB al 10%, HEPES 15 mM, L-
glutamina 4 mM, 2-mercaptoetanol 40 uM, penicilina-estreptomicina 100 Ul mL’
/100 pg mL*, gentamicina 50 ug/mL. Dicha suspensién de células se
centrifugd a 400 x g por 10 min. El pellet resultante fue resuspendido con medio
IF nuevo o RPMI suplementado segun sea el caso. Para descartar los
eritrocitos presentes en las muestras se realizo lisis osmotica, adicionando a 1
mL de suspension celular 9 mL de agua milig, con agitacion suave por 20 seg y
luego adicionando PBS 10X. Para determinar el nimero de células se utilizé
una camara de Neubauer y se evalud viabilidad mediante tincién con azul de

tripan.

5.13. Analisis por citometria de flujo

Un total de 5 x 10° células por muestra fueron utilizadas para la citometria de
fluo y blogueadas con medio IF. Las células fueron recuperadas por

centrifugacion a 425 x g por 5 min a 4°C y resuspendidas en 200 yL de medio
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IF, que contenia los anticuerpos primarios anti CD4 (anticuerpo policlonal
producido en conejo, dilucién 1: 400) (Maisey et al., 2016) y anti IgM (I-14,
anticuerpo monoclonal, dilucion 1: 1.000) (DeLuca et al., 1983), la incubacion de
los anticuerpos primarios se realizé a 4°C por 20 min. Luego de la incubacion
con los anticuerpos primarios se realizé un lavado con medio IF y se centrifugo
a 425 x g por 5 min a 4°C. El sobrenadante fue descartado y el pellet resultante
se incubd con los anticuerpos secundarios Alexa fluor 488 donkey anti-rabbit
IgG (Life technologies, USA) y Alexa fluor 647 donkey anti-mouse IgG (Life
technologies). Una vez terminada la incubacion, se realizé un lavado final con IF
bajo las mismas condiciones anteriores. Finalmente las muestras fueron
resuspendidas en medio IF y traspasadas a tubos de citometria y analizadas en

el citdmetro de flujo FACS Canto Il con el programa FACS Diva version 6.1.3.

5.14. Ensayo de proliferacion antigeno especifica

3 x 10° células de rifién y bazo de los peces sometidos con los diferentes
tratamientos mencionados anteriormente fueron sembradas en placas de 96
pocillos con fondo redondo con 100 uL de medio RPMI suplementado con 5 ug
de VP1r o con 50 uyg de OVA. Como control sin estimulo se cultivaron células
con el mismo medio suplementado sin VP1r. Estas células fueron incubadas por
72 h a 15°C. Dieciocho h antes de finalizar la incubacion, se adicion6é 1 uL de
timidina tritada 5 pCi/mL (PerkinElmer) a cada pocillo. Posteriormente las
células fueron resuspendidas en 800 uL de agua miliQ estéril y traspasadas a
filtro de fibra de vidrio mediante una camara de vacio. Los filtros fueron lavados
con 1 mL de &cido tricloro acético (TCA) al 1% y 1 mL de etanol 75% y
dejandose secar a temperatura ambiente. Los filtros se traspasaron a tubos de
centelleo y se adicion6 a cada uno 3 mL de liquido de centelleo Ecoscint
(National Diagnostics, USA), que contiene nalquileno, alquil fenil etoxilatos

lineales y 1-metoxi-2-(2-metoxietoxi) etano. La radioactividad se cuantificé en un
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contador de centelleo (Tracor analytic). Los datos obtenidos fueron expresados

en cuentas por minuto (CPM).

5.15. Andlisis estadistico

Los resultados fueron analizados a través de un ANOVA no paramétrico

(Kruskal Wallis), mediante el programa Graphpad Prisma version 6.0.
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6. Resultados

6.1. Obtencion de la proteina VP1 recombinante

Para obtener la proteina VP1r se utilizd el vector recombinante pET21a/VP1,
con el cual se transformaron E. coli Nova Blue. El resultado del analisis de las
bacterias transformantes mediante PCR de colonias se muestra en la figura 1.
El producto de la amplificacion con los partidores de VP1 (Tabla 1) corresponde
a un fragmento cercano a los 2000 pb (Figura 1) que es el tamafio esperado
para el amplicon. En la figura 2, se muestra el analisis de una transformante de

E. coli BL21 (DE3) que se obtuvo para expresar y purificar la proteina VPL1r.

En la figura 3, se muestra una electroforesis de los extractos proteicos de
bacterias E. coli BL21 (DES3) transformantes estimuladas con IPTG. El producto
de la induccion de la expresion de VP1r clonado es una proteina de alrededor
de 95 KDa, que corresponde al tamafio esperado para VP1r. La proteina
producida fue purificada desde cuerpos de inclusibn de las bacterias
transformantes y el resultado se muestra en la figura 3. El rendimiento promedio
de la purificacion fue de 0.41 mg por litro de cultivo de bacterias transformadas.
Para determinar que la proteina purificada era VP1r, se realiz6 un western blot
con un anticuerpo anti His-tag y un anti VP1. El anticuerpo anti-VP1 es un
anticuerpo policlonal producido contra un péptido sintético de 15 aminoacidos
de la proteina (CSFDPKARPQTPRSP) (GenScript). Los resultados muestran
que la banda de 94 kDa es inmunoreactiva con los dos anticuerpos (Figura 4) lo

gue verifica que esta proteina corresponde a VPL1r.
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Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa de PCR de colonias realizado en

E. coli Nova Blue transformadas con el vector pET21a/VP1. Carril 1:
estandar de peso molecular (GeneRuler DNA ladder 1kb (Thermo Scientific),
carriles 2 al 11: clones seleccionados. Carril 12: control negativo del PCR.
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Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa del vector pET21a/VP1 aislado
de una E. coli NovaBlue transformante. Estandar de peso molecular
(GeneRuler DNA ladder 1kb (Thermo Scientific). pET21a/VP1 purificado desde
una transformante.
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Figura 3. Extractos totales de E. coli BL21 (DE3) separados por SDS-
PAGE. Estandar: AccuRuler RGB Plus Prestained Protein Ladder (Maestrogen).
VP1r: proteina recombinante purificada de los extractos de proteinas de
bacterias inducidas con IPTG.
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Figura 4. Andlisis de la proteina recombinante purificada mediante
Western Blot. Anti His-tag: banda inmunoreactiva detectada con anti His- y con
anti mouse IgG conjugado con HRP. Anti VP1l: banda inmunoreactiva
visualizada con anti VP1 como anticuerpo primario y con anti rabbit IgG
conjugado con HRP. En ambos casos se usé kit Pierce ECL Western Blotting
Substrate (Thermo Scientific) para revelar.
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6.2. Diseiio experimental

Para caracterizar el tipo de respuesta inmune que se produce en la trucha
arcoiris por estimulaciéon con la proteina VP1r, un grupo de truchas fue
inmunizado con VP1r mas Montanide, otro con VP1r mas suero fisioldgico, un
grupo control que recibi6 montanide y el otro solo suero. Se realizaron 3
inyecciones i.p; a los dias 0, 15y 30.

6.3. Analisis de poblaciones respondedoras mediante

citometria de flujo

Para determinar si se produjeron cambios en la poblacion de linfocitos CD4+ en
el rifdn y bazo de cada grupo de tratamiento, se identificaron y cuantificaron los
linfocitos, usando el anticuerpo anti CD4 y anti IgM. Las células marcadas
fueron analizadas en el citometro de flujo y los resultados obtenidos se
muestran en las figuras 5 y 6. En la parte superior de la figura se muestra uno
de los andlisis representativos de las poblaciones celulares de bazo (Figura 6),
donde las poblaciones analizadas, CD4+IgM-, corresponde a linfocitos T y la
poblacién IgM+ corresponde a linfocitos B. Los linfocitos T representan un 33%
de la poblacion identificada como linfocitos segun tamafio (FSC) y granulosidad
(SSC), mientras que los linfocitos B corresponden a un 46,3 %. El analisis de
los porcentajes de células linfocitarias en los grupos experimentales no mostro
diferencias estadisticamente significativas en los linfocitos T ni en los linfocitos
B de rifibn de truchas tratadas con la proteina VP1 en comparacién con los
controles (Figuras 5y 6). En el bazo tampoco hubo diferencias estadisticamente
significativas entre los porcentajes de linfocitos de las truchas inmunizadas con

la proteina VP1r en comparacion con los controles. Estos resultados muestran
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que la inmunizacién con VP1 no induce un cambio significativo en el porcentaje

de linfocitos T CD4+ y linfocitos B IgM+ de rifidon y bazo de truchas tratadas.
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Figura 5. Poblaciones de linfocitos T CD4+IgM- de rifién por citometria de
flujo. A. Izquierda: andlisis FSC/SSC de las poblaciones leucocitarias del rifién
de la trucha, el gate marcado representan las células linfoides. Centro: control
de anticuerpos secundarios. Derecha: doble marcaje con anticuerpos anti IgM
(I-14) y anticuerpo policlonal anti CD4. B. Porcentajes de poblaciones CD4+
IgM- de rifidn analizadas mediante citometria de flujo. Los datos representan los
porcentajes de células marcadas en cada uno de los tratamientos. ANOVA no
paramétrico (Kruskal Wallis) entre el grupo control y los tratamientos (*P <
0,05).
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Figura 6. Poblaciones de linfocitos T CD4+IgM- de bazo por citometria de
flujo. A. lzquierda: analisis FSC/SSC de las poblaciones leucocitarias del bazo
de la trucha, el gate marcado representan las células linfoides. Centro: control
de anticuerpos secundarios. Derecha: doble marcaje con anticuerpos anti IgM
(I-14) y anticuerpo policlonal anti CD4. B. Porcentajes de poblaciones CD4+
IgM- bazo analizadas mediante citometria de flujo. Los datos representan los
porcentajes de células marcadas en cada uno de los tratamientos. ANOVA no
paramétrico (Kruskal Wallis) entre el grupo control y los tratamientos (*P <
0,05).
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6.4. Ensayo de proliferacién antigeno especifico inmunizados

con VP1r

Para determinar si la inmunizacion con VP1r produce proliferacion de los
linfocitos, se cuantificd la proliferacion antigeno-especifica, tanto de células de
rifidn como de bazo de peces tratados y controles. La cuantificacion se realizo
mediante la incorporacion de timidina tritiada. Los resultados se muestran en las
figuras 7 y 8. Se observé un aumento de las CPM en el caso de las células
aisladas del riibn de los peces del grupo tratado con VP1r y montanide
respecto al control, asi como también del grupo inmunizado solo con VP1r
(Figura 7). De la misma manera en el bazo, VP1r mas montanide y VP1r en
suero fisioldgico, mostraron un aumento en las CPM cuando las células son re-
estimuladas in vitro, no hubo cambio en los otros grupos controles (Figura 8).
Estos resultados sugieren que VP1r induce proliferacion de linfocitos
especificos. Para corroborar que la proliferacién fue antigeno-especifica, un
grupo de truchas fueron inmunizadas con VP1lr y montanide y fueron re-
estimuladas in vitro con ovalbumina (OVA), no observandose diferencias en las
CPM entre el grupo estimulado in vitro y su respectivo control sin estimular

(Figuras 7 y 8).
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Figura 7. Proliferacion antigeno-especifica de células de riiidbn de trucha
arcoiris con diferentes tratamientos. Leucocitos provenientes de peces
inmunizados por 72 horas con VP1r o con OVA. La proliferacion se midio
mediante incorporacién de timidina tritiada (> H). Cada valor representa el valor
el promedio de 5 peces en duplicado. Los resultados estan representados en
cuentas por minuto. ANOVA no paramétrico (Kruskal Wallis) entre el grupo
control y los tratamientos (*P < 0,05).
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Figura 8. Proliferacion antigeno-especifica de esplenocitos de trucha
arcoiris con diferentes tratamientos. Leucocitos provenientes de peces
inmunizados por 72 horas con VP1r o con OVA. La proliferacion se midi6é
mediante incorporacién de timidina tritiada (* H). Cada valor representa el valor
el promedio de 5 peces en duplicado. Los resultados estan representados en
cuentas por minuto. ANOVA no paramétrico (Kruskal Wallis) entre el grupo
control y los tratamientos (*P < 0,05).
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6.5. Andlisis de la expresion de citoquinas en los peces

tratados

Con el objetivo de estudiar el tipo de respuesta inmune que es capaz de inducir
la proteina VP1r se escogio examinar la expresion de los genes de IFNy, IL-12
y T-bet como genes caracteristicos de la respuesta Thl, IL-4/13A, y GATA-3
como marcadores caracteristicos de la respuesta Th2. El resultado de la
expresion transcriptdmica de estos genes analizados en los diferentes grupos

experimentales se muestra en las figuras 9 a la 12.

En el rifidn aislado de los peces inyectados con VP1ry montanide se indujo un
aumento de transcritos de las citoquinas IFNy, IL-12 y t-bet respecto al grupo
control (peces inyectados con montanide). En tanto, la expresién en el rifidn de
los peces inyectados con VP1r disuelto en suero fisiologico y los inyectados
Unicamente con montanide no arrojo diferencias significativas (figura 9). En el
bazo, la proteina VP1r en montanide aumento la expresion IFN-y, e IL-12 (figura
10). Los resultados indican que la proteina VP1r de IPNV indujo un aumento de
la expresion transcriptomica de las citoquinas de la respuesta tipo Thl tanto en
el riidn como en el bazo de las truchas tratadas. De manera similar, en el rifion
se produjo un aumento significativo de del gen IL-4/13A en peces tratados con
VP1r mas montanide comparado a su control (Figura 11), VP1r por si sola (sin
adyuvante) también generd un aumento de IL-4/13A, pero no de GATA-3. En el
bazo, los resultados fueron similares a los obtenidos en el rifion, es decir, VP1r
administrado con montanide indujo un aumento de la expresion de IL-4/13A,
aunque no hubo un aumento significativo de los niveles de GATA-3 (Figura 12).
VP1r sin adyuvante igual indujo un aumento de los transcritos de 1L-4/13 A.
Estos resultados muestran que la proteina VP1r recombinante del virus IPNV
administrada en las truchas produce un aumento de la expresion
transcriptomica de la citoquina caracteristica de la respuesta tipo Th2 tanto en

rindn como en el bazo de las truchas tratadas.
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Figura 9. Niveles de transcritos de genes marcadores de respuesta Thl en
el rindn de truchas arcoiris. La expresion de los transcritos se realizd
mediante gRT-PCR 72 h después de la ultima inmunizacién. Los resultados
estan expresados en 27-(delta Ct). Las diferencias estadisticas se determinaron
mediante un ANOVA no paramétrico (Kruskal Wallis) entre el grupo control y los
tratamientos (*P < 0,05).
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Figura 10. Niveles de transcritos de genes marcadores de respuesta Thl
en el bazo de truchas arcoiris. La expresion de los transcritos se realizé
mediante gRT-PCR 72 h después de la ultima inmunizacién. Los resultados
estan expresados en 27-(delta Ct). Las diferencias estadisticas se determinaron
mediante un ANOVA no paramétrico (Kruskal Wallis) entre el grupo control y los
tratamientos. (*P < 0,05).
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Figura 11. Niveles de transcritos de genes marcadores de respuesta Th2
en el rindn de truchas arcoiris. La expresion de los transcritos se realizo
mediante gRT-PCR 72 h después de la dltima inmunizacion. Los resultados
estan expresados en 27-(delta Ct). Las diferencias estadisticas se determinaron
mediante un ANOVA no paramétrico (Kruskal Wallis) entre el grupo control y los
tratamientos. (*P < 0,05).
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Figura 12. Niveles de transcritos de genes marcadores de respuesta Th2
en el bazo de Truchas arcoiris. La expresion de los transcritos se realizd
mediante gRT-PCR 72 h después de la dltima inmunizacion. Los resultados
estan expresados en 2”7-(delta Ct). Las diferencias estadisticas se determinaron
mediante un ANOVA no paramétrico (Kruskal Wallis) entre el grupo control y
los tratamientos. (P < 0,05).
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7. Discusion

En este trabajo demostramos que la proteina VP1r de IPNV es una proteina
inmunogénica en trucha arcoiris. VP1r genero proliferacion linfocitaria antigeno-
especifica y un aumento en la expresion de transcritos tanto de Th1 (IFNy y T-

bet) como de Th2 (IL-4/13A) en relacién al grupo control.

La deteccion de la proliferacion de linfocitos T inducida por el antigeno es
considerada el sello que caracteriza la activacion linfocitaria. Como en los
mamiferos, se piensa que los linfocitos T de los peces se pueden activar por el
reconocimiento del antigeno y que éstos proliferan y se diferencian, aunque no
se sabe si se producen subpoblaciones T helper separadas en este evento. De
hecho, no hay muchas evidencias de que los linfocitos T de los peces proliferen
en respuesta al antigeno. Algunos reportes han sido realizados en ginbuna
(Toda et al., 2011), y en ellos se concluye que luego de la re-estimulacién con
ovalbumina los linfocitos T CD4+ fueron capaces de proliferar. Nosotros hemos
observado también proliferacion de linfocitos T, en respuesta a la estimulacién
con ovalbumina (Maisey et al., 2016). En ese caso, se observé que luego de
inmunizar truchas con ovalbumina, los linfocitos T proliferaron luego de ser re-
estimulados in vitro. En otros trabajos también se ha logrado estudiar la
proliferacion leucocitaria mediante la estimulacion in vitro con concanavalina A
(ConA) (Sizemore et al., 1984), y cuyos resultados mostraron que células IgM-

en presencia de macrofagos y ConA, fueron capaces de proliferar.

En este estudio hemos evaluado la respuesta de los linfocitos T de la trucha
contra VP1r midiendo la proliferacion en los peces respondedores por la
incorporacién de *H-timidina. Como la frecuencia de precursores respondedores
para un antigeno particular es baja in vivo, la deteccion de la respuesta
mediante esta técnica requiere de re-estimulacién in vitro. Los resultados

mostraron que efectivamente hay en los peces inmunizados linfocitos
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respondedores y dicho de otra manera, VP1r es en este sentido una proteina
inmunogénica para la trucha ya que induce proliferacion linfocitaria al ser

administrada intraperitonealmente a los peces.

Aunque la técnica de incorporacién de >H-timidina es muy sensible, tiene
limitaciones ya que no es posible distinguir la poblacion linfocitaria
respondedora. Por esta razon, quisimos determinar mediante citometria de flujo
si se observaban cambios en la poblacion linfocitaria CD4+, que en las truchas
debiera corresponder a los linfocitos T helper (Maisey et al., 2016). Dado que se
observo proliferacion, nosotros esperdbamos que los porcentajes de linfocitos
marcados fueran mayores en el grupo tratado con la proteina recombinante, al
ser los linfocitos T CD4+, una de las principales poblaciones linfocitarias
respondedoras. Sin embargo, la citometria de flujo no mostré6 cambios
apreciables en los porcentajes de linfocitos T CD4+ de trucha cuando esas son
inmunizadas con VP1r. Es importante recalcar que este analisis fue realizado
en porcentajes de células positivas respecto a la poblacion linfocitaria total, por
lo que un aumento de igual proporcién en la poblacion linfocitaria podria
enmascarar el efecto. Es recomendable realizar un andlisis cuantitativo para
verificar los resultados obtenidos 0 contar con otros anticuerpos marcadores de
las poblaciones linfocitarias T CD8 y CD3, y marcadores de células mieloides.
Estos dltimos andlisis deberan esperar el desarrollo de los anticuerpos contra
este tipo de marcadores o la disponibilidad a través de colaboraciones en el

caso de que estos existan (Fischer et al., 2003; Korystar et al., 2013)

La estandarizacion de otras técnicas para medir proliferacion linfocitaria en
trucha arcoiris como la marcacibn con éster succinimidilico de
carboxifluoresceina (CFSE), que se analiza mediante citometria de flujo,
permitiria detectar simultaneamente el marcador de linfocitos y la proliferacion
de una poblacién en particular (Dalgaard et al., 2010). La técnica de deteccién
de proliferacion mediante CFSE ha sido exitosamente utilizada diferentes

especies de peces (Toda et al, 2009; Hohn y Petrie-Hanson, 2012; Nunez-Ortiz
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et al., 2014). Poder medir la proliferacion linfocitaria en respuesta al
reconocimiento antigénico, en conjunto con la marcacion de las subpoblaciones
es sin duda una interesante posibilidad de estudiar la inmunidad mediada por
células en los peces teleosteos, cuyo conocimiento se ha visto retrasado por la
falta de herramientas, principalmente anticuerpos contra los diferentes

componentes y marcadores del sistema inmune.

Aunque no se identifico si la poblacion linfocitaria respondedora a VP1r era la
correspondiente a las células T CD4+, si se observd un aumento en la
expresion transcripcional de los genes IFNy, T-bet, e IL-4/13A que son
producidos por esta poblacién celular en los 6rganos linfoides de las truchas

estimuladas.

IFNy, citoquina de la respuesta Th1 y el factor de transcripciéon T-bet fueron
inducidos frente a la estimulacion con VP1r en las truchas arcoiris. En trucha
arcoiris se ha logrado identificar y caracterizar IFNy, ya que se logré inducir un
incremento en la produccién de oxido nitrico, intermediarios reactivos del
oxigeno y la expresion de transcritos de los genes de MHC Il en células de la
linea RTS-11 luego de la estimulacion con esta citoquina (Zou et al., 2005). En
lo que respecta a su propiedades antivirales, se ha descrito que es capaz de
inducir actividad antiviral tanto sobre el virus IPNV como en alfa virus (SAV)
cuando se utilizan lineas celulares (Sun et al.,, 2011). T-bet es uno de los
factores de transcripcion mas caracteristico de los linfocitos Thl. En trucha
arcoiris ya se ha descrito, y se ha observado que cuando se infectan truchas
con Tetracapsuloides bryosalmonae existe un aumento en la expresion tanto de
parte de IFNy como de T-bet, dando a entender que este factor estaria
implicado en la respuesta Thl (Wang et al., 2010). En otro trabajo, se separaron
pronefrocitos de truchas arcoiris mediante cell sorting y se evaluaron distintos
marcadores moleculares por RT-PCR. En las células CD8+ se observé la
expresion del factor T-bet en conjunto con Eomes a y b, siendo estos dos

ultimos marcadores de linfocitos T CD8+, las cuales han sido descritas en
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trucha arcoiris (Fischer et al., 2003; Takizawa et al., 2011). Como se ha descrito
anteriormente, IFNy tiene efectos similares a los descritos en vertebrados
superiores, por lo que a pesar de que no se demostrd directamente que se esté
produciendo y secretando esta citoquina, el aumento de los transcritos de IFNy
y T-bet sugieren que VP1r seria capaz de generar un efecto sobre los linfocitos

Th, promoviendo una respuesta tipo Th1l.

Es probable que la poblacion T CD4+ sea la poblacién respondedora como
ocurre en mamiferos, lo que puede ser demostrado aislando estas células
mediante sorting y analizando el perfil transcripcional en ellas. Para ello se
requiere separar la poblacion de linfocitos T CD4+ CD3+ respondedora,
analizando en ella la expresion de IFNy y de T-bet para determinar la

diferenciacion a linfocitos Th1l.

En relacion a la IL-12, otra citoquina caracteristica de la respuesta Thl, pero
producida por células mieloides (Zou y Secombes, 2016), s6lo se observo un
aumento de la expresion transcripcional en rifidon anterior y no en bazo. Esta
citoquina se compone de dos subunidades (p35 y p40). En trucha, se han
descrito dos variantes de esta citoquina; la p35/p40b y p35/p40c (Wang et al.,
2014). Se describe una expresion diferencial de los genes codificantes de las
subunidades de IL-12 de trucha, siendo p40c junto a p35 los que se expresan
mayoritariamente en los 6rganos inmunes (Wang et al., 2014). Se ha observado
que cuando se estimulan células de rifiébn anterior con rIL-12, los niveles de
expresion de IFNy aumentan luego de 6 h post estimulaciéon. En este estudio los
partidores detectan los transcritos de la subunidad p40c. Como hemos visto, los
efectos de IL-12 en peces teledsteos comparten muchas similitudes a las
evidenciadas en vertebrados superiores, y en consecuencia nuestros resultados
sugieren que VP1r es capaz de inducir probablemente en los macrofagos del
riidn de las truchas la expresién de IL-12, potenciando la respuesta tipo Thl

entre otras funciones inmunes.
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A pesar de que no se demostro la produccién y secrecion de las citoquinas IFNy
e IL-12 por la falta de anticuerpos necesarios para esta evaluacion, el aumento
de la expresion transcripcional de estas citoquinas y de T-bet ante el desafio de
las truchas con VP1r indica que se produce con este antigeno una respuesta
tipo Thl. Esto podria también correlacionarse con la activacion de macréfagos
productores de IL-12 y probablemente de linfocitos T CD8+, que son
responsables de la respuesta celular antiviral en los vertebrados superiores

(Murali-Krishna et al., 1998), y también probablemente en peces.

Por otro lado también se observo un aumento de I1L-4/13A, marcador de Th2, en
el rifibn y bazo de las truchas inmunizadas con VP1r. En peces se han descrito
dos formas de la IL-4/13 (A y B). En esta tesis se ha evaluado la expresion
transcripcional de 1L-4/13A, ya que esta isoforma ha sido la mas estudiada en
trucha arcoiris y es la que posee una mejor expresion basal en varios tejidos y
linfocitos B, mientras que la isoforma IL-4/13B posee una expresion menor en
los distintos tejidos y no se encuentra en linfocitos B. IL-4/13B esta presente en
macrofagos de la linea RTS-11, en macréfagos primarios y en células de rifién
anterior (Wang et al., 2016). Se ha demostrado que IL-4/13A es capaz de
inducir por ejemplo aumento en los linfocitos B IgZ-2+ (Hu et al., 2010) e IgM+
(Zhu et al., 2012) en sangre periférica. En vertebrados superiores los linfocitos
B son capaces de producir un mayor nimero de isotipos de inmunoglobulinas y
se producen mediante el cambio de isotipos (Coffman et al., 1993). La
interleuquina 4 juega un papel importante en este fendbmeno. En los peces no
existe el cambio de isotipos ya que los genes de IgM, IgT e IgD estan
codificados en diferentes cromosomas (Warren, 1995), por lo que no se sabe si
la IL-4/13 tiene alguna relacion con la presencia de uno u otro isotipo. Por lo
tanto, los antecedentes sugieren que VP1r podria producir un aumento de los
niveles tanto de IgM como de IgZ a través del aumento en la expresion de IL-
4/13 A, hecho que podria también evaluarse en nuestros experimentos. IL-4/13

A podria también favorecer un aumento en la capacidad fagocitica o en la
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expresion de sus propios receptores como hemos observado en nuestro

laboratorio (Imarai, comunicacion personal).

Aungque nosotros creemos que en el aumento de transcritos propios de una
respuesta tipo Thl y Th2 participan los linfocitos T CD4+ de la trucha, no se
puede descartar que existan otros tipos celulares capaces de producir las
citoquinas y factores de transcripcion aqui estudiados. En vertebrados
superiores, existen células de la respuesta inmune innata con caracteristicas
gue las asemejan a los linfocitos T helper, denominadas ILC (células linfoides
innatas), las cuales pertenecen al linaje linfoide y que al igual que los linfocitos
T helper se divide en distintos grupos. El grupo 1 responde a IL-12, puede
expresar el factor T-bet de forma constitutiva y produce tanto IFNy como TNF.
El grupo 2 expresa constitutivamente altos niveles de GATA-3 y produce
citoquinas reguladoras como IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13. Ambos grupos tienen
bastantes similitudes con los subtipos linfocitarios Thl y Th2 respectivamente,
sin embargo las ILC no tienen una respuesta antigeno-especifica, debido a que
carecen de TcR (Sonnenber y Artis, 2015). En peces hasta el momento no se
han descrito estos tipos celulares, por lo que es tarea de futuros trabajos
indagar si estan presentes, ya que los peces teledsteos al ser un grupo
evolutivamente mas antiguo que los mamiferos, tienen una respuesta inmune

innata bien desarrollada.

Finalmente, los resultados de esta tesis indican que la proteina VP1r de IPNV
es capaz de inducir una respuesta tanto tipo Thl como Th2, siendo esta la

primera vez que se analizan estas propiedades para esta proteina.
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8. Conclusiones

Los resultados de la re-estimulacion antigénica in vitro indican que la proteina
VP1r de IPNV induce en el riidn y bazo de la trucha arcoiris proliferacion
antigeno-especifica y sugiere la activacion de una respuesta mediada por

linfocitos.

La proteina VP1r de IPNV induce una respuesta tipo Thl y Th2 en la trucha

arcoiris.
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