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1.1. LASPATOLOGIASINFECCIOSASEN PISCICULTURA.

Todos los cultivos intensivos de peces, como por gemplo, la produccién de trucha en
Europay EE.UU., de sdmén del Pacifico en EE.UU., de sdmén del Atlantico en Noruega, de la
carpa en Europa central, de anguilas en Japon, etc., tienen como principal problema, las
patologias infecciosas. Entre estas patol ogias cabe destacar |as de origen virico, especiamente las
rabdovirosis. Para estas enfermedades viricas actualmente no existen vacunas (DeKinkelin et al.,
1995; Leong et al., 1995), ni métodos terapeliticos eficaces y no es posible la detecciéon de
portadores asintomaticos (Leong y Munn, 1991; Leong et al., 1995; Leong y Fryer, 1993). En
1991 en Estados Unidos, € 52% (30,8 millones de ddlares) de la produccion se perdié como
resultado de enfermedades, la mayoria de origen virico (Leong et al., 1995) y en Europa se
calculan pérdidas de 50 millones ECUs anuales por septicemia hemorragica virica (SHV) (Olesen
y Korsholm, 1997) y otras patologias similares como la necrosis hematopoyeética infecciosa
(NHI). En Japodn las pérdidas econdmicas producidas por rabdovirosis alcanzan e mismo orden
de magnitud.

En la UE existen unas 1.700 piscifactorias dedicadas al cultivo de salménidos con una
produccion total superior a las 200.000 Tm/afio. Sdlo en Francia la SHV causa un 30-50% de
pérdidas anliales en tonelgje en las &reas infectadas. La amenaza de todos los rabdovirus sobre la
produccion europea es tal que se puso en marcha un programa de erradicacion (Doc. 90/495/EF)
(Hattenberg-Baudoy et al., 1995), que se esta llevando a cabo y que afinales de 1998, y cas sin
cambios en 1999, mostraba una sSituacion que se esquematiza en la Tabla 1 y en la Figura 1A
(Olesen, Aridl y Slierendrecht, 1998). El mercado potencia de una vacuna para la SHV en
Europa est4 estimado en unos 5 millones de ECUs/afio (se supone que serian necesarias ~ 7x10°
dosis, con un coste unitario de 7 ECUs). Una repercusion similar tendria la posible vacuna frente

alaNHI.
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Tabla 1.

Por centaje de aislamiento de virus en granjas, por paises (Olesen, Ariel y Slierendrecht,

1998).

Pais Z;gaigézgas VSHV VNHI VVPC EVX VNPI
Austria 10,5 27,7 55 25 - 55
Bélgica 50,7 29 20,5 - - -
Dinamarcd®  100,0 4,0 - - - 6,5
Finlandia 29,7 - - - - -
Francia 40,1 1,4 1,4 - - 23,1
Alemania 6,0 9,5 2,3 7,9 - 42,1
Irlanda’ 100,0 1,2 - - - -
Italia 26,7 6,3 13,7 - 0,5 11,2
Portugal 72,4 - - - - -
Espania 86,9 - - - - 11,8
Suecia 39,2 - - - - -
Holanda’ 1,3 - - + + +
Inglaterra 55,1 - - - - 22,4
Rep. Checa 84,0 - - 31 - 15
Idandia 51,2 - - - - -
Noruega 50,2 - - - - 38,5
Edovenia 66,6 3,7 13,7 - - -
Suiza 0,6 + + - - -
Media 48,8

-, No se detectaron muestras positivas.

+, los porcentajes fueron excepcional mente atos.

a, % de granjas ensayadas, nimero de granjas muestreadas durante 1997 / nimero tota de granjas.
b, & nimero de granjas muestreadas fue mayor que & nimero tota de granjas registradas en € pais.
¢, € nimero de granjas muestreadas fue excesivamente bagjo (no significativo).

VSHV, Virus de la Septicemia Hemorrégica Virica

VNHI, Virus de la Necrosis Hematopoyética Infecciosa.

VVPC, VirusdelaViremia Primaverd dela Carpa

EVX, Virus X delaAnguila

VNP, Virus de laNecrosis Pancredtica | nfecciosa (igud mente extendido por todo € mundo).
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Figura 1. Grado de infeccion por rabdovirus de los Estados Europeos participantes en e informe de
situacién de las enfermedades viricas en Europa de 1998 (Coll, 1999b; Olesen, Ariel y Slierendrecht, 1998)
(A) y estructura y genoma de VSHV (B). A, Se han clasificado los paises segln el porcentgje de granjas
positivas para rabdovirus calculado en la Tabla 1 (VSHV + VNHI + SVCV + EVX) en cuatro colores: blanco
(0%), amarillo (<5%), naranja (15-25%) y rojo (~50%). B, Izquierda, esquema de la morfologia de VSHV.
Derecha, perfil de proteinas de VSHV en gel de poliacrilamida, con sus pesos moleculares en kDa. Nx, variante
génicade N (Basurco et al., 1991). Abajo, disposicion de los genes en € RNA vira y tamafio aproximado. Nv,
proteina no estructural.
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La produccion actual anua de la Acuicultura en Espafia esta repartida fundamentalmente
entre la piscicultura de la trucha (20.000 Tm/afio) y € cultivo del mejillon (200.000 Tm/afio)
(Coll, 1988). El resto, actualmente de menor importancia aunque en aumento, se reparte entre la
Acuicultura marina: cultivo de peces (lubina, dorada, rodaballo y salmon), otros moluscos (ostra)
y crustaceos (langostino) y la repoblacion de rios y lagos con especies como latenca, la carpa o el
cangrejo de rio. El potencia futuro de la produccion de la Acuicultura en Espafia se estima en
unas 865.000 Tm/afio (Coll, 1988). En Espafa la produccién anual de salmonidos supone ~ 100
millones de truchas y unaimportacion anua de 200-400 millones de huevos que entran en Espafia
procedentes de otros paises sin apenas controles sanitarios.

De todos los virus de peces actualmente conocidos, los rabdovirus (Leong et al., 1995)
junto con los birnavirus (McAllister et al., 1991) constituyen € grupo mas numeroso. Aungue ya
se han descrito més de 20 tipos de rabdovirus de peces, la mayoria no han sido caracterizados
todavia (Frerichs, 1989) (Tabla 2). Los rabdovirus tienen mayor incidencia econémica que los
birnavirus porque causan elevada mortalidad en adultos. Sus aislamientos reflgan la evolucion

geogréficadel cultivo intensivo de peces durante las Ultimas décadas.
1.2. PRINCIPALES RABDOVIRUS DE PECES.

Virus de la Septicemia Hemorragica Virica (VSHV). El virus de la SHV o virus de
Egtved, es endémico en Europa y afecta a varias especies cultivables tales como la trucha, €
salmon coho, € salmoén chinook, el bacalao, € rodaballo, la anguila'y e arenque (Schlotfeldt et
al., 1991). Se han demostrado infecciones experimentales en lubina y rodaballo (Brafias, Coll y
Estepa, 1994), y se ha aidado en cultivos de rodaballo (Schlotfeldt et al., 1991), anguila,
lenguado y langostino (Liu, Hilleman y Kurth, 1995). Recientemente se ha aidado también en
Norteamerica a partir de salmén, bacalao y arenque (Brunson, True y Yancey, 1989; Hopper,

1989; Snow et al., 1999; Winton et al., 1991). Existen serotipos de referencia de VSHV
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Tabla 2.

Rabdovirus de peces.

Virus Origen Tamafio® (nm)  Temp® (°C) Lineacelular

VSHV

Virus de la Septicemia Trucha Arco iris 198x68 6-18 R,F.EC
Hemorragica Virica Oncorhynchus mykiss

VNHI

Virus de laNecrosis Salmén Sockeye 156x82 13-18 R,F.EC
Hematopoyética Infecciosa Oncorhynchus nerka

VVPC

VirusdelaViremia Carpa comin 140x77 4-32 R,F.EC
Primavera dela Carpa Cyprinus carpio

PFRV

Rabdovirus Tenca 125x80 21-28 R,F.E
delaTenca Exos lucius

EVA

Virus A Anguila americana 134x79 10-29 R,FEB
delaAguila Anguilla rostrata

EVEX

Virus X dela Anguila europea 134x79 10-29 R,F.E.B

Anguila Europea Anguilla anguilla

CUSR

Rabdovirus del Sindrome  Bacaao Atlantico 155x65 14-16

Ulcus del Bacalao Gadus morhua (R,F,B)
RGPR

Rabdovirus de la Perca Perca Rio Grande - 23-33 R,F.B
Rio Grande Cichlasoma cyanogutatum

EVB

Virus By, Anguila europea 185x75 10-20 E
delaanguila Anguilla anguilla (R)

RS

Rabdovirus Trucha Arco iris 135x65 18-20 R,F.E
del Salmon Oncorhynchus mykiss

PR

Rabdovirus Perca 200x100 13-15 R

de laPerca Perca fluviatilis (BE)
HRV

Rabdovirus de la Platija Platija Japonesa 190x80 5-20 R,F.E.B
(R. olivaceus) Paralichthys olivaceus ©
UDRV

Rabdovirus de la Striped snakehad 120x80 25-30 B
Enfermedad Ulcerativa Ophicephalus striatus (CE)

& Los tamarios se dan como medias de varios autores seglin datos recopilados por Frerichs (Frerichs, 1989).
® Rango de temperaturas de replicacion e infeccion viral.
¢, Lineas celulares susceptibles (sin paréntesis) y refractarias (con paréntesis). R=RTG-2, E=EPC, F=FHM, C=CHSE, B=BF2.
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definidos por seroneutralizacion con anticuerpos policlonales (AcPo), F1, F2, 23.75y quizés el F4
(DeKinkelin et al., 1977; Hattenberg-Baudoy et al., 1995; Olesen, Lorenzen y Jorgensen, 1993;
Vestergaard-Jorgensen, 1972). En Espafia se han aislado y estudiado cinco brotes de VSHV F1
(Basurco y Coll, 1989; Basurco y Call, 1992). Se ha secuenciado su genoma completo (Heike,
Egbert y Mettenleiter, 1999).

Virus de la Necrosis Hematopoyética Infecciosa (VNHI). Se han estudiado las
caracteristicas de crecimiento, sus proteinas, su tipge con T1 (Oshima et al., 1993), se ha
comparado las secuencias y reaccion con AcMo (LaPatra, Lauday Jones, 1994) de muchos de los
aislados, pero silo se ha observado un Unico serotipo. Se ha secuenciado su genoma completo
(Morzunov, Winton y Nichol, 1995; Oshima et al., 1995; Schutze et al., 1995). El VSHV
originario de Europa (DeKinkelin, 1972) es similar al VNHI originario de Norteamérica, pero no
tienen reacciones cruzadas de seroneutralizacion. Hace pocos afios se detectd por primera vez
NHI en Francia (Baudin, 1987) y en Italia (Bovo et al., 1987). En 1991 se detecto en los Pirineos
franceses (Dr. J. Adroit, O.I.E.) y en 1993 en Espafia en coinfecciones con VNPI (Rodriguez et
al., 1995; Vilas, Rodriguez y Pérez, 1994).

Virus de la Viremia Primavera de la Carpa (VVPC). En este grupo se incluyen aislados
de carpay otros aislados de peces de agua dulce templada de Europa. Aunque se han encontrado
reacciones serolOgicas cruzadas entre VVPC y e rabdovirus de la tenca (PFR), sus secuencias
gendmicas parecen confirmar que se trata de virus diferentes (Bjorklund, Higman y Kurath, 1996;
Johnson et al., 1999). El VVPC se detecté simultaneamente por primera vez en varios pantanos
del centro de Espafia en 1990 (Marcotegui et al., 1992).

Rabdovirus de la Tenca (PFRV). Laposible relacion entre VVPC y PFRV hacen deseable
la redlizacion de més estudios, principalmente a nivel de secuenciacion, con objeto de poder
establecer una posible relacion entre ambos virus y la diversidad existente para los aislados de

cadavirus (Bjorklund, Higman y Kurath, 1996).
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Rabdovirus de la Platija (HRV). Puede diferenciarse de otros rabdovirus de peces
mediante seroneutralizacion. Los distintos aislados de HRV de diferentes especies de peces
cultivadas en Jap6n son bioguimica y serol6gicamente indistinguibles. Por otra parte, HRV
comparte antigenos con varias proteinas de VNHI (glicoproteina, nucleoproteina, proteina de
matriz) y con la glicoproteinade VSHV.

Rabdovirus de la Anguila. Entre los aislados de rabdovirus de anguila existe un tipo
Vesiculovirus (EVEX, EVA, C30, B44 y D13) y un tipo Lyssavirus (L59, B12 y C26) (Castric et
al., 1992). Aunque son bioquimicamente (perfil de proteinas) y serolégicamente diferentes, alin
no existen suficientes estudios serolégico-bioquimicos que puedan definir correctamente la
relacion entre estos dos tipos de rabdovirus de anguilas.

Rabdovirus de la Enfermedad Ulcerativa (UDRV). Este virus tiene un patron
electroforético de proteinas tipico de Lyssavirus y se distingue de VNHI, VSHV, HRV, VVPC o
PFRV mediante seroneutralizacion.

Rabdovirus del Langostino (PRSV). Aunque |os langostinos son crustéceos, son un grupo
de animales acuéticos que también son huéspedes de los rabdovirus. Se han hecho estudios
serolégicos y estructurales que diferencian a PRSV de los rabdovirus de peces (Lu y Loh, 1994;

Lu, Lohy Nadala, 1994).
1.3. LOSRABDOVIRUS DE PECES.

1.3.1. Taxonomia e infeccién viral. El VSHV y & VNHI pertenecen d género
Lyssavirus, dentro de la familia Rabdoviridae, compuesta por virus con RNA monocatenario no
segmentado y de polaridad negativa. La familia comprende cinco géneros, en base a rango del
hospedador, presencia de genes suplementarios 'y lugar de replicacion del virus dentro de la célula.
Estan mas ampliamente distribuidos en la naturaleza que otras familias (infectan tanto vertebrados
como invertebrados y plantas). Los rabdovirus de peces, a igua que e virusdelarabia(RV) y €

de la estomatitis vesicular (VSV), permanecen confinados a vertebrados (Fields et al., 1996).
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En rabdovirus, la infeccion se inicia por union de éste a receptores especificos en la
membrana externa del huésped y continla con una fusén de membranas dependiente de una
bajada de pH después de que € virus ha sido introducido en e citoplasma de la célula por
endocitosis (Coll, 1999a). Se replican en € citoplasma de las células que infectan y los viriones
maduran y brotan por gemacion en la superficie celular. La infeccion termina con lisis celular
(Wagner y Rose, 1996).

1.3.2. Morfologia viral y estructura molecular. La particula viral, de ~170x80 nm, se
compone de una nucleocdpsida interior, que encierra una Unica molécula de RNA monocatenario
de polaridad negativa y una envoltura exterior en forma de bala, compuesta por una membrana
lipoproteica y unas espiculas de proteina que se proyectan hacia € exterior de ésta (Figura 1B).
Componen € virus las proteinas L, G, N, M1y M2. LaproteinaL (190 kDa), asociada al RNA
virico, tiene actividad transcriptasay replicasa. La G (65 kDa) es una glicoproteina que forma las
espiculas triméricas, responsables de la produccién de anticuerpos (Ac) neutraizantes. La
nucleoproteina N (40 kDa) de la nucleocdpsida es la proteina mayoritaria.  En VSHV se ha
descrito ademés una proteina Nx relacionada antigénicamente con la proteina N, cuya funcion se
desconoce (Basurco et al., 1991). La fosfoproteina M1 o P (19 kDa) esta asociada a la
polimerasa L. La proteina M2 o M (25 kDa) puede estar situada bien arededor de la membrana
lipidica o en d interior de la nucleocapsida (Barge et al., 1993). En VSHV y VNHI existe una
proteina no estructural NV (12 kDa) no descrita en otros rabdovirus (Basurco y Benmansour,
1995; Basurco, Yuny Hedrick, 1993; Kurath, Higman y Bjorklund, 1995).

1.3.2. Biologia molecular. El genoma esta constituido por una molécula de RNA
monocatenario de polaridad negativa. El de VSHV tiene ~11.000 bases (Hill et al., 1975) y un
peso molecular de 5-6,4x10° kDa (Enzmann, Maier y Bigott, 1981). El orden de los genes en €
RNA es 3 N-M;-M,-G-NV-L 5. Se ha secuenciado el genoma completo del VNHI (Jorgensen
et al., 1995; Morzunov, Winton y Nichol, 1995; Nichol, Rowe y Winton, 1995; Oshima et al.,

1995; Schutze et al., 1995), del VSHV (Heike, Egbert y Mettenleiter, 1999) y partes importantes
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dd VVPCy ddl HRV (Bjorklund, Higman y Kurath, 1996). Ademas ya se han publicado varios
estudios comparativos de secuencias (Kurath, Higman y Bjorklund, 1995; Morzunov, Winton y
Nichol, 1995; Nichol, Rowe y Winton, 1995) y se trabaja en la obtencién de virus infectivos tanto
de VNHI, como de VSHV a partir de cDNA mediante tecnologias de genéticareversatal y como
se ha conseguido ya con €l virus de larabia (RV) y con € virus de la estomatitis vesicular (VSV)

(Mebatsion et al., 1996; Schnell, Mebatsion y Conzelmann, 1994; Whelan et al., 1995).
1.4. LA GLICOPROTEINA G DE LOSRABDOVIRUS.

Los rabdovirus poseen una Unica glicoproteina (G) que se asocia formando unos 450
homotrimeros por virion (espiculas de 83 A), distribuidos por la envuelta lipidica que lo rodea
(Gaudin et al., 1993). La G es responsable de la unién del virus a los receptores celulares
(Bjorklund, Higman y Kurath, 1996), contiene las propiedades de fusion del virus detectables a
pH < 6 (Estepa y Coll, 1996a; Gaudin et al., 1993; Konieczko, Whitaker-Dowling y Widnell,
1994; Lecocg-Xhonneux et al., 1994; Lorenzen y Olesen, 1995) e induce la formacion de Acs
neutralizantes de virus en e huésped (Lorenzen, Olesen y Vestergaard-Jorgensen, 1990). Los
mondémeros de G poseen una secuencia de unos 500 aa en la que se pueden distinguir las
siguientes regiones. un péptido sefid hidrofébico, un dominio extracelular, un dominio
hidrofébico transmembranal no glicosilado resistente a proteasas (5 kDa) y un dominio
citoplasmatico en el extremo carboxi termina (Coll, 1995b) (Figura 2).

El RNAm de la G, se traduce como un precursor no glicosilado de 63 kDa.. Tanto
durante la traduccion como una vez finalizada ésta, la G sufre glicosilacion, plegamiento y
acilacion. La inhibicion de la glicosilacion da lugar a agregados ma ensamblados, complejos
entrelazados por puentes disulfuro y a fenotipos sensibles a temperatura (Doms et al., 1987). En
VSHV se han mapeado los puentes disulfuro y secuenciado los grupos de glicosilacion (Einer-

Jensen et al., 1998).
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Figura 2. Localizacion de dominios en la glicoproteina G de VSHV. ------------ , Perfil de hidrofobicidad
predicha con el programa ANTIGEN (PCGene package). @, Cisteinas. [, Carbohidratos. I, Regiones de
héptadas hidrofdbicas repetidas (Coll, 1995c). , Regiones de union a fosfatidilserina (PS) (Estepay Call,
1996a). , Regiones que unen péptidos biotinilados correspondientes a las héptadas repetidas. L—J |
Puentes disulfuro (Einer-Jensen et al., 1998). WM, Péptido sefia hidrofébico y dominio hidrofébico
transmembranal. , Dominio extracelular y dominio citoplasmatico (extremo carboxi terminal). Se ha
descrito la region de mayor variabilidad entre los aminoacidos 260 a 300 de la secuencia de G de VSHV
(Benmansour et al., 1997).
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Existen importantes diferencias antigénicas entre monoméros aislados y mondmeros
ensamblados (trimero), por lo que este fendmeno se debe tener en cuenta a la hora de desarrollar
una posible vacuna (Doms et al., 1993). Ademés en rabdovirus de peces la conformacion de la G
es dependiente de la temperatura (Cain et al., 1999).

La acilacion de la G con é&cidos grasos, locaizada en € dominio citoplasmatico se ha
demostrado en RV (Gaudin et al., 1991) y en VSV (Magee et al., 1984). La G del VSHV tiene
un peso molecular de 65 kDa que se reduce a 55 kDa por deglicosilacion (Bernard et al., 1990).
Su cDNA tiene aproximadamente, unos 1,5 Kb que codifican para 507 aa (Thiry et al., 1991a;
Thiry et al., 1991b).

Otro tipo de ensayos a nivel celular comienzan a identificar |os receptores celulares para
rabdovirus. Asi, laregion que comprende los aminoacidos 170 a 225 dela G del RV es homologa
a las regiones de proteinas venenosas de serpientes que unen el receptor de la acetilcolina (AchR)
(Tordo et al., 1993). Ademas, la G ddl RV se une a AchR y funciona como su antagonista
(Hanham, Zhao y Tignor, 1993). Confirmando que e AchR puede ser uno de los receptores del
RV, se ha demostrado que anticuerpos policlonales (AcPo) frente a anticuerpos monoclonales
(AcMo) neutralizantes del RV se unen a AchR (Hanham, Zhao y Tignor, 1993). Otra
aproximacion reciente es la generacién de AcMo anti-receptor celular, que neutralizan la actividad
viral. Se han generado tres AcMo frente a la linea celular de pez RTG-2, seleccionados por su
capacidad de proteger las células de la infeccion por VSHV. La inmunoprecipitacion de las
proteinas de membranas celulares con estos AcMo muestran que la molécula diana consiste en un
complejo heterodimérico (dos proteinas de 200 y 47 kDa). Este complejo es € més abundante en
musculo de truchay € componente de 200 kDa resulta idéntico a lafibronectina de trucha. Se ha
demostrado también que & VSHV purificado puede unirse a fibronectina de trucha purificada.
Los AcMo anti-receptor son capaces de bloquear lainfeccion de un amplio panel de rabdovirus de
peces no relacionados antigénicamente (PFRV, EVEX, VVPC) y todos los serotipos de VSHV y

VNHI, sugiriendo que todos interaccionan con la misma molécula (Bearzotti et al., 1999). La
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fibronectina es una proteina dimérica de 400 kDa unida por puentes disulfuro, que se encuentra en
formafibrilar insoluble y en forma soluble en e plasma. Es un componente funcional en procesos
de adhesion célula-célula, coagulacidn sanguineay cicatrizacion de heridas (Sadaghiani, Crawford
y Vidkind, 1994). Se ha demostrado también que un complegjo proteinico que contiene
fibronectina interactia con RV (Broughan y Wunner, 1995). Debido a que otros autores han
identificado & AchR como la diana inicial de este virus (Bracci et al., 1997; Gastka, Horvath y
Lentz, 1996; Lentz et al., 1986; Lentz et al., 1982) es interesante ademés resdtar que la
fibronectina se encuentra entre las moléculas que interaccionan con e AchR (Dimytrenko y
Bloch, 1993). Estos experimentos sugieren la posibilidad de que existan receptores multiples de
los rabdovirus. La caracterizacién completa del receptor/es celular/es de rabdovirus asi como €
mapeo en la G de los dominios implicados en € reconocimiento de sus receptores son aln
cuestiones abiertas (Coll, 1999a).

Se han localizado en la secuencia de la G de todos los rabdovirus (RV, VSV, rabdovirus
de peces y plantas) al menos dos regiones de varias héptadas (abcdefg) con aminoécidos
hidrofébicos en posiciones ad. Estas regiones estén relacionadas topogréficamente con los
[lamados péptidos de fusion identificados por mutagénesisen RV y en VSV (Durrer et al., 1995;
Shokralla, Chernish y Ghosh, 1999). La G del VSHV es singular a este respecto ya que en ella
existen tres regiones de héptadas hidrofdbicas (Figura 2) (Coll, 1995c¢). Debido a que en otros
virus los péptidos sintéticos correspondientes a héptadas hidrofbicas son potentes inhibidores de
su infecciones (Kazmierski et al., 1996; Lambert et al., 1996; Rabenstein y Shin, 1995; Yao y
Compans, 1996), es posible que suceda lo mismo en los rabdovirus. Ello abriria posibles
aplicaciones terapelticas, especialmente en €l caso de |os rabdovirus de peces.

Utilizando ensayos de ligamiento en fase sdlida, se ha podido identificar un dominio de
interaccion con fosfolipidos localizado en las héptadas hidrofébicas de VSHV (Coll, 1996; Estepa
y Coll, 19963a; Estepay Coll, 1996b) (Figura 2). Existe ademas una dependencia de pH similar en

la interaccion con fosfolipidos y en la fusén vira con la céula (Gaudin, DeKinkelin y
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Benmansour, 1999; Lecocg-Xhonneux et al., 1994) y anticuerpos anti-dominio inhiben la fusion
(Estepay Coll, 1997b). El significado biolégico de estas interacciones in vitro esté actualmente

en estudio (NUfiez et al., 1998).
1.5. RESPUESTA INMUNE FRENTE A RABDOVIRUS.

A nivel de organismo, se desconoce actualmente € tejido de entrada de los rabdovirus en
los peces. Estudios inmunohistogquimicos recientes proponen e esdfago como la zona de entrada
de los rabdovirus (Helmick et al., 1995), pero éstos son incipientes y falta todavia la confirmacion
de sus conclusiones. Los tipos de respuesta inmune frente a infecciones viricas que se han
estudiado en peces han sido la produccion de interferon, la liberacion de Acs en sangre y la
respuesta celular de memoria (Lorenzen, Olesen y Koch, 1999).

1.5.1. Interferén. La produccion de interferon en trucha arco iris puede proteger a los
peces de lainfeccién con VNHI, VSHV y VNP, (Congleton y Sun, 1996; DeKinkelin y Dorson,
1973; Dorson, De Kinkdin y Torchy, 1992; Renault, Torchy y De Kinkelin, 1991 ; Rogel-
Gaillard, Chilmonczyk y De Kinkelin, 1993; Snegaroff, 1993; Tama et al., 1993; Tengelsen,
Trobidge y Leong, 1991). El interfer6n de suero de trucha tiene un peso molecular de 26 kDa
(Dorson, Barde y De Kinkelin, 1975) y su sintesis viene determinada principalmente por la
temperatura del agua (11-15°C) y la virulencia del virus (Dorson y DeKinkelin, 1974). Se
sintetiza paralelamente a la viremia y acanza titulos méximos entre € cuarto y quinto dia post-
infeccion (DeKinkelin et al., 1977). La produccion de interferon induce a su vez la sintesis de
proteinas intracelulares (varias protein quinasas y las proteinas Mx), que inhiben la replicacion de
los virus. Los genes Mx se han encontrado en una gran variedad de organismos (humanos,
ratones, cerdos, pgjaros) incluidos los peces. Actualmente, se han caracterizado tres genes Mx en
trucha arco iris mediante amplificacién por PCR y posterior clongje y secuenciacion a partir del
RNA extraido de la linea celular RTG-2 por exposicion a VNHI o a RNA de doble banda

(Trobridge, Chiou 'y Leong, 1997; Trobridge y Leong, 1995).
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1.5.2. Anticuerpos (Acs). Otrarespuesta a la infeccion virica es la aparicion de Acs en
suero. Los Acs de samonidos que neutralizan e VSHV y e VNHI muestran especificidad
absoluta por la G (Engelking y Leong, 1989; Gilmore et al., 1988; Olesen, Lorenzen y
Vestergaard-Jorgensen, 1991; Xu et al., 1991). En € caso de las infecciones por VSHV se sabe
que: i) solamente & 54% de los supervivientes tienen niveles detectables de Acs neutralizantes
(Olesen, Lorenzen y Vestergaard-Jorgensen, 1991), ii) la mayoria de los supervivientes a una
primera infeccion sobreviven una segunda infeccion (Basurco y Coll, 1992), iii) después de una
segunda infeccion no se obtienen respuestas més dtas de Acs (Olesen, Lorenzen y Vestergaard-
Jorgensen, 1991) y iv) lainmunizacion de truchas con proteinas viricas recombinantes producidas
en E. coli hafallado (Estepa, Thiry y Coll, 1994; Lorenzen et al., 1993) a pesar de lainduccion de
Acs neutralizantes (Lorenzen et al., 1993).

Se han obtenido pocos AcMo neutralizantes anti-VSHV. Una de las causas podria ser la
pérdida de conformacién de la proteina nativa y por tanto, la pérdida de aquellos epitopos
dependientes de conformacion implicados en la neutralizacion (Coll, 1995a; Lorenzen, Olesen y
Vestergaard-Jorgensen, 1990; Sanz y Coll, 1992b). El nimero de epitopos neutralizantes y su
localizacion en la G del VSHV aln no se conoce, pero parecen existir tanto epitopos lineales
como no lineales, ambos libres de carbohidratos (Jorgensen et al., 1995; Lorenzen, Olesen y
Vestergaard-Jorgensen, 1990). Los AcMo neutralizantes no reaccionan con la G en presencia de
mercaptoetanol, por 1o que existen puentes disulfuro intracatenarios que deberian definir el/los
epitopo/s neutralizante/s (Lorenzen, Olesen y Vestergaard-Jorgensen, 1990; Olesen, Lorenzen y
Jorgensen, 1993). Se han mapeado recientemente las posiciones correspondientes a AcMo
neutralizante C10, mediante la secuenciacion de mutantes resistentes a la neutralizacion con
AcMo (mutantes MAR). La secuenciacion de dichos mutantes localiz6 sustituciones de aa
smulténeas, en las posiciones aminoacidicas 140 y 433. También se encontraron los mismos

cambios en variantes de VSHV atenuadas a altas temperaturas (Bearzotti et al., 1995). No se ha
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publicado ningun otro estudio de localizacién de mutantes MAR de VSHV, aunque € AcMo
neutralizante 3F1A 12 se ha mapeado en la posicion 253 (Lorenzen, comunicacidn personal).

Algunas evidencias muestran correlacion entre el reconocimiento por AcMo neutralizantes
in vitro con la capacidad de proteccion in vivo de fragmentos de la G clonados en VNHI (Xu et
al., 1991) y en VSHV (Estepa, Thiry y Coll, 1994; Lorenzen et al., 1993). Sin embargo, queda
mucho por hacer debido a los pocos estudios existentes sobre la antigenicidad de la G de los
rabdovirus de peces (Bearzotti et al., 1995; Estepa, Thiry y Coll, 1993).

Existe resistencia a la reinfeccion por parte de los peces supervivientes a VSHV. Sin
embargo, es dificil detectar Acs neutralizantes en todos los peces que han superado la
enfermedad, aunque su suero inyectado a truchas sanas confiere una proteccion parcia frente al
virus (DeKinkelin et al., 1977). De manera similar, los sueros procedentes de truchas resistentes
alainfeccion con un serotipo de VSHV son capaces de conferir resistencia frente a infecciones
con los otros serotipos (DeKinkelin y Bearzotti, 1981) y truchas resistentes a una infeccion con
un serotipo, resisten parcialmente la reinfeccion con otro serotipo (Basurco y Coll, 1992).

La duracion de lainmunidad mediada por Acs neutralizantes se mantiene a menos durante
4-6 meses (Noonan, Enzmann y Trust, 1995; Olesen y Vestergard-Jorgensen, 1986) (Figura 3A),
pero hasta e momento, no se ha detectado respuesta inmune anamnésica caracterizada por un
incremento del titulo de Acs, frente a una reinfeccion con VSHV (Cossarini-Dunier, 1985;
Olesen, Lorenzen y Vestergaard-Jorgensen, 1991).

La presencia de inmunoglobulinas (Igs) se detecta en salménidos desde los primeros
estadios del desarrollo embrionario, 1o que se interpreta como que, previamente a la sintesis,
existe transferencia pasiva de Acs desde la madre a los huevos (Castillo et al., 1991; Sanchez,
1992). Se ha descrito recientemente que peces hembras inmunizadas presentan Acs especificos en

ovarios y huevos (Castillo et al., 1993), sugiriendo que la inmunidad puede ser transferida de
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Figura 3. Duracion de los anticuer pos neutralizantes anti-VSHV en trucha después de una infeccion por
VSHV (A) y evolucion del peso de rifién y timo en funcién del peso corporal de la trucha (B). A, Se
infectaron truchas de 15-18 cm con VSHV. Lamortalidad fue nula en € caso de 6 truchas comunes y del 60% en
el caso de trucha arco iris. La sangre se extrgo de los 6 y 7 animales supervivientes durante 1 afio y se
determinaron los niveles de anticuerpos neutralizantes. En la Figura se expresa el porcentgje de sueros positivos a
cada tiempo ensayado después de lainfeccion. OO, trucha comin; 3% %4, trucha arco iris (Enzmann y Konrad,

1993). B, Los datos son de Ellis (Ellis, 1988b). Otros autores han publicado datos similares (Tatner y Manning,
1983). ®----@, timo. O-----O rifidn.
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madre a hijos (Oshima et al., 1995). S la inmunidad persiste en la progenie, mediante la
inmunizacién de las madres podria quedar protegida su descendencia (Oshima et al., 1995), pero
estos resultados son todavia muy preliminares.

Los niveles de anticuerpos neutralizantes de virus producidos en truchas después de la
inyeccion con pléasmidos que contienen la G son muy bajos, elevandose después de la exposicion
al virus (Traxler et al., 1999)

La respuesta de anticuerpos inducida contra |os rabdovirus en peces, puede evaluarse por
ELISA y por microneutralizacion. Lainducién de anticuerpos totales no conformacionales contra
la G del VSHV por medio de ELISA indirecto (Sanz y Coll, 1992a; Sanz y Coll, 1992c) se ha
ensayado utilizando G4 recombinante producida en levaduras (Estepa, Thiry y Coll, 1994) y €
anticuerpo monoclonal 1G7 anti-IgM de trucha (Sanchez, Coll y Dominguez, 1991). Los
anticuerpos neutralizantes anti-VSHV pueden ensayarse por medio de ensayos de
microneutralizacion (Lorenzo, Estepa y Coll, 1996) que permiten no sdlo una estimacion répida
(1 dia), sino también una pequefia cantidad de suero (10 L) con lo que se pueden ensayar hasta
los sueros de las truchas més peguefias.

1.5.3. Respuesta celular. Por ultimo, la respuesta anamnésica celular (Nakanishi et al.,
1999) se ha estudiado in vitro mediante ensayos de linfoproliferacion usando VSHV purificado
(Chilmonczyk, 1978), proteinas purificadas obtenidas de VSHV y proteinas recombinantes
expresadas en diferentes vectores (Estepa, Thiry y Coll, 1994). La G de VSHV purificada y
desnaturalizada estimul6 la linfoproliferacion tanto en cultivos de leucocitos de rifion de truchas
inmunizadas con VSHV como en truchas supervivientes a la infeccion pero no en truchas no
inmunizadas o no infectadas (Estepa, 1992; Estepay Coll, 1991b; Estepay Coll, 1992a; Estepay
Coll, 1992b; Estepa, Thiry y Coll, 1994). Ademas de la G, las nucleoproteinas N/Nx (Basurco et
al., 1991) mostraron también un efecto estimulador de la linfoproliferacién en e mismo tipo de
cultivos (Estepa 'y Coll, 1992b). Confirmando estos resultados, fragmentos recombinantes de la

G expresados en E. coli, Yersinia ruckeri (patégeno de trucha) y Saccharomyces cerevisiae
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estimularon respuestas linfoproliferativas in vitro en cultivos de leucocitos de truchas
supervivientes a la infeccion pero no en aquellos procedentes de truchas no infectadas (Estepa,
Thiry y Coll, 1994). Confirmando los resultados de los estudios mencionados, se han podido
obtener in vitro células hematopoyéticas de rifién de trucha dependientes en su proliferacion de la
proteina recombinante G4 expresada en levaduras. Estas células procedentes de truchas
supervivientes a la infeccion con VSHV expresan el receptor de clulas T de linfocitos de peces
(Estepa et al., 1996; Estepay Coll, 1997a; Estepa et al., 1999a).

La memoria inmunolégica celular (Estepa, Thiry y Coll, 1994; Lorenzo et al., 1995a;
Lorenzo et al., 1995b), a diferencia de los anticuerpos neutralizantes que duran en la sangre sélo
unos 3-4 meses, dura més de 1 afio (Estepa et al., 1999a; Estepa et al., 1996; Estepa y Coll,
19974), lo cua hace que estos ensayos sean mejores para estimar la duracion de la vacunacion s

pudiera establecerse una correlacién con los resultados de la contraprueba.
1.6. VACUNASFRENTE A RABDOVIRUS.

1.6.1. Dificultad de la vacunacion contra VSHV. Las vacunaciones contra los
patdgenos de los peces han tenido éxitos muy limitados, con la excepcion de tres enfermedades
bacterianas, la boca roja (Yersinia spp.) (Johnson, Flynn y Amene, 1982), la vibriosis (Vibrio
spp.) Yy la infeccion por Aeromonas spp. (Ellis, 1988a; Gudding, Lillehaugh y Evensen, 1999).
Esta dificultad es todavia mayor en el caso de los virus. Por gjemplo, solo se dispone de vacunas
experimentales inactivadas o atenuadas no comerciales para algunos virus (VVPC, herpes virus,
VSHV, VNP, etc.). En la actualidad solo existen algunas perspectivas de vacunas comerciaes
basadas en subunidades para VVPC, herpesvirus del pez gato (Awad, Nusbaum y Brady, 1989) y
el birnavirus de la necrosis pancredtica infecciosa (VNPI) (Christie, 1996). La vacuna frente a
VSHV debe ser no infecciosa, debido a problemas ambientales y regulaciones internacionales; por

lo tanto, obtenida por métodos de manipulacion genética (Lorenzen et al., 1993) o mediante
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péptidos sintéticos (Emmenegger et al., 1995; Leong y Fryer, 1993; Noonan, Enzmann y Trust,
1995).

1.6.2. Vacunas con VSHV inactivado o atenuado. Las primeras vacunas
experimentales frente a VSHV de las que se dispuso en estudios de laboratorio fueron vacunas
inactivadas con propiolactona, con propiolactona /formol (DeKinkelin y LeBerre, 1977), o con
rayos ultravioleta (Bernard y De Kinkelin, 1985). Se obtuvo proteccion frente a la infeccion a
aplicar estas vacunas por inyeccién intraperitoneal (con adyuvante), pero falaron cuando la
administracion fue por inmersion. Las vacunas vivas atenuadas, no presentan problemas de
antigenicidad y son adecuadas para la administracion ora pero existe € peligro de reversion a
formas virulentas (Leong y Munn, 1991). Actualmente no se permite € uso de vacunas vivas
atenuadas en Acuicultura (Leong et al., 1995). Experimentalmente, sin embargo, para e VSHV
se obtuvieron buenos porcentgjes de supervivencia después de una contraprueba con virus
virulento, usando como vacuna virus atenuado, bien por pases de cultivo en lalinea celular RTG-
2 (Vestergaard-Jorgensen, 1976) o por pases en cultivos a altas temperaturas F25 (Bernard y De
Kinkelin, 1985; DeKinkelin y Bearzotti, 1981). La virulencia de estas vacunas fue bgja (4-6%
mortdidad) y la estabilidad de los virus atenuados se demostré durante 20 pases in vivo
(Vestergaard-Jorgensen, 1981).

1.6.3. Vacunasrecombinantes contra VSHV. Unavacunano replicativa contra e virus
VSHV, consistente en subunidades recombinantes podria obtenerse por medio de:

i) La preparacion de proteinas viricas antigénicas producidas a partir de genes viricos
clonados y expresados en diversos vectores de expresion. Sin embargo, |0s extractos conteniendo
G producida en bacterias recombinantes tales como E. coli (Lorenzen et al., 1993), Aeromonas
salmonicida (Noonan, Enzmann y Trust, 1995) o Yersinia ruckeri (Estepa, Thiry y Coll, 1994),
solo fueron capaces de conferir una proteccion parcial a la contraprueba con VSHV. Por otra
parte, algunas regiones de la G de VSHV expresadas en células de insectos (L ecocg-Xhonneux et

al., 1994) utilizando baculovirus (Koener y Leong, 1990) y en levaduras (Estepa, Thiry y Call,
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1994), tampoco fueron capaces de inducir una proteccion total. En contraste con VSHV, para
VNHI si se ha desarrollado un prototipo de vacuna recombinante (Engelking y Leong, 1989;
Gilmore et al., 1988; Hsu, Engelking y Leong, 1986; Xu et al., 1991) mediante € clonge y
expresion en E. coli (Koener y Leong, 1990; Koener et al., 1987) del gen que codifica la proteina
G de este virus (Gilmore et al., 1988). Sin embargo dicha vacuna no se ha comercializado.

i) El uso de vectores vivos, viricos 0 bacterianos, como medio para presentar antigenos
viricos (Mebatsion et al., 1996; Zhang y Hanson, 1996) como por g emplo, los intentos de utilizar
la bacteria Aeromonas salmonicida para expresar epitopos de VSHV y de VNHI (Noonan,
Enzmanny Trust, 1995).

iii) Lasintesis quimica para producir péptidos correspondientes a epitopos relevantes en
la proteccion frenteaVSHV (Cornellis et al., 1996; Lorenzo et al., 1995b).

iv) La expresién de proteinas viricas antigénicas en plantas transgénicas, con buenos
resultados de expresion de proteinas de rabdovirus de mamiferos, tales como € de la rabia (RV)
(McGarvey et al., 1995).

v) La utilizacion de variantes viricas vivas y suficientemente atenuadas por ingenieria
genética. En el caso de VSHV (virus RNA de polaridad negativa), ello implica disponer de una
copia infectiva manipulable, es decir en DNA (Conzelmann, 1998). Todavia no se ha conseguido
un cDNA infectivo de VSHV que se pudiera utilizar para su manipulacion. Estos cDNA
infectivos, si se han conseguido en € caso de rabdovirus como RV (Schnell, Mebatsion y
Conzelmann, 1994) y VSV (Whelan et al., 1995), por 1o que es de esperar que pronto se
disponga de estas herramientas tanto para VSHV como para VHNI.

vi) Lasvacunas DNA, en las que un plasmido que expresa € gen del patdgeno se inyecta
en e pez, bajo un promotor de expresion en eucariontes (Anderson, Mourich y Leong, 1996;

Estepa, Lorenzo y Coll, 1994), técnica objeto del presente trabgjo.
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1.7. VARIABLESEN LA VACUNACION DNA EN LA TRUCHA.

1.7.1. Ventagjas de las vacunas DNA. La inyeccién directa de genes y su expresion
transitoria en los tegjidos del hospedador (vacunas DNA) se ha obtenido con varios genes, en
varios tegjidos y en especies tan diversas, como ratones y peces (Cox, Zamb y Babiuk, 1993;
Hansen et al., 1991; Liu, Hilleman y Kurth, 1995). Se ha demostrado el potencia de la
vacunacion DNA como posible vacuna contralarabia (Xiang et al., 1994), el VNHI (Anderson et
al., 1996; y Anderson, Mourichy Leong, 1996) y € VSHV (Heppell et al., 1998; Lorenzen et al .,
1998). Aunque los resultados obtenidos hasta e momento son preliminares, su potencial como
método futuro de vacunacion en Acuicultura es objeto de investigacion en varios laboratorios y
proyectos. El éxito de esta técnica puede depender del uso de formulaciones especiaes, del
estudio de los parametros que afectan a la especificidad de expresién en distintos tejidos, del uso
de promotores o construcciones especiales (Gémez-Chiarri y Chiaverini, 1999; Kanellos et al.,
1999c; Lewisy Babiuk, 1999) y de la cointroduccién en los plésmidos de genes modificadores de
respuesta inmunol 6gica (interleukinas, mitdgenos, etc.) (Lewisy Babiuk, 1999; Raz et al., 1993).
Lavacunacion DNA en peces tendria las siguientes ventgjas:

Potencia lainmunidad celular. Los virusy muchos patdgenos bacterianos (Renibacterium
spp. y Aeromonas spp., por gemplo) son patdgenos intracelulares y es dificil producir anticuerpos
contra ellos para su neutralizacion durante una infeccién natural, por 1o que requieren inmunidad
celular para una maxima proteccion. Las vacunas DNA serian la mejor solucién para estos casos
(Gudding, Lillehaugh y Evensen, 1999; Lewis y Babiuk, 1999). Se ha estudiado la respuesta
inmune celular en vacunacién DNA por inyeccion (VanMuiswinkel y Wiegertjes, 1997) asi como
la contribucién a ella de las células en € lugar de la inyeccion (Klinman et al., 1998), pero estos
estudios son muy escasos todavia.

Posibilita la inmunizacion con librerias. La identificacion de los antigenos protectores de
un patdgeno compleio, como o es una bacteria, es muy laborioso. Particularmente, ello es més

dificil cuando la proteccion requiere una respuesta celular, ya que la mayoria de las vacunas



37
muertas no inducen respuestas celulares facilmente detectables. Las vacunas DNA permiten €
uso de librerias del genoma completo para inmunizacion y por tanto son un método poderoso
paraidentificar € antigeno protector.

Permite la sintesisin vivo del antigeno. Este mecanismo hace posible inmunizar con DNA
frente a todos aquellos patdgenos cuya virulencia y respuestas antigénicas sea debida a una
proteina. Asi se consigue una conformacién, plegamiento y glicosilacion adecuadas y muy
dificiles de reproducir utilizando otros vectores. Se permite ademas la seleccion de los péptidos
viricos relevantes a la proteccion para cada antigeno y por cada individuo (Betancourt et al.,
1993). Ello lleva consigo la generacién de respuestas celulares especificas debido a la
presentacion via clase | del antigeno, procesado convenientemente sin € riesgo de generar una
verdadera infeccion.  Es semeante en este aspecto a las vacunas vivas atenuadas pero sin sus
problemas asociados de seguridad.

Permite la expresion continuada del antigeno. La expresién del antigeno se prolonga
durante varios dias-semanas, como minimo. Ello significa una fuerte y duradera respuesta
inmunolégica celular y humoral, sin que haya que utilizar una inmunizacion de recuerdo. En los
peces hay que tener en cuenta que esto solo ocurre a la temperatura adecuada y solo cuando €l
sistema inmune esta maduro.

Se puede utilizar la actividad adjuvante de las secuencias CpG en € DNA. La presencia
en e DNA de dinucledtidos CpG repetidos, presentes en bacterias pero no presentes en células
eucariotas, donde se encuentran metilados (Krieg et al., 1995), tiene efectos
inmunoestimuladores. Estos efectos podrian incrementarse adicionando mas motivos CpG en €
DNA vector (Kanellos et al., 1999b; Sato et al., 1996).

Ventajas econdmico-précticas. NoO se mangjan virus vivos y, por lo tanto, las vacunas
DNA son de bagjo coste y facilidad de fabricacion, estables a la temperatura y capaces de ser

utilizadas en cualquier especie y edad, tanto de pez, como de patdgeno. Ademés, es posible
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fabricar vacunas DNA multivalentes contra varios patdgenos, en € mismo o en diferentes
plésmidos (Boudinot et al., 1998; Grifantini et al., 1998; Whintton et al., 1993).

1.7.2. Desarrollo del sistema inmunitario de la trucha. En la trucha, después de la
eclosion, e sistema linfoide se esté desarrollando (Grace y Manning, 1980; Scapigliati, Romano y
Abelli, 1999; Tatner y Manning, 1983). Debido a que los rabdovirus pueden afectar a las truchas
desde estos primeros estadios, es importante € poder determinar e momento més temprano a
partir del cual latrucha puede ser inmunizada con éxito. Si es expuesta a |os antigenos demasiado
pronto en su desarrollo, en vez de generar proteccion con produccién de anticuerpos y respuesta
celular, se genera una tolerancia que bloguea la produccién de anticuerpos (Davidson, Ellis 'y
Secombes, 1994; Manning, Grace y Secombes, 1982; Tatner y Horne, 1984). Ademés, es de
interés comercial el vacunar tan pronto como sea posible, no sdlo para inducir proteccion, sino
también porque es mas fécil y mas barato, ya que se necesita menor cantidad de vacuna (Ellis,
1988h).

Puesto que en los peces la velocidad del desarrollo de la inmunidad, tanto humoral
(Tatner, 1986) como celular (Tatner y Manning, 1983), asi como e crecimiento del cuerpo
dependen de la temperatura, es mas reproducible hablar de peso/tamafio o de edad/temperatura,
que sblo de edad.

En latrucha los primeros precursores linfoides (células Ig+) se detectan en el saco vitelino
14 dias antes de nacer (Cadtillo et al., 1993; Tatner y Manning, 1985). El timo es € primer
organo que se coloniza por linfocitos a los 3 dias después de nacer, a 14 °C. Los linfocitos B
(c8ulas Ig+) aparecen alos 5-6 dias en € rifidn y en € bazo. Los tejidos linfoides asociados al
intestino (GALT) aparecen a los 13 dias (Tather y Manning, 1983; Zapata, 1996). El desarrollo
de los drganos linfoides de la trucha estudiados segiin € peso relativo a resto del cuerpo o a
nimero de células linfoides (Tatner y Manning, 1983), sufre cambios importantes entrelos 0,5 a1
g de peso (entre 3 y 5 cm de longitud, aproximadamente). El desarrollo del timo, del que

depende & reconocimiento de antigenos timo-dependientes, al canza su méximo cuando €l peso de
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latruchaesentre 0,5y 1 g, lo que equivale a 2-3 meses de edad a 14 °C (Tatner, 1985). Més
adelante en € desarrollo € timo involuciona (Figura 3B), probablemente debido a la emigracion
de sus timocitos a otros érganos, como €l rifion. Teodricamente, por lo tanto, a partir de 1 g de
peso la trucha comenzaria a poder distinguir y reaccionar frente a antigenos externos, siendo a
partir de este momento una trucha inmunocompetente.

1.7.3. Determinacién empirica del momento Optimo para vacunaciéon. So6lo se han
estudiado suficientes datos empiricos para determinar el momento més oportuno y temprano para
la vacunacion de truchas frente a Yersinia spp. y Vibrio spp. (supuestamente antigenos T-
independientes, en peces). Existen tres aspectos de importancia: |a edad mas temprana a la cua
las truchas desarrollan la maxima proteccion (PRS, porcentgje relativo de supervivencia), la
duracién de la proteccion y e efecto de latemperatura.

A 10 °C las especies de saménidos a un tamafio de 0,5g/pez no desarrollan inmunidad
protectora contra Yersinia spp. /Vibrio spp. Es decir, son todavia inmunoincompetentes. A
mayores tamafios se obtienen niveles de proteccién crecientes, hasta un tamafio de 2,5 g/pez,
donde se alcanzan los niveles maximos de proteccion (Johnson, Flynn y Amene, 1982).
Utilizando 6 especies de salmoénidos se logré definir una curva de PRS respecto al peso corporal.
Los mejores PRS se obtuvieron entre 1-2,5 g/pez (Figura4A). Cuando los salménidos se cultivan
a varias temperaturas para variar su ritmo de crecimiento, la proteccion se correlaciona con €l
tamafno o peso del cuerpo, y no con su edad. Por lo tanto, es el tamafio/peso del pez 1o que es
importante de cara a la vacunacion (Johnson, Flynn y Amend, 1982; Tatner y Manning, 1983).
La duracion de la proteccion aumenta con €l tamafio de la trucha; por g emplo, es de 120 dias
para un tamafio de 1 g/trucha, 180 dias para un tamafio de 2 g/truchay arededor de 1 afio para
tamarios 2 4 g/trucha (Figura 4B). La temperatura tiene un efecto directo en la produccion de
respuesta inmune en |os peces; sin embargo, no existen suficientes estudios sobre la influencia de

este pardmetro en la vacunaci én/proteccion (Horne et al., 1982).
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Las truchas inmunizadas por inmersion frente a Aeromonas spp. producen Ac cuando su
tamarfio es 3 0,13 g/trucha (1 mes a 4-6 °C) pero no desarrollan memoria inmunoldgica hasta que
alcanzan un tamarfio 3 0,26 g/trucha (2 meses a 4-6 °C). Tampoco se observa respuesta de Ac
hasta tamafios 3 0,26g/trucha cuando se emplean proteinas para la inmunizacion (antigeno T-
dependiente); a contrario, a tamafios menores se produce tolerancia (Manning, Grace y
Secombes, 1982).

1.7.4. Disefio de plasmidos para vacunacion DNA. La expresion de genes marcadores
por inyeccién o por transferencia mecanica de DNA se ha demostrado en peces (Anderson,
Mourich y Leong, 1996; Gomez-Chiarri et al., 1996; Hansen et al., 1991; Heppell et al., 1998).
Se ha demostrado ademés que la inyeccion con vacunas DNA protege contra dos rabdovirus de
peces, e VNHI (Anderson et al., 1996; Traxler et al., 1999) y el VSHV (Heppell et al., 1998).
Comparando con experimentos paraelos en los que solo se obtuvo un 60% de proteccion,
utilizando una vacuna de virus muerta, con estas vacunas de DNA se ha podido demostrar casi un
100% de proteccion, incluso con cantidades de plasmido inferiores a 1ug/trucha (Corbell et al.,
2000).

Después de la inyeccion intramuscular de plasmidos en ratén, la mayor expresion del
antigeno se da en las células musculares (Hansen et al., 1991). El transplante de mioblastos
transfectados en ratbn ha demostrado que esta expresiéon es suficiente para inducir respuesta
inmunolégica (Ulmer et al., 1996), a través de las células presentadoras de antigeno. De acuerdo
con estos datos, es probable que sea hecesario optimizar os vectores DNA para Su uso en peces,
incorporando promotores especificos de musculo. Por giemplo, el promotor de la cadena pesada
de miosina de carpay otros promotores relacionados, como e FG2 (Muller y Brem, 1996), que
permiten la expresion de genes marcadores en musculo de pez (Gauvry et al., 1996). Es muy
posible que & uso de promotores no especificos tales como e de Cytomegalovirus (CMV), que es

el megjor de los promotores ensayados que actlan en células de pez (Betancourt et al., 1993),
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tengan que ser substituidos por promotores especificos de pez (por gemplo, los de musculo),
debido arestricciones legidativas (Kanellos et al., 1999a).

Otro método que se esta utilizando para aumentar la respuesta inmunolégica de los
plasmidos en animales, es lainclusion de genes inmunoestimuladores de la respuestainmune. La
coexpresion del antigeno patdgeno y de estos genes inmunoestimuladores lleva a un incremento
de las respuestas inmunes producidas. En ratbn ya se han comprobado efectos
inmunoestimulantes con IL-2 y IL-4 y efectos supresores con TGF (Raz et al., 1993). En €
modelo ratén/rabdovirus se ha demostrado inmunoestimulacion con GM-CSF y supresion con
interferon g (Xiang y Ertl, 1995). Sin embargo, € efecto de GM-CSF en peces no coincide con €
efecto en mamiferos (Kanellos et al., 1999b). Otros estudios reflgjan efectos similares en otros
modelos (Davis et al., 1997; Leong et al., 1994; Schijns et al., 1994; Xiang et al., 1997). Un
buen uso de estas posibilidades requiere un mayor conocimiento de los efectos e interrelaciones
de los inmunoestimuladores, probablemente distintos para cada modelo animal. Respecto a su
posible uso en peces, solo lalL-1 se ha podido clonar hasta ahoray su uso esta muy restringido
(Dr. Secombes, comunicacion persona), por lo que actuamente no se puede explorar esta
posibilidad.

1.7.5. Posbles métodos para desarrollar vacunas DNA por inmersién. S bien la
vacunacion DNA en peces funciona con éxito cuando su aplicacion se hace por inyeccion, no es
un método practico especialmente para peces de pequefio tamafio. Sblo la inmersién en DNA
facilitaria la aplicacion de vacunas DNA para esos casos (Nakanishi y Ototake, 1997), pero no se
ha descrito todavia. Como métodos que necesitan ser puestos a punto en su aplicacion a la
Acuicultura, dos métodos empleados en terapia génica podrian ser de interes: (i) lainmersion en
formulaciones DNA-liposomas y (ii) la inmersén o administracion ora de DNA
microencapsulado. La utilizacion de medios fisicos que faciliten la entrada del DNA en la célula

seria un tercer método de interés (iii).
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Los liposomas catidnicos como € DOTAP (Huang y Li, 1997), capaces de formar
complgios con e DNA cargado negativamente, se investigan actualmente como sistema de
vehiculizacion de DNA para terapia génica (Templeton et al., 1997), asi como e modo de
aumentar la potencia de transfeccion (Lam y Cullis, 2000). La aplicacion de estos métodos al
campo de la Acuicultura se ha intentado muy rara vez (Szelel et al., 1994). Existen liposomas
optimizados para administracién oral en mamiferos (Klavinkis et al., 1997) y para vacunacion por
inyeccion (Davis et al., 1997; Gregoriadis, Saffie y BriandeSouza, 1997), que podrian utilizarse
en las pruebas de vacuancion por inmersion en DNA, para peces.

La microencapsulacion se ha usado para aumentar las respuestas de anticuerpos en la
mucosa después de la administacion oral en ratdn (Jones et al., 1997) (Walter et al., 1999) y se ha
utilizado para inmunizacion oral de truchas con antigenos proteicos (Lavelle, Jenkins y Harris,
1997). En la actuadidad se investiga en nuevos polimeros como vehiculo para € DNA
(MacLaughlin et al., 1998; Queiroz, Galardo y SanRoman, 2000). ElI DNA encocleado
(formando estructuras con lipidos cilindricos) también se estd utilizando como vehiculo
(Archibald y Mann, 1994). Hay que tener en cuenta en estos casos |os posibles efectos nocivos
que puede tener € uso de estos métodos, para desarrollo del pez (Midtlying y Lillehaug, 1998).

Un caso especid de microencapsulacion es la utilizacion de la misma bacteria que se usa
para clonaje del plasmido (se denomina bactofeccion). Ya se haintentado con éxito en mamiferos
utilizando Shigella spp. (Sizemore, Branstrom y Sadoff, 1995) y se podria intentar con otras
bacterias intracelulares, patdégenos habituales en Acuicultura (Renibacterium spp., Aeromonas
spp., €tc.). A este respecto, la transformacion de Yersinia spp. (Cutrin et al., 1994) y la
identificacion y clongje de un fragmento de DNA asociado con las propiedades de internalizacion
de Renibacterium en células de pez (Maulen et al., 1996), asi como & uso de mutantes de
Aeromonas spp. (Noonan, Enzmann y Trust, 1995), son avances que se podrian aprovechar para
nuevos desarrollos en vacunas DNA. Una gran ventgja de la utilizacion de los vectores

bacterianos para vehiculizar vacunas DNA, frente a otros métodos, puede ser € hecho de que no
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se requiere purificacion de los plésmidos, por lo que las vacunas DNA se podrian producir
simplemente a coste de fermentacion, liofilizacion y empaguetado.

Los métodos fisicos para facilitar la entrada del DNA en peces estan aln sin desarrollar,
aungue la electroporacion se utiliza en el caso de células bacterianas (Conchas y Carmiel, 1990) y
cultivos celulares, asi como en la tecnologia de transferencia de genes en gametos, para obtener
peces transgénicos (Inonue et al., 1990; Powers et al., 1992). El uso de los ultrasonidos esta
también siendo estudiado en terapéuticay en mejora de la penetracion de farmacos a través de la
piel (Diederich y Hynynen, 1999; Mitragorri, Blankschtein y Langer, 1995). Los efectos de su
aplicacion en peces (Martin, Pratt y Watmough, 1983) y & conocimiento de los mecanismos que
induce su aplicacion anivel de membranas celulares (Frenkel y Kimmel, 2000), sélo recientemente
estén recibiendo alguna atencién.

1.7.6. Posibles modelos in vitro. Cualesquiera que sean los métodos empleados para
hacer llegar & plasmido codificante del antigeno del patdgeno a tejido del pez in vivo,
experimentos paralelos in vitro con algunos modelos tisulares podrian afadir algunas ideas para
mejorar el proceso. Puesto que in vitro siempre se pueden ensayar muchas mas variables,
deberiamos de ser capaces de seleccionar aguellas que luego podrén ser utilizadas in vivo.
Debido a que no se conoce la posible diana celular ded DNA en la vacunacién por inmersion, se
podria pensar en: i) Usar unalinea celular epitelial, componente mayoritario de las branquiasy de
la piel (por gemplo, la linea celular EPC). Ademas, se ha demostrado que las células epiteliales
de las branquias son capaces de capturar Yersinia spp. del medio acuético (Zapata et al., 1987).
i) Puesto que los macréfagos son células abundantes en las branquias, fagocitan antigenos
bacterianos (Zapata et al., 1987) y se pueden obtener facilmente in vitro (Estepa et al., 1991,
Estepa y Coll, 1991a), estén entre las células que con mayores probabilidades podrian captar €
DNA. Yaquelas branquias son la superficie mas grande del pez en contacto con el aguay tienen

poca cantidad de mucus, tienen una mayor probabilidad de captar DNA que otros tejidos.



44

1.7.7. Investigacion de las rutas de entrada. Aun después de muchos afios de
experimentacion, se desconocen las rutas de entrada de los antigenos proteicos en los peces
después de una inmersion en agua conteniendo dichos antigenos. Por otra parte, las posibles
rutas de entrada del DNA son totalmente desconocidas. El estudio de la distribucion tisular del
DNA en la trucha después de su inmersién en soluciones de DNA puede ayudar a definir la ruta
de entrada, aportando nuevas ideas para su optimizacién. La locaizacion de DNA marcado
radioactivamente podria seguirse facilmente, a lo largo del tiempo; ademés, podria detectarse €
DNA especifico mediante amplificacion por PCR en distintos tegjidos, asi como la presencia del
antigeno expresado, por inmunohistologia.

1.7.8. Investigacion de los antigenos protectores. Aungue las vacunas DNA
codificadoras tanto del gen de laG como del gen de laN de VSHYV fueron efectivas protegiendo
truchas frente a la contraprueba virica, la construccion con G fue més €ficaz, llegando cas a
100% de proteccion. En el caso de los rabdovirus esta claro que € mejor antigeno protector a
utilizar eslaproteina G y quizés también laN (Anderson et al., 1996; Heppell et al., 1998).

1.7.9. Diseflo de las contrapruebas. Las contrapruebas se deberian hacer con varias
concentraciones de virus, para escoger como mas representativa aquella dosis de virus que cause
la muerte en un 50% de la poblacién de peces (DLs) (Engelking, Harry y Leong, 1991). Para
muchos aislados de VNHI, utilizando truchas de 0.4-1g, dichas dosis de virus estan entre 10*-10*
dosis infectivas de cultivo tgido (DICTs/ml). Las mortalidades, expresadas en porcentgjes
relativos de supervivencia (PRS = 1 - mortalidad de los vacunados / mortalidad de los no
vacunados x100) varian también con la virulencia del aidado viral utilizado en la contraprueba
(Figura 4C). Ello también ilustra e hecho de que a bajas dosis de virus las vacunas pueden
proteger y, sin embargo, a atas dosis de virus la proteccién inducida por la vacunacién puede no
ser suficiente. Vacunas como las mencionadas pueden no obstante ser suficientes en campo, ya
gue muy rara vez pueden observarse epizootias en las que haya concentraciones de virus en €

agua de las granjas mayores de 10° DICTs/ml. Aungue estas consideraciones deben tenerse en
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cuenta a experimentar en el laboratorio, por razones précticas es muy dificil evaluar la proteccion
inducida por una vacuna a varias dosis de virus, debiendo restringirse a los resultados obtenidos

con una Unica dosis de virus y ~ 30 peces por grupo de experimentacion.



46

Figura4. Variacion del PRS (porcentajerelativo de supervivencia) en funciéon del peso corporal delatrucha
(A), evolucion del PRS con € tiempo en truchas de diferentes edades (B) y variacién de la mortalidad con €l
titulo de virus utilizado en la contraprueba con VNHI (C). A, Los datos son de Johnson (Johnson, Flynn y
Amene, 1982). Seis especies de saimoénidos de varios tamafios se vacunaron por inmersion en una bacterina de
Vibrio spp. diluida 1/10. Los peces se contraprobaron con Vibrio anguillarum virulento, 30 dias después de la
vacunacion. PRS = nimero de peces vacunados supervivientes/nimero de peces no vacunados supervivientes x
100. Sdlo se han representado los PRS méaximos y minimos a cada tamafio ensayado, prescindiendo de la especie
(trucha 0 salmén). B, Los datos son de Johnson (Johnson, Flynn y Amend, 1982) en condiciones iguales a los
experimentos descritos en A, ------ , 0,6g/trucha; OJ-----[1, 1,1g/trucha; O----O, 1,4g/trucha; ®----@, 2 8g/trucha.
C, Serealizaron contrapruebas en truchas control no vacunadas con distintas concentraciones de virus. Para VNHI
y truchas de 0.4-1g los niveles de virus a utilizar estan entre 10%-10* DICTso/ml. ------- , VNHI atenuado ; 3% %4,
VNHI virulento (Leong et al., 1995).
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2. OBJETIVOSY ESTRATEGIA
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Los modelos elegidos para estudiar la vacunacion DNA de peces por inmersion en
soluciones de plasmidos han sido e Virus de la Septicemia Hemorrégica Virica (VSHV) vy la
trucha arco iris (Onchorynchus mykiss, Walbaum). En cuanto al VSHV, su biologia molecular es
bien conocida y la enfermedad que produce es, ademés, una de las causantes de la mayor
mortalidad en la produccién piscicola mundial. Hasta € momento, no existen en piscicultura ni
vacunas ni agentes terapelticos eficaces frente a las infecciones causadas por rabdovirus. En €l
caso de la trucha, su sistema inmunoldgico es uno de los més estudiados entre los peces. El
estudio de estos modelos permite conclusiones extrapolables a todas las especies cultivadas y a
otros patdgenos.

El gen de VSHV seleccionado para la vacunacién DNA es € de la proteina G que forma
las espiculas que se proyectan hacia € exterior de la envudta lipidica, ya que ésta es la proteina
mayormente implicada en proteccién, contra la que van dirigidos los anticuerpos neutralizantes,
asi como la mayor inductora de inmunoestimulacion de linfocitos T. Para poner a punto las
digtintas formulaciones necesarias para aumentar |la transferencia del DNA a cuerpo de la trucha,
mediante inmersion, se ha seleccionado un plésmido comercia de expresion en eucariontes, €
pcDNAI/Amp que utiliza e promotor de Cytomegalovirus (CMV) y un marcador de seleccion
gue confiere resistencia a Ampicilina (Amp), que contiene secuencias inmunoestimuladoras CpG
(Lewis y Babiuk, 1999). Con e gen Gy e pcDNAI/Amp se ha generado y caracterizado una
construccion que se ha denominado G3-pcDNAI/Amp.

El trabgjo se ha dirigido hacia tres objetivos principales:

1. Larealizacién de estudios de transfeccion in vitro en células de pez (EPC), utilizando
plasmidos con los genes marcadores de la proteina verde fluorescente (GFP) y de la
RGalactosidasa (bgal). La finalidad de este primer objetivo es estudiar a nivel celular distintas
variables implicadas en la entrada del DNA en células de pez, como temperatura, concentracion
de DNA, relaciéon DNA-agente de transfeccion, presencia de otros plésmidos, tamafio del

plasmido, etc. Ello facilitaria € conocimiento de las condiciones en las que podria redlizarse la
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posible vacunacion DNA. Asimismo, permitiria la seleccidén de una amplia bateria de agentes de
transfeccidn, tanto comerciales como preparados en e laboratorio. Este modelo también
permitiriala caracterizacion de la construccién G3-pcDNAI/Amp, generada para los experimentos
de vacunacién/contraprueba.

2.  La redizacion de estudios de transfeccion in vivo con truchas de 2 cm
inmunoincompetentes, utilizando los mismos genes marcadores (GFP y bgdl). La findidad de
éstos es poder comparar distintas formulaciones y métodos de vehiculizacion del DNA
susceptibles de ser aplicados por inmersion en experimentos con truchas mayores, mediante la
deteccion de la expresion de la proteina marcadora codificada por e pldsmido, en las truchas
pequefias. Son estudios més cortos y sencillos de gjecucién que los de vacunaci én/contraprueba y
se trata de comprobar s son extrapolables a ensayo con truchas mas grandes. Permitiria
seleccionar métodos para probar en experimentos de vacunacion/contraprueba con truchas
inmunocompetentes.

3. La redizacion de estudios de vacunacién/contraprueba con truchas de 5-7 cm
inmunocompetentes,utilizando G3-pcDNAI/Amp. La finalidad es probar la eficacia in vivo de
aquellas formulaciones y métodos de vehiculizacién de DNA con buenos resultados en los
experimentos con truchas pequefias. En estos estudios se analiza tanto la respuesta inmune
humora y celular, después de la vacunacién, como la resistencia a la contraprueba con VSHV
(esguematizado en la Figura 5). Como controles positivos de vacunacion DNA por inmersion se
ensayaron por inyeccion dos construcciones més con la G de VSHV, comparando la eficaciaen la
induccion de proteccion de dos promotores distintos (CMV, de Cytomegalovirus y FG2, de

expresion en musculo de pez)
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Figura 5. Caracteristicas generales de los estudios de vacunacion DNA por inmersion. Los participantes en la
vacunacion son: € pez (tamafio, desarrollo inmunoldgico, etc.), € patdgeno (identificacién de los genes inductores
de proteccién) y el plasmido (tipo de promotor, secuencias adjuvantes CpG, etc.). Los métodos de formulacion
para la administracion son: inyeccién, inmersion, liposomas, microencapsulacion, etc. La evaluacion o estudio de
los resultados de la inmunizacion se hace por estimacion de la expresion (expresion de genes marcadores, PCR,
inmunohistologia, etc.), de la respuesta inmune (humoral y/o celular) y, finamente, por resistencia a la
contraprueba con el patdgeno.
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3.1. VIRUS, CULTIVOSCELULARESY PLASMIDOS.

3.1.1. Linea celular. La linea celular empleada en todos los ensayos con VSHV fue
Epithelioma Papullosum Cyprini (EPC) (Fijan et al., 1971). Las células EPC se crecieron en
medio RPMI-1640 modificado por Dutch con 20 mM Hepes (290 mOsm/Kg), (Flow Ayrshire,
Escocia), con 10% de suero fetal bovino (SFB, Seralab, Inbiotech, Ledn, Espafia) y suplementado
con 2 mM de glutamina (Flow), 1 mM de piruvato sédico (Flow), 50 pg/ml de gentamicina
(Flow) y 1,2 pg/ml de anfotericina (Flow) (Estepa, 1992). Se utilizaron frascos estériles de
pléstico de 25, 75 y 150 cm? de superficie (Costar, Cambridge, MA, USA) y placas de 24, 48y 96
pocillos (Costar). Las células se crecieron a una temperatura de 28°C en una atmosfera de 95%
de aire y 5% de CO,. Una vez conseguidas las monocapas celulares de EPC, se guardaron en
incubadores de 12°C hasta su uso (Basurco, 1990; Estepa, 1992). Para subcultivarlas, las células
se despegaron de los frascos con una solucién de tripsinaEDTA 'y se diluyeron con medio fresco
al volumen necesario (dilucién 1/3 a 1/5) para sembrar nuevos frascos. LamezclatripsinasEDTA
se prepard mezclando 0,25% de 4U/mg de tripsina (Serva, Heidelberg, Alemania), 1g/ml de
glucosa (Merck, Alemania), 0,026% de EDTA (Sigma Chemica Co., St. Louis, MO, USA) y
0,001% de rojo fenol (Sigma) en solucion salina tamponada con fosfato (PBS, 137 mM NaCl, 2,7
mM KCl, 8 MM HNaHPO, y 1,5 mM H,KPO,, pH 7,4).

3.1.2. Virus de la Septicemia Hemorragica Virica (VSHV). La cepa dd virus de la
septicemia hemorrégica virica (VSHV) empleada es e aidado francés VSHV-07.71 (Bernard,
LeBerre y DeKinkelin, 1983; DeKinkelin y LeBerre, 1979; LeBerre, De Kinkdin y Metzger,
1977) que se obtuvo de trucha arco iris Oncor hynchus mykiss (Walbaum).

La produccion vy titulacion de virus se realizd segin la descrita por DeKinkelin
(DeKinkelin y LeBerre, 1979). Retirando previamente el medio utilizado para crecer las células,
se infectaron monocapas de EPC con VSHV en medio con 2% de SFB, a bgja multiplicidad de

infeccion (m.o.i.=10%-10). Las céulas se mantuvieron en adsorcion con € virus durante 1 h a
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14°C con agitacion suave cada 15 min y se rellenaron los frascos con medio con 2% de SFB,
hasta la liss completa ddl tapiz celular (10-14 dias). Los indculos para neutralizacion se
obtuvieron separando los restos celulares del sobrenadante por congelacion y descongelacion y
posterior centrifugacion a 3.000 rpm, recuperacion del sobrenadante y congelacion a—70°C. Para
la realizacion de las contrapruebas se utilizaron indculos recién preparados y sin separacion de
restos celulares.

En cuanto ala purificacion del virus, la metodol ogia seguida es basicamente la descrita por
DeKinkelin (DeKinkelin, 1972) y modificada por Basurco (Basurco, 1990). Después de descartar
por centrifugacién los restos celulares de cultivos de EPC infectados, se precipitd €l virus con
Polietilenglicol 6000 (PEG-6.000) al 7% en CINa a 2,3% a 4°C y en agitacion durante 2 h.
Después de centrifugar a 10.000 g durante 45 min se resuspendio el sedimento en 1-2 ml de TNE
(0,25 M Tris, 0,15 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH 7,6). Paraaumentar la pureza, se ultracentrifugd
el virus a través de un gradiente de sacarosa 15-45% en TNE a 80.000 g durante 270 min en una
ultracentrifuga Beckman 25-75 con rotor SW27. La estimacion de la cantidad de proteina se
realizé por medida de Ason (I = 1,4) 0 por tincion con azul de Coomassie y comparacion con
patrones conocidos, considerado € limite de deteccion 1 pg por banda de proteina detectada.
Para su uso como inmunégeno fue necesario inactivar e VSHV por tratamiento con calor (100°C
durante 5 min).

3.1.3. Plasmidos utilizados. Para los experimentos in vitro se utilizaron € pCMVb
(7,2Kb) (Clontech Labs, Pao Alto, CA, USA) y e pcDNA3.1/HisB/lacZ (pcDNAlacZ) (8,6Kb)
(Invitrogen, Groningen, The Netherlands). Ambos contienen e gen bga (bgal) de E. coli bgo d
promotor temprano de Cytomegalovirus (CMV). El pGINT7b (15 Kb), que contiene €l gen lacZ
bajo e promotor de la polimerasa del fago T7, fue amablemente cedido por € Dr. Berger
(Nussbaum, Broder y Berger, 1994) (Figura 6). Para los experimentos de inmersion a pequefia
escala utilizando truchas de 2 cm, se obtuvo e pldmido GFP-pQBI s (6,2Kb) que contiene € gen

de la proteina verde fluorescente (GFP), clonado bajo e promotor CMV (Quantum Biotech Inc,
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Figura 6. Pasmidos utilizados en los experimentos con genes marcadores (A) y en los experimentos de
vacunacion/contraprueba (B). A, pCMVb de 7,2Kb (Clontech), pcDNA3.1/HisB/lacZ (pcDNAlacZ) de 8,6Kb
(Invitrogen), pGINT7b de 15 Kb (Nussbaum, Broder y Berger, 1994), GFP-pQBI ;s de 6,2Kb (Quantum Biotech
Inc). B, G-pcDNAI de 5,5 Kb (Dr. Michel Brémont, INRA, Francia), G3-pcDNAI/Amp de 6,3Kb (obtenido por
subclongje del G-pcDNAI, G-pcDNA3-CMV de 7,0Kb (Dra. Heather Davis), G-pcDNA3-FG2 de 7,0Kb (Dra
Heather Davis). Ori, origen de replicacion del plasmido; CMV, promator de Cytomagalovirus; T7, promotor de la
polimerasa del fago T7; FG2, promotor de musculo de pez; b-Gal, b-Galactosidasa; GFP, proteina verde
fluorescente; G de VSHV, glicoproteina de VSHV.
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Montrevil-sous-bois, France). Para la generacion de la construccion G3-pcDNAI/Amp, utilizada
en los experimentos de vacunacién/contraprueba por inmersion, se partié de la construccion G-
pcDNAI (Dr. Michel Brémont, INRA, Francia), que contiene € gen de la G de VSHV (aislado
francés 07.71) clonado en & vector pcDNAI (4,0Kb) (Invitrogen) y se subclond en € vector
comercid  pcDNAI/Amp  (4,8Kb)  (Invitrogen). Para los experimentos de
vacunacion/contraprueba por inyeccién y comparacion de promotores se utilizaron las
construcciones G-pcDNA3-CMV (7,0Kb), con la G bgjo € promotor CMV y G-pcDNA3-FG2
(7,0Kb), con la G bgjo € promotor de misculo de pez FG2, ambas cedidas por Dra. Heather
Davis (Loeb Hedlth Research Institute, Otawa, Canadd), generadas y producidas en su laboratorio
(Figura 6).

Se usaron los plasmidos para transformar bacterias E. coli. Después se prepararon
grandes cantidades de pldsmido a partir de sedimento de cultivos de bacterias utilizando € sistema
de purificacién de DNA Wizard plus Megaprep (Promega, Madison, WI, USA) y se gjustaron las
soluciones de plasmido a 0,5-1 mg/ml de DNA tota (Asnm). Las preparaciones de plasmidos
contenian 80-100% de DNA plasmidico, segin se mostrd por electroforesis en gel de agarosa,

siendo € resto otros DNA bacterianos.
3.2. CLONAJE Y CARACTERIZACION DEL PLASMIDO G3-PCDNAI/AMP.

3.2.1. Subclonajedel gen dela G de VSHYV de pcDNAI a pcDNAI/Amp.

Se obtuvo € gen G mediante una digestion preparativa a partir de 2 ng de la construccién
G-pcDNAI con las endonucleasas de restriccion EcoRI (10 U/m) y Xhol (40 U/m) (GibcoBRL,
Postfach, Germany), durante 2 h a 37°C en bafio. Se trataron en las mismas condiciones 2 ng de
pcDNAI/Amp. El producto de la digestion se separ6 en un gel de agarosa a 1% (Sambrook,
Fritsch y Maniatis, 1989), recuperando y purificando las bandas obtenidas, utilizando € kit
comercial Prep-A-Gen, (DNA purification kit de Biorad, Hércules, CA, USA). Se recuperaron

50 ng/m de DNA por cada banda. Se realiz6 la ligacion del plasmido y € inserto con extremos
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cohesivos (razén plasmido:inserto 2:3, 1:3 y 1:6), a temperatura ambiente durante 2 h utilizando
la T4 DNA ligasa (GibcoBRL) sobre un volumen final de 10 M por mezcla de ligacion. Se
incluyeron controles sin inserto. Después se transformaron bacterias competentes E. coli Top
10F mediante e méodo del cloruro cdcico y choque térmico (Sambrook, Fritsch y Maniatis,
1989) y E. coli DH5a comerciales (Frozen Competent Cells, Clontech). Se transformaron
también por electroporacion E. coli DH5a comerciales (Electrocompetent Cells, Clontech). Para
la transformacion mediante choque térmico se sometieron 100 m de bacterias competentes mas 9
m de mezcla de ligacion durante 30 min a4°C y durante 45 s en un bafio a42°C. En el caso de la
electroporacion, 40 m de bacterias competentes mezcladas con 1 m de mezcla de ligacion y
preenfriadas en hielo, se electroporaron en cubetas de 0,1 cm (Biorad). Las condiciones de
electroporacion fueron 1,8 Kv, 200 W, 25 nf , que resulté en un z ~0,4 ms. En ambos casos
después de la transformacién se afiadié 1 ml de medio LB (10 g de triptona, 5 g de extracto de
levadura'y 10 g de CINa por litro, pH 7,5) y se incubaron las bacterias a 37°C durante 1 h en un
incubador con agitacion. Después de centifugar a 3.000 rpm durante 2 min y resuspender las
bacterias en 50 m de medio LB se sembraron 40 ni en placas de LB-Ampicilina (100 ng/ml) y se
incubaron a 37°C durante toda la noche.

La extraccién del DNA plasmidico se rediz6 a partir de varias colonias transformadas
(ligacion con la relacion plasmido:inserto 1:6) y de una colonia del control de ligacion. Para ello,
se incubaron cultivos de 2 ml de medio LB-Ampicilina (100 ng/ml) con las colonias en tubos de
13 ml (Starstedt, Inc., Newton, USA) a 37°C con agitacion durante la noche. Se recuperé €
precipitado bacteriano por centrifugacion a 12.000 rpm durante 10 sy se sometié a lisis con
solucién STET (50 mM Tris-CIH pH 8, 50 mM EDTA pH 8, 8% sacarosa, 0.1% TritonX100) y
lisozima (1 mg/ml) durante 2 min a temperatura ambiente y durante 45 s en un blogue térmico a
100°C. Se centrifug6 después a 12.000 rpm durante 8 min 'y se recuperé € sobrenadante, que se

tratd con RNasa (50 nmg/ml) durante 30 min a37°C. Setraté el DNA durante 5 min atemperatura
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ambiente con una solucion a 5% de CTAB (Sigma) (0.2% final), previamente solubilizado y se
centrifug6 a 12.000 rpm 10 min. El precipitado recuperado se disocié del CTAB con etanol 100%
y CINa5 M a—70°C durante 20 min y se lavo con etanol 70% frio. Se resuspendio € precipitado
en H,O destilada estéril (Sigma).

Para detectar la presencia del inserto se digirio e DNA extraido de los distintos clones.
La digestion se realizo durante 1 h 30 min a 37°C con las mismas enzimas utilizadas para el
clongje (EcoRlI y Xhol). Se separaron los productos de la digestion en un gel de agarosad 1%y
se selecciond uno de los clones que contenia € inserto (gen G), que se denomind G3-
pcDNAI/Amp.

3.2.2. Caracterizacion de la expresion del G3-pcDNAI/Amp por transfecciéon. Se
hicieron proliferar células EPC en placas de 24 pocillos (Costar). Cuando la confluencia de las
céulas era ~70% (0.5x10° cdlulas/poc) se incubaron durante 1-2 h a 26°C con 0.5 ny de G3-
pcDNAI/Amp mezclado con 10 m de lipofectamina (GibcoBRL). Transcurrido este tiempo se
afadieron 3 ml de medio de crecimiento de EPC (ver 3.1.1.) a las células transfectadas y se
dejaron crecer durante 3 dias mas (Bearzotti et al., 1992).

Para @ andlisis por FACS se lavaron las células transfectadas y se despegaron de la
superficie de la placa con 3 ml de solucién | (0,13 M NaCl, 2,7 ,KCl, 10 mM NaHPO,, 1,7 mM
KH,PO,, 0,1% seroalblmina bovina, 0,01% N:Na y 5 mM EDTA, pH 7,4). Después se
centrifugaron las células a 1.000 rpm durante 10 min y se incubaron durante 1 h con e anticuerpo
monoclonal (AcMo) anti-VSHV neutralizante 3F1A12 (Lorenzen et al., no publicado) diluido
1/50 en la solucién | suplementada con 2% de suero de conegjo, 2% de suero de cabra, 2% de
extracto de E. coli y 2% de suero de trucha. Después de lavar las células con PBS'y centrifugar
10 min a1.000 rpm se incubaron durante 30 min con & anticuerpo fluorescente FITC Fab’' 2 Goat
Anti-mouse (Caltag, San Francisco, USA) diluido /50 en la solucion |.  Posteriormente la
suspension de células se lavd y centrifugd de nuevo. El mismo dia de la recogida y tincion se

analizaron 5.000 células por citometria de flujo en e aparato FACScan (Beckton-Dickinson, San
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José, California), utilizando € programa LYSYSII versién 1.0. Se midio la fluorescencia
utilizando € filtro FL1 (514-545 nm, verde).

3.2.3. Caracterizacion por PCR y secuenciacion. Para la caracterizacion de la
construccion G3-pcDNAI/Amp y utilizando la secuencia publicada del gen de 1,58 Kb de la
proteina G que contenia la construccion de partida G-pcDNA/I (Thiry et al., 1991b), se disefiaron
cuatro oligonucledtidos con € objeto de amplificar dos fragmentos solapados del gen de G
(nucledtidos, nt 13 a 339 y nt 184 a 1.536 de la secuencia de G). La secuencia de los
oligonucledtidos en sentido 5’® 3’ fue la siguiente: #59 (ida): ATG GAA TGG AAC ACT TTT
TTCTTG G TG ; #60 (vuelta): GGT GAGC TCG ATA AGT CAC TCT GTG CAG; #61 (ida):
CGA CCA GCT CAA CTC AGG TGT CCT CAT; #62 (vuelta): TCA GAC CGT CTG ACT
TCT GGA GAA CTG. Secalculé d Ty de forma manua y mediante € programa PCGene. El
tamarno esperado de los fragmentos amplificados era de 327 (oligos #59 y #60, nt 13 a 339 de la
secuencia de G) y de 1.353 (oligos #61 y #62, nt 184 a 1.536 de la secuencia de G) pares de
bases. Se redizaron amplificaciones PCR con cada una de las dos parejas de oligonuclebtidos
(#59-#60 y #61-#62) y las dos construcciones con € gen G, la de partida G-pcDNAI y la
subclonada G3-pcDNAI/Amp, incluyéndose controles negativos sin DNA y con € plasmido
comercial utilizado en € subclongje (p)cDNAI/Amp). Se utiliz6 la AmpliTaq DNA Polymerase
(Perkin-Elmer, Bucks, Inglaterra). Se mezclaron para la reaccion 5 U de Ampli Taqg, 200 ng de
cada uno de los oligonucledtidos de las pargjas correspondientes, 10 ng de DNA plasmidico como
matriz, el tampdn correspondiente, en presencia de 2 mM de MgCl, y de 0,2 mM de una mezcla
de dNTPs (Promega), en un volumen final de 100 ml. Primero se realizaron 30 ciclos de
amplificacion de 1 min a 95°C, 1 min a 55°C y 2 min a 72°C, seguido de un Ultimo ciclo de
extension de 10 min a 72°C. Después se hicieron migrar en un gel del 1% de agarosa 10 m de

cada reaccion de PCR durante 2 h a80 V para comprobar la amplificacion.
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3.3. OBTENCION DE BACTERIAS RECOMBINANTES POR FERMENTACION.

Para la produccién de E. coli (G3-pcDNAI/Amp) recombinante en gran cantidad se
realiz6 un ensayo previo de crecimiento en los medios de cultivo de bacterias LB y JLB (12 g de
triptona, 24 g de extracto de levadura, 4 ml de glicerol, 2,3 g de KH,PO, y 12,54 g de K,HPO,
por litro, pH 7,5) en presencia de 50 ng/ml de Ampicilina (INBIOTEC, Lebn, Espafia). Para cada
medio, se inoculé una colonia de E. coli ToplOF transformada con la construccion G3-
pcDNAI/Amp en 6 ml de medio y se incubd durante la noche. Se inocularon 1,5 ml de estos
cultivos, por duplicado, en 500 ml de medio fresco y se incubaron durante 12 h a 37°C y otras 12
h a 32°C, para retrasar la llegada de la fase estacionaria. Pasado este tiempo se midid en un
espectrofotémetro la Agonm. Para la produccion en masa se inocularon 400 ml de cultivos
saturados de bacterias recombinantes en 16 | de medio JLB con 50 ng/ml de Ampicilina pH 7,18
.Se incubaron a 37°C en un fermentador Biostat C (B. Braun-Biotech International, Madrid,
Espafia) de 17 | de capacidad con agitacion variable (~275 rpm) en funcion del O, disuelto.
Transcurridas 4 h de incubacién se afiadié de nuevo Ampicilina. Se par6 la incubacion alas 8 h,
con una pO,=100%, lo cua indica que no hay consumo de O, y que € cultivo ha entrado en la
fase estacionaria. Se centrifugaron las bacterias y la pasta se amacen6 a —70°C. Para hacer €l
calculo del rendimiento en peso seco de bacterias, se centrifugaron 5 ml de cultivo, selavarony se

secaron a 60°C hasta peso constante. El rendimiento en peso seco fue de 5,5 g/l de cultivo.
3.4. ESCALADO DE LA PURIFICACION DE PLASMIDOS.

La preparacion de plasmidos en gran cantidad se hizo a partir de la pasta de cultivos de E.
coli (G3-pcDNAI/Amp) utilizando € sistema comercia de purificacion de DNA Wizard Plus
Megaprep (Promega), siguiendo las instrucciones de la casa comercial, y un protocolo de
purificacion modificado basado en lisis alcalina. El protocolo se smplificd y optimizo6 en cuanto a
rendimiento y grado de pureza. El protocolo optimizado es € siguiente: se resuspendieron 5 g de

pasta de bacterias en tubos de 250 ml (rotor GSA) con 60 ml de una solucion de resuspension |



61
(50 mM Tris-Cl, 40 mM EDTA, 100 ng/ml de RNAsa A, pH 7,5) y se lisaron durante <20 min
mezclando por inversién hasta que se obtuvo un medio transparente con una solucion de lisis |1
(0,2N NaOH, 0,1% SDS). Después los restos bacterianos se precipitaron con una solucion de
neutralizacion 111 (1,3M Acetato de Potasio, pH 4,8) y se retir6 e precipitado por centrifugacion
a 14.000 g durante 15 min vy filtracién con papel de filtro. Para recuperar € plasmido del
sobrenadante se precipité con 80 ml de Isopropanol durante 5 min, agitando por inversion y se
centrifug6 a 14.000 g 15 min. Después de secado y disuelto en H,O bidestilada estéril (Sigma) se
volvi6 a precipitar el DNA en tubos de 40 ml (rotor SS34) con 0,25 mM de Acetato de Sodio pH
5,2 y Etanol 100% frio y se lavd con Etanol 70%. Después de secar € precipitado durante 20
min a vacio o durante toda la noche a temperatura ambiente se disolvié € DNA en H,O (Sigma).
Finamente se estimé la cantidad de DNA tota por medida de la absorbancia en un
espectrofotometro (Azomm) Y € porcentgje de G3-pcDNAI/Amp por electroforesis en gel de
agarosa al 1%. Como procedimiento paralisar las bacterias, parte de la pasta de bacterias (40 ml
de bacterias mezcladas con 30 ml de PBS) se pasaron por Prensa de French SLM-AMINCO
(SLM Instruments, INC) a una presion de 20.000 PS| en célula C, perdiéndose un 20% durante el
proceso. Se redlizd la extraccion de plasmido a partir de este lisado para comparar con la

extraccion a partir del sedimento sin pasar por prensa de French.

35. FORMULACIONES EMPLEADAS PARA TRANSFECCION DE LOS

PLASMIDOS.

L as formulaciones empleadas se esquematizan en la Tabla 3. Se emplearon tanto reactivos
de transfeccion comerciales como preparaciones hechas en el laboratorio.

3.5.1. Transfeccion con reactivos comerciales. Para los experimentos de transfeccién
en monocapas de EPC se obtuvieron los siguientes reactivos de transfeccion: fugene 6 (Roche,
Barcelona, Espafa), lipofectamina y lipofectina (Gibco BRL, Life Technologies, Gaithersburg,

MD, USA) y Perfect lipid tfx (Invitrogen, Leek, The Netherlands).
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Tabla de formulaciones empleadas par a transfectar plasmidos.
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FORMULACIONES ENSAYOS PLASMIDOS Referencias
EPC? A,B,CD

Fugene Invivo 2 cm® A Roche

Lipofectamina EPC B,C,D Bearzotti et al., 1992

Lipofectina EPC B,CE GibcoBRL

Lipidos tfx EPC B,C Invitrogen

PolimeroVMMA Invivo 2 cm A Queiroz et al., 2000

: EPC A, B

Ultrasonidos Invivo 2 cm A Frenkel y Kimmel, 2000
In vivo 5-7 cm® E

DOTAP NS A8 Gregoriadis et al., 1997
InVivo 5-7 cm E Crook et al., 1998

hy Invivo 2 cm A
Bactofeccion Invivo 5-7 cm E Sizemore et al., 1995

8 Transfeccion in vitro en células EPC.

b Experimentos in vivo con truchas de 2 cm inmunoincompetentes.
¢, Experimentos in vivo con truchas de 5-7 cm inmunocompetentes.
A, GFP—pQB|25

B, pCMVb (bgd)

C, pcDNAlacZ (bgd)

D, pGINT7b (bga)

E, G3-pcDNAI/Amp (proteina G de VSHYV)
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3.5.2. Formulaciones con DOTAP. Se hicieron formulaciones DNA-liposomas con
DOTAP (1,2,dioleoil-3-4-trimetil amonio propano) (Avanti Polar Lipids Inc, Ababaster, AL,
USA). Los liposomas se preparon concentrados mezclando cantidades equimoleculares de
DOTAP:Colesterol (120 mM DOTAP y 120 mM Colesterol) disueltas en cloroformo en un
matraz de corazdn y secando con una corriente de Argon. Se emulsionaron en glucosa a 5%
durante 30 min a 50°C, gaseando antes y después con Argon para evitar la oxidacion del DOTAP.
Después se sonicaron a dicha temperatura durante 5 min y se guardaron a —20°C hasta su
utilizacion. Las mezclas DNA-DOTAP se prepararon los dias previos a ensayo. Para ello se
mezclaron y liofilizaron liposomas sonicados con 10-100 ng de DNA en glucosa a 5%. Antes de
su utilizacion se recongtituyeron en un volumen de H,O destilada (concentraciones finales de 20
mM DOTAP, 20 mM Colesterol) (Gregoriadis, Saffie y BriandeSouza, 1997). La concentracion
fina en & bafio de aplicacién a las truchas fue de 1 mM DOTAP 1 mM Colesterol y variable para
el DNA plasmidico, segiin |os experimentos.

3.5.3. Formulaciones con polimeros catiénicos. Para la preparacion de los sistemas
DNA-polimero catiénico se utilizé e copolimero poli-dimetilacrilamida-vinilpirrolidona (VMAA.-
VP) en fraccién molar 0,73 VMAA: 0,27 VP (Queroz, Gallardo y SanRoman, 2000). Para la
sintesis del copolimero se degtilaron a vacio mondmeros dimetiacrilamida y vinilpirrolidona, se
mezclaron y se polimeriz6 en solucién utilizando etanol como solvente. Después de desgasificar
con gas N, durante 30 min, se indujo la reaccién térmicamente a 50°C utilizando azobis-
isobutironitrilo (AIBN 1,5x10° M) como radical libre iniciador. Los copolimeros resultantes se
precipitaron con dietiléter, se redisolvieron en etanol, se reprecipitaron, para eliminar monémeros
residuales y se secaron d vacio. Paraformar € sistema DNA-polimero, se solubilizaron 600 mg

del polimero en PBS, se afladieron 600 ng de GFP-pQBI 5 y se liofilizaron.



3.6. ENSAYOSDE TRANSFECCION IN VITRO EN CELULASEPC.

Se hicieron crecer células EPC en placas de 24 pocillos a 20°C con 500 mi de medio
RPMI-1640 modificado por Dutch con 20 mM de Hepes y suplementado con 10% de suero fetal
bovino (crecimiento Optimo a 28-30°C). Cuando la confluencia de las células era del 70-80%
(5x10° céulas/pocillo) se incubaron durante 2-4 h con cantidades diferentes de plasmidos
mezclados con los reactivos de transfeccion apropiados, durante 15 min en 25 ni de RPMI-1640
con o sin suero fetal bovino (segun € reactivo de transfeccion) y se afiadieron a los pocillos que
contenian 500 m de medio, con o sin suero, respectivamente. Después de la transfecciéon se
incubaron las células durante 2 0 més dias a 20°C (Bearzotti et al., 1992) antes de los ensayos
deteccion.

Para la transfeccion por electroporacion se despegaron células EPC de los frascos de
cultivo con tampon fosfato libre de Magnesio y Calcio (PBS) conteniendo 0,9 ¢/l de EDTA.
Después de lavarlas con &l mismo tampon se afiadieron 10 ng de DNA plasmidico a 2x10° cdulas
en 400 M de PBS y se electroporaron en cubetas de 0,2 cm a 0.3 Kv, 960 nF (z~0,2ms).
Después, las células electroporadas se colocaron en placas de 24 pocillos y se incubaron hasta la
gjecucion de los ensayos de deteccion.

Para los ensayos de transfeccion con pGINT7b (promotor T7), previamente a la
transfeccion se infectaron las monocapas de células con la cepa de Vaccinia VTF7-3, que expresa

lapolimerasadel fago T7 (Fuerst et al., 1986) y se incubaron durantel-2 h.

3.7. MANIPULACION DE TRUCHAS (ONCORHYNCHUS MYKISS,

WALBAUM).

3.7.1. Obtencion de sueros de truchas. Los sueros de truchas control arco iris sanas
(truchas adquiridas en la piscifactoria Vistahermosa, Leon) se obtuvieron mediante sangrado por
la vena caudal hasta su muerte y posterior mezclado de 200 truchas de 200 g. Otro suero de

truchas control se obtuvo en 1987 procedente de una mezcla de sueros de 30 truchas de la
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Piscifactoria de la Escuela de Ingenieros de Montes de Madrid (una piscifactoria en circuito
cerrado, con reproduccion de trucha durante mas de 30 afios). Los sueros de truchas
inmunizadas y/o vacunadas se obtuvieron por dos métodos, segin €l tamafio de la trucha y la
posibilidad de recuperar cantidad suficiente de suero. Las truchas menores de 5 cm se sangraron
por la vena caudal, diluyendo la sangre a una dilucion ¥4 en una solucién anticoagulante con 6,4
g/l de citrato sddicoy 1,5 g/l de EDTA en suero salino isoténico (IBY'S), separando después por
centrifugacion e sobrenadante diluido. En e caso de truchas mayores € sangrado se realizé
directamente por inyeccién en la vena caudal. Se utilizd un Unico método de sangrado para un
mismo experimento, segun e tamafio de las truchas.

3.7.2. Ensayos con truchas de 2 cm inmunoincompetentes y GFP-pQBIl, +
formulaciones. Para estos ensayos se utilizé e plasmido GFP-pQBI,s que codifica la proteina
fluorescente GFP. Para los ensayos con GFP-pQBI s utilizando las formulaciones. DOTAP,
polimeros catidnicos, fugene y bactofeccion, se mantuvieron grupos de 5 truchas de 2 cm con un
peso corporal de 0,3-0,5 g (Las Zayas, Ledn, Espafia) en un contenedor con 20 ml de agua de
acuario durante 15-30 min con GFP-pQBI s + formulaciones. Como control positivo (Heppell et
al., 1998), se inyectaron intramuscularmente con 1 ng de GFP-pQBl,s /trucha utilizando una
jeringa de 10 m (Hamilton, Reno, NV, USA). Se incluyeron controles con la formulacién y un
plasmido codificando una proteina no fluorescente (Gs-pcDNAI/Amp), con pQBIlxs 0 con la
formulacion sin plasmido. Después se traspasaron las truchas a 500 ml y se mantuvieron a 4-
10°C durante 1-2 semanas mientras se analizaba la expresion de la GFP.

Para los ensayos basados en ultrasonidos de bagja frecuencia se mantuvieron grupos de 5
truchas de 0,3-0,5 g de peso (2 cm) en un vaso de vidrio con 20 ml de agua de acuario dentro de
un bafo sonicador de 250 ml de capacidad y de 40 W de potencia de ultrasonidos a una
frecuencia de 40 KHz (Selecta, Barcelona, Espafia) lleno con 100 ml de agua. Primero se
aplicaron los ultrasonidos en dos pulsos de 2 s cada uno con 1 min de descanso entre pulsos,

después se afadié € GFP-pQBI s y se aplicaron 2 pulsos de 1 s cada uno con 1 min de descanso
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entre pulsos. Se mantuvieron después las truchas con € GFP-pQBly durante 30 min, se
tragpasaron a 500 ml y se mantuvieron a 4-10°C con aireacion durante 1-2 semanas mientras se
andlizabala expresion de la GFP.

3.7.3. Ensayos de vacunacién/contraprueba in vivo con truchas inmunocompetentes
y G3-pcDNAI/Amp. Para estos ensayos se utilizo e plasmido G3-pcDNAI/Amp que codificala
proteina G del VSHV. Se utilizaron truchas de peso y tamafio comprendidos entre 1-5 g (5-7 cm)
(Basurco y Coll, 1991a; Basurco y Coll, 1991b), que fueron adquiridas en la piscifactoria
Fuentehermosa (Puebla Lillo, Ledn, Espafia) y El Molino (Manzanares del Real, Madrid, Espafia).
Hasta el momento de la vacunacion/contraprueba, |as truchas se mantuvieron en acuarios de 30 |
en circuito cerrado. Las instalaciones donde se realizaron las pruebas se ubican en e Laboratorio
de Alta Seguridad del 1.N.1.A. en Vadeolmos (Madrid).

Para € estudio previo de la respuesta inmunol gica a la inyeccion con proteinas de VSHV
y con VSHV, se mantuvieron truchas de 0,5 a 1 Kg en acuarios de 100 | a 12-18°C. Por cada
antigeno, se inyectaron dos truchas intraperitonealmente 4 veces a lo largo de 3 meses. Las
inyecciones se llevaron a cabo con 400 ul de dos proteinas recombinantes de VSHV (G4, aa 9-
443 de la proteina G de VSHV y N3, proteina N de VSHV) expresadas en la levadura
Saccharomyces cerevisae DC04 (Estepa, Thiry y Call, 1994) y VSHV concentrado con PEG e
inactivado por calor (37°C, 30 min) (Basurco y Coll, 1991a) (ver 3.1.2.). En laprimerainyeccion
se diluyeron a partes iguales (1:1) 30 mg de VSHV o de G4+N3 recombinantes con € adyuvante
completo de Freunds y para e resto de inyecciones se diluyeron 1:1 con e adyuvante incompleto
de Freunds. También se utiliz6 € adjuvante saponina. Para ello, la misma preparacion de VSHV
(30 mg/ml) se sonicd en presencia de 30 mg/ml de saponina (Superfos, Quil A), 620 mg/ml de
colesterol y 6 mg/ml de fosfatidilcolina (Morein, Sundquist, Hoglund, Dalsgarrd y Osterhaus
1984; Larsson, Lougren'y Morein 1993).

Los experimentos de vacunacién/contraprueba se realizaron mediante bafio-inmersion

siguiendo protocolos descritos con anterioridad (Basurco, 1990; Basurco y Coll, 1992
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DeKinkelin y Bearzotti, 1981; Estepa, 1992; Estepa, Thiry y Coll, 1994; Neukirch, 1984). En
cada experimento se incluy6 un acuario con 10 ng de G3-pcDNAI/Amp inyectado por trucha 'y
un acuario control con truchas no vacunadas. Brevemente, las truchas se mantuvieron en un
volumen de 500 ml de agua del acuario con fuerte aireacion mediante difusores a 8-10 °C
durante 30-120 min desde la adicion de las vacunas, segun los diferentes experimentos.
Inmediatamente despules, se devolvieron las truchas a los acuarios y se esperaron unos 30 dias
para dar la contraprueba con VSHV. En todos los casos se afadié la mezcla y bafio a los
acuarios, excepto con la bactofeccion, en la que las bacterias no se afiadieron a acuario, para
evitar infecciones en e acuario debido ala elevada carga bacteriana.

Para la vacunacion utilizando ultrasonidos de baja frecuencia se mantuvieron 20-30
truchas de 5-7 cm en un bafio sonicador con 100 ml de agua de acuario (volumen total ~250 ml)
con las formulaciones de plésmido. Se aplicaron 2 pulsosde 10 s, se afladio & G3-pcDNAI/Amp
y se aplicaron 2 pulsosde 2 s. Entre un pulso y otro se esper6 1 min. Se mantuvieron después en
contenedores con un volumen total de 500 ml de agua del acuario durante 30 min con aireacion y
se traspasaron después a acuarios de 30 | a 10°C en circuito cerrado, hasta el momento de la
contraprueba.

L os experimentos de vacunacién por inyeccién para el estudio de promotores se realizaron
en las mismas condiciones que € resto, inyectando directamente los plasmidos por via
intramuscular.  Se utilizaron los plésmidos G-pcDNA3.1-CMV y G-pcDNA3.1-FG2 para
comparar la eficacia de los promotores CMV y FG2y e pcDNAS3.1 como control negativo.

Las contrapruebas por inmersion se realizaron con una dosis de 10° unidades formadoras
de placa o UFP/ml (Basurco y Coll, 1992) de la cepa VSHV 07.71 (Bernard, LeBerre y
DeKinkelin, 1983; DeKinkdlin y LeBerre, 1979; LeBerre, De Kinkelin y Metzger, 1977). Las
contrapruebas por inyeccion intramuscular (im) y por via oral (vo) se realizaron con una dosis de
10° UFP/mI de virus 50-200 m por trucha. Se utilizd aireacion con difusores cuando las

contrapruebas se hicieron en 0,5-1 | en recipientes externos a los acuarios. Después de la
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contraprueba se recopilaron los datos de mortalidad durante 30-40 dias 'y se calcul6 € porcentaje
relativo de supervivencia (PRS) segun laformula 1 — mortalidad de truchas tratadas con plasmido

/ mortalidad en € control de truchas no vacunadas x 100.

3.8. DETECCION DE LA EXPRESION DE GENES MARCADORES: GFP Y

RGAL.

3.8.1. Deteccién de la expresion de GFP. Se lavaron las truchas con suero salino 0,9
g/l. Para el montaje se cubrieron parcialmente con un portaobjetos sobre una placa de Petri. Se
examinaron las aetas caudales y se fotografiaron a 10x4 aumentos en un microscopio Nikon
invertido provisto de una lampara de luz ultravioleta utilizando un filtro azul DM510 B-22y una
camara SBIG ST-7 (Santa Barbara Instrument group, Sta Barbara, CA, USA). Todas las
fotografias se tomaron con 5 s de exposicién . Se incluy6 un filtro para evitar la fluorescencia
inespecifica de infrarrojos (eyeguard for CFWN 10X MB J99000 ND4). Para tomar y procesar
las microfotografias a microscopio se utiliz6 € programa CCDOPS version 1.09 (Santa Barbara
Instrument group, Sta Barbara, CA, USA). Para comparar las fotografias se modificaron las
fotografias hasta e mismo fondo y rango. Para € andlisis comparativo de intensidad de luz en
células individuales se utilizd € programa CCDOPS version 4.03 (Santa Bérbara Instrument
group). Se analizaron un total de 3 truchas por grupo y 3 fotografias por cada trucha, anotando
los valores de intensidad de luz de las 20-30 células con mayor fluorescencia (luz recogida en un
rea cuadrada 13x13, ~9 nm’ ) por fotografia. Se calcularon y representaron las intensidades
relativas de luz por céula, halladas restando a valor de cada célula e valor media de fondo
correspondiente a su fotografia. Se relalizaron los siguientes calculos para cuantificar la
fluorescencia
0] Fluorescencia media de todos los pixels por fotografia: segin la fluorescencia media
calculada por € programa (pico del histograma de la fotografia). Se utilizo sdlo en los

experimentos preliminares para decidir e método a usar en la cuantificacion.
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(i)  Fluorescencia de cada célula relativa a fondo de cada fotografia (FR1). Se calculo
restando a la fluorescencia de cada célula (fluorescencia del &rea 13x13), la fluorescencia
media de fondo de su fotografia (FR1= fluorescencia por célula— media de la fluorescencia
de fondo). Para calcular la fluorescencia media de fondo de cada fotografia se utilizaron
10 &reas de 13x13 de la fotografia sin fluorescencia 0 5 melanomacréfagos (estas células
nunca mostraron fluorescencia).

(iv)  Fluorescenciarelativa a fondo de la fotografiay a grupo control del experimento por
célula (FR3). Paracalcular este dato se procedio de la siguiente manera: Primero, en cada

fotografia se calculd laFR1 y se dividio por la media de la fluorescencia de fondo:

FR1
FR2=

media de lafluorescenciade fondo

En segundo lugar, para e grupo control se calculé la media de las fluorescencias relativas

de cada cdula (MFRC):

a fluorescenciardativa de cdulas control
MFRC=

numero de células control

En tercer lugar, para cada célula de los grupos expuestos al GFP-pQBI s, se calculé la

fluorescenciarelativaal fondo y a control, segiin laformula: FR3 = FR2/MFRC

(v) Porcentgje de células con fluorescencia relativa (FR3) mayor que la media més dos
desviaciones esténdar (>X+2s). Se contaron las células con FR3 >X+2s (aquellas cuya
fluorescencia podia considerarse positiva con un 90% de probabilidad asumiendo una
distribucion normal de todos los valores) y se expresaron |os resultados como el porcentaje
del nimero total de células con fluorescencia., segin la férmula: % células = nUmero de

células con FR3>X+2s / nimero total de células fluorescentes x 100.
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3.8.2. Deteccidn de la expresion de R-Galactosidasa (bgal). Para el ensayo de bga se
utilizé e kit comercial bgal Reporter Chemiluminescent Kit Gene Assay (Roche). Experimentos
preliminares mostraron que para estimar de la mejor forma posible la actividad bga en células
EPC transfectadas se deberian mantener éstas un minimo de 2 dias a 20°C después de la
transfeccion. Después de quitar € medio de cultivo celular y lavar las células dos veces con PBS,
se anadieron 250 m de solucién de lisis a las EPC transfectadas y se agitaron los pocillos en un
agitador SBS durante 10 min. Después se transfirieron 50 M de células lisadas a cada pocillo
correspondiente de una placa Isoplate (EG& G, Madrid, Esparia) de 96 pocillos. Se afiadieron
100 m de solucion sustrato recién preparado y se incubaron durante 1 h, pasado € cua se
afadieron por pocillo 50 m de solucion intensificadora recién preparada y se contaron
inmediatamente durante 6 s en un contador de centelleo 1450 Microbeta (Wallac, Oy, Turku,
Finland). En las condiciones usadas en este trabgjo, 1 pg de bgd rendia 4x10* cpm (factor

utilizado para convertir la actividad en cantidad de bgal).
3.9. INMUNOENSAYOS.

3.9.1. Enzimoinmunoensayo (ELISA). Se cubrieron placas de poliestireno de 96
pocillos (Dynatech, Plochingen, Germany) con 1 ng/pocillo de proteinas recombinantes o de
VSHV (100 ul/pocillo en agua Sigma) y se tapizaron a sequedad manteniéndolas a 37°C durante
toda la noche. Previamente a su uso las placas se bloguearon con 100 pl/pocillo de tampdn de
diluciéon (130 mM NaCl, 2 mM KCl, 8 mM NaHOP,, 1,4 mM KH,OP,, 0,24 mM mertiolato, 5
g/l seroalbumina bovina, 0,3% suero de conegjo, 0,5 g/l Tween-20, 50 mg/l rojo fenol, pH 6,8)
diluido a 1/20 en agua destilada (Sanz y Coll, 1992c). A continuacion, se incubaron a
temperatura ambiente durante 60 min con 100 pl/pocillo de los sueros de trucha diluidos en
tampon de dilucién. Se lavaron las placas una vez por inmersion en agua desionizada y se
incubaron durante 30 min a temperatura ambiente con un AcMo anti-lgM de trucha obtenido en

raton (1G7) diluido 1/200 en tampon de dilucion (100 pl/pocillo) (Sanchez, Coll y Dominguez,
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1991; Sanchez, 1992). Después de lavar por inmersion en agua desionizada, las placas se
incubaron durante 30 min con 100 pl/pocillo de Acs anti-lgs de ratdn obtenidos en congjo y
conjugados con peroxidasa (Sigma) diluidos 1/500 en tampdn de dilucion. Se lavaron las placas
tres veces y se revelaron afiadiendo 50 pl/pocillo de orto-fenilendiamina 1 mg/ml (OPD,
Dakopatts, Denmark) disueltas en tampon sustrato (150 mM citrato sodico, 3 mM H,0,, 0,24
mM mertiolato, pH 4,8) (Coll, 1989) dejando €l desarrollo de color durante 30 min a temperatura
ambiente. Finamente, se frend la reaccién con 50 pl/pocillo 2 M H,SO, y se leyo la absorbancia
de las placas en un Titertek Multiskan RC a 492 y a 620 nm. La Asonm Se Utilizo para corregir
diferencias individuales de absorbancia entre pocillos. Los resultados se expresaron como Asg-
Aeonm (Martinez y Coll, 1988).

3.9.2. Transferencia de geles SDS-PAGE a nitrocelulosa e inmunodeteccién.

Se separaron muestras de VSHV purificado, en geles de poliacrilamida (12% de
poliacrilamida para €l gel separador y 6% para € gel apelmazador), polimerizados con 0,5%
TEMED y 1% persulfato aménico. Las muestras diluidas en tampdn de muestra (0,12 M TrisCIH
pH 6,8, 10% glicerol, 250 mM b-mercaptoetanol/DTT, 2% SDS, 0,02% azul de Bromofenol), se
calentaron previamente a 100°C durante 2 min y se realiz0 la electroforesis durante 2-3 h a 25 mA
en tampon de electroforesis (25 mM Tris base pH 8,6, 192 mM Glicina, 0,1% SDS).

Las proteinas ya separadas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (BioRad) en
cubeta himeda durante 3 h a 250 mA en tampdn de transferencia (25 mM Tris base pH 8,6, 192
mM glicinay 20% Metanol). Los filtros con las proteinas transferidas se cortaron en tirasy se
procedié a la inmunodeteccion. Para ello, las tiras se bloquearon con tampon de blogqueo (PBS,
2% de leche desnatada Molico, 0,05% de Tween-20, 4% de extracto E. coli, 0,3% de suero de
conejo) durante 1 h a temperatura ambiente. A continuacién, se incubaron 1 h los Acs diluidos
1/200 en tampdn de bloqueo. Se lavaron por inmersion en H,O tres veces 5 min y se incubaron

con Acs de conejo anti-1gs de ratdn conjugados con peroxidasa durante 30 min. Tras los Ultimos
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lavados, se procedi6 a revelado utilizando € kit comercial ECL de bioluminiscencia (Amersham,
Arlington Heights, IL).

3.9.3. Microensayo de neutralizacion de VSHV. Para redizar este ensayo, se
incubaron durante toda la noche a 4°C 10° DICTsy/ml de VSHV 07.71 con diluciones seriadas de
los sueros de trucha en placas Costar de 96 pocillos (200 pl/pocillo) (Lorenzo, Estepa y Coall,
1996). Al dia siguiente, se afiadieron 100 W de las diferentes mezclas de dilucion de sueros/virus
a cultivos de células EPC en placas de 96 pocillos y se mantuvieron en adsorcion durante 2 h a
14°C con agitacion suave cada 15 min. Después de retirar la mezcla, las células se lavaron
suavemente para evitar que se levantara €l tapiz, con medio RPMI1-1640 modificado por Dutch
con 2% de suero fetal bovino, se afladié 100 pl/pocillo de medio de cultivo celular fresco y se
incubaron las placas durante toda la noche a 14°C. Las monocapas de EPC infectadas se fijaron
con metanol frio (100 W/pocillo) durante 10 min. A continuacion, se realiz6 € inmunoensayo.
Para dllo, las células fijadas se incubaron con € AcMo 2C9 (Sanz y Coall, 1992a; Sanz y Coll,
1992c) que reconoce la nucleoproteina N del VSHV (proteina mayoritaria del virus) diluido
(1/200) en tampdn de dilucion de ELISA durante 1 h a temperatura ambiente. Después de lavar
con H,O desionizada, se incubaron con 100 pL de Acs de congjo anti-lgs de ratdn conjugados
con peroxidasa (Sigma) durante 30 min. Después de tres lavados, las placas se revelaron
afadiendo 100 pl/pocillo de diaminobenzidina (DAB, Sigma) conservada a -70 °C recién disuelta
en 10 ml PBS pH 6,5; 8 mg DAB y 10 pl H,0, (Panreac). Se dej6 proceder lareaccion hasta que
se detectaron focos de color marrén (desde pocos minutos a 1 h) a microscopio invertido. Una
vez lavada y secada la placa, los focos marrones (positivos a DAB) se contaron con un
microscopio invertido provisto de un ocular 10x con cuadricula. Los resultados se expresaron
segun la férmula: nimero de focos positivos en presencia de Ac/nimero de focos en ausencia de
Ac x100. El titulo de neutralizacion se definié como la inversa de la Ultima dilucion en la que se

observan €l nimero focos que se obtienen en los controles sin virus (1-2 por pocillo).
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3.10. RESPUESTA INMUNE CELULAR.

3.10.1. Obtencidén y cultivo de leucocitos derifién de trucha. Los leucocitos de rifién
de trucha se obtuvieron segin metodos descritos con anterioridad (Estepa, 1992; Estepa, Thiry y
Coll, 1994). Brevemente, los cultivos de leucocitos se prepararon a partir de rifion anterior
(Estepa y Coll, 1992b) de truchas individuales para evitar posibles reacciones inmunolégicas
cruzadas entre los leucocitos de distintos individuos (Stet y Egberts, 1991). La concentracion
celular y e medio de cultivo celular empleado se seleccionaron para una linfoproliferacion éptima
después de varios ensayos. El nimero de leucocitos se determind con un hemocitometro y se
ajustd a una concentracion de cdulas redondeadas y viables de 2,4x10* célulasml. El medio de
cultivo celular utilizado fue e RPMI-1640 modificado por Dutch con 20 mM Hepes (290
mOsm/Kg), (Flow) con 10% de suero fetal bovino descomplementado (SFB, Seralab) y
suplementado con 2 mM de glutamina (Flow), 1 mM de piruvato sodico (Flow), 50 pg/ml de
gentamicina (Flow), 2 pg/ml de anfotericina (Flow), 50 pM -mercaptoetanol y 3% de una
mezcla de sueros de trucha preensayada descomplementada (Estepay Coll, 1992b; Estepa, Friasy
Coll, 1993). Después de preparar las suspensiones de leucocitos, se pipetearon 100 pl/pocillo en
una placa de 96 pocillos (Costar) ya pipeteada con los inmunégenos adecuados (10 pl/pocillo).
Las placas se sellaron en bolsas de pléstico de 20x12 cm, se gasearon con 5% de CO, en airey se
incubaron a 20°C durante 10 dias (Estepay Coll, 1992b).

3.10.2. Ensayos de proliferacion. Después de ocho dias de cultivo, las placas se
pulsaron con 1 uCi de metil-timidina tritiada (60 pCi/mmol, Amersham, Madrid, Espafia) en 25
de medio de cultivo por pocillo (Estepa, 1992). Dos dias después, las células se recolectaron con
agua destilada sobre filtros de fibra de vidrio (Printed Filtermat A, 1450-421, Wallac-Pharmacia)
con un Tomtec Cell Harvester de 96 pocillos (Tomtec, Orange, Connecticut, USA). Losfiltros se
secaron, se introdujeron en bolsas con liquido de centelleo, (Optiphase Hisafe |1) y se contaron en
un contador de centelleo liquido 1450 Microbeta (Wadlac, Oy, Turku, Finlandia & Pharmacia

Ibérica SA.) (Estepa, Thiry, yColl, 1994). Se utiliz6 como control positivo, la estimulacién
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obtenida con 2 pg/pocillo de fitohemaglutinina (PHA) (Flow). La incorporacion de fondo se
obtuvo en cultivos control que no contenian inmundgenos. El indice de estimulacién (IE) se
cacul6 por la formula, cuentas por minuto (cpm) incorporadas en presencia del

inmundgeno/fondo, después de restar el fondo a cada dato.
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4.1. OBTENCION Y CARACTERIZACION DE PLASMIDOS.

4.1.1. Subclonaje del gen G de VSHV en e plasmido pcDNAI/Amp. El plasmido G-
pcDNAI (Dr. Michel Brémont, INRA, Francia) que contiene € gen de la glicoproteina G de
VSHV setransfirio a plasmido pcDNAI/Amp.

De la digestiéon del G-pcDNAI se obtuvo una banda de 1,5 Kb (Figura 7A)
correspondiente al gen G de VSHV. Después de purificar tanto la banda de la G como la del
plasmido abierto pcDNAI/Amp (Figura 7B), se transformaron bacterias E. coli (ToplOF vy
DH5a) con mezclas de su ligamiento y se seleccionaron varios clones para extraer el DNA,
digerir y comprobar cuales poseian € inserto G. Aunque la digestién con EcoRI y Xhol fue
parcia (Figura 7C) se observaron bandas de 1,5Kb, correspondientes al tamafio esperado para el
inserto en 6 de los clones (todos ellos con bacterias ToplOF) y ausentes de los clones
transformados con pcDNAI/Amp. Se €ligi6é € clon 3, por poseer una banda més intensay se
denomin6 G3-pcDNAI/Amp (Figura 7C, banda?).

Con objeto de caracterizar € inserto recombinante se disefié una reaccion de PCR
mediante dos parejas de oligonucledtidos que amplificaban dos fragmentos solapados del gen de
la proteina G. Se hizo PCR de la construccion obtenida de las bacterias transformadas (G3-
pcDNAI/Amp), de la construccion de partida (G-pcDNALI), del pcDNAI/Amp y se incluy6 un
control sin pldésmido. Después de los ciclos de amplificacidn, los productos en un gel de agarosa
demostraron que se obtenian los fragmentos esperados (Figura 8). Confirmando estos datos, la
secuencia de nucledtidos de la G en la construccion generada, G3-pcDNAI/Amp, en ambas
direcciones coincidia (datos no mostrados) con la secuencia publicada de laG de VSHV (Thiry et
al., 1991b). Por lo tanto, la construccion G3-pcDNAI/Amp contiene el gen G del VSHV. Se
cultivo lacepaen LB-Ampicilinay se guardd en 20% de glicerol a—70°C y ha sido la cepa a partir
de la cua se ha producido € plasmido en cantidad para |os experimentos de vacunacion DNA por

inmersion.
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Figura 7. Digestion preparativa (A), purificacion del gen G y del vector pcDNAI/Amp para € subclonaje (B)
y seleccién de clones positivos después del subclonaje del gen G en e vector pcDNAI/Amp y transformacion
de E. coli ToplOF' y DH5a (C). A, Se redizd una digestion con las enzimas EcoRI y Xhol a partir de la
construccion G-pcDNAI y del vector comercial pcDNAI/Amp. Se separaron las muestras sobre gel de agarosa. 1,
Marcador 111 (BOeringher-Manheim); 2, pcDNAI/Amp digerido EcoRlI/Xhol; 3, G-pcDNAI digerido EcoRI/Xhal);
4, Marcador VI (Boeringher-Manheim). B, Los productos de la digestion se purificaron mediante el kit comercia
Prep-A-gen (Biorad). 1, banda de 1,5 kb (G); 2, banda de 4 Kb (pcDNAI); 3, banda de 4,8 Kb (pcDNAI/Amp); 4,
Marcador IlIl. C, Seextrajo e DNA plasmidico de 2 ml de cultivo de colonias de bacterias transformadas con la
mezcla de ligacion (pcDNAI/Amp + inserto G). Se realizé digestion con EcoRI y Xhol y se separaron las muestras
en gel de agarosa. 2 a 11, transformacion en E. coli ToplOF . 12 a 14, transformacion en E. coli DH5a. 1,
Marcador I11; 2, pcDNAI/Amp comercial, sin digerir; 3, ToplOF'; 4, ToplOF + pcDNAI/Amp; 5 a 11, ToplOF
+GpcDNAI/Amp ; 12, DH5a; 13 y 14, DH5a+GpcDNAI/Amp; 15, Marcador I11; 16, Marcador VI. Seindican a
ambos lados de las fotografias |os tamafios de las bandas, en Kb (marcadores, en la derechay bandas significativas,
en laizquierda).
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Figura 8. Amplificacion por PCR de fragmentos del inserto G3 del recombinante G3-pcDNAI/Amp. Se
realizo una PCR con dos pargjas de oligonuclebtidos (#59-#60 y #61-#62) que amplificaban dos fragmentos del gen
dela G clonado en € vector pcDNAI/Amp. Se aplicaron 30 ciclos de 1 min a95°C, 1 min a55°Cy 2 min a 72°C,
sobre una volumen total de 100 m de reaccion. Se hicieron migrar 10 m en un gel de agarosa a 1%. 1 a4, PCR
con los oligonucledtidos #59-#60. 1, control de reaccion sin DNA; 2, G-pcDNAI; 3, G3-pcDNAI/Amp; 4,
pcDNAI/Amp. 5 a8, PCR con los oligonucledtidos #61-#62. 5, control de reaccion sin DNA; 6, G-pcDNAI; 7, G3-
pcDNAI/Amp; 8, pcDNAI/Amp. 9, Marcador VI (BOeringher-Manheim). 10, Marcador Il (Boeringher-
Manheim). nt, nuclettidos.
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4.1.2. Produccion de E.coli(G3-pcDNAI/Amp) en cantidad. Con objeto de producir
grandes cantidades de E.coli(G3-pcDNAI/Amp) se llevd a cabo una fermentacion en 17 I.
Después de los estudios de optimizacion del medio en pequefia escala se digié € medio JLB
porque favorecié el crecimento bacteriano y se llegaba antes a la saturacion del cultivo, de manera
gue se podia reducir € tiempo de incubacion para un mismo rendimiento, con un menor gasto.
Asi, la A s0nm de las bacterias recombinantes incubadas durante 16 h en medio JLB fue 3-4 veces
mayor gue la de las mismas bacterias incubadas durante ese tiempo en medio LB.

El cultivo de grandes cantidades de bacterias en un fermentador de velocidad de agitacion
controlada en funcion de la presion parcia de oxigeno parece un sistema apropiado de produccion
de G3-pcDNAI/Amp a gran escala, en poco tiempo y con poco gasto (17 | de medio de cultivo y
8 a10 horas). En sdlo 8 h de incubacion desde la adicion del incolulo bacteriano al fermentador
se alcanzo la saturacion del cultivo, con una recuperacion de 10-20 g de pasta hUmeda bacteriana
por litro.

En los primeros experimentos de purificacion del plésmido a partir de pasta de bacterias,
con el sistema comercial Wizard (Promega Corp, Madison, WI, USA), basado en e protocolo de
liss acalina, se obtuvieron cantidades de G3-pcDNAI/Amp de 32% de pureza con un
rendimiento de 7 pg por g de pasta de E.coli(G3-pcDNAI/Amp) (Tabla4 ). Cuando seredizé la
extraccion de G3-pcDNAI/Amp a partir de pasta de bacterias pasadas previamente por una prensa
de French se obtuvo un rendimiento menor (datos no mostrados).

Para optimizar tanto la pureza como el rendimiento se realiz6 un estudio comparativo de
estos parametros en funcion de las diferentes cantidades de partida de la pasta de E.coli(G3-
pcDNAI/Amp) (Figura 9, Tabla4 ). Se hicieron extracciones a partir de 1,25, 2,5y 5 g de pasta
de bacterias por cada 30 ml de volumen inicial de soluciones|, Il y 111 (ver materiales y métodos).
Para 5 g de pasta de bacterias € rendimiento obtenido fue entre 7-56 pg de G3-pcDNAI/Amp por
gramo de pastay una pureza entre 7-32 %. Para 2,5 g €l rendimiento de G3-pcDNAI/Amp fue de

112 a 115 pg/g de pasta 'y una pureza de 11,8 a 17,5%. Cuando se disminuy6 a 1,25 g aunque
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aumentaron en una pequefia proporcion tanto € rendimiento a 129 pg/g como la pureza a 22%,
las cantidades absolutas de plasmido por cada preparacion eran demasiado pequefias (de 1,93 mg
frente a 3,45 mg). Para aumentar la pureza del G3-pcDNAI/Amp extraido se estudid la
conveniencia o no de su repurificacion en una segunda extraccion por medio de lisisdcalina. Se
demostré un aumento en la pureza del 11,8 a 32% y de un 17,5% a 40% en 2 experimentos
diferentes sin una pérdida significativa de rendimiento en las cantidades obtenidas de G3-
pcDNAI/Amp ( 112 a 110 pg/g y 115 a 110 pg/g, respectivamente) (Figura 9), por lo que se
adoptd 2,5 g de pasta de bacterias por 30 ml de soluciones iniciales como cantidad éptima para
iniciar € procedimiento de extraccion y € procedimiento de repurificacién para los protocolos de
trabgo de obtencién en gran cantidad de G3-pcDNAI/Amp. Asimismo, se adoptd este
procedimiento de purificacion para obtener cualquiera de los otros plasmidos utilizados en este
trabajo.

Segun datos bibliogréficos, del rendimiento en la produccién de plasmido en funcion de su
tamafio y del nimero de copias por bacteria, se esperaba un rendimiento de aproximadamente 1
ng/ml de cultivo, y segin otros datos hasta 2-5 ng/ml (Sambrook, Fritsch y Maniatis, 1989)
frente alos 0,6-0,7 ng/ml que se obtuvieron.

Este procedimiento de extraccién de plasmidos se adoptd también para obtener € resto de
los plasmidos con los que se trabaj 6, después de su transferenciaa E. coli y a partir de sedimento
de cultivos de las bacterias E.coli resultantes. En alguno de los casos se llegaron a obtener

valores de pureza del 90-100%, en €l plasmido purificado mediante |os procedimientos descritos.
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Cantidad, rendimiento y pureza en la produccién de G3-pcDNAI/Amp a gran escala.

Cantidad DNA obtenido, Rendimiento, Pureza,
Bacteria, mg’ ny/g bacterias %’

Ext g/30ml*  G3-pcDNAI/Amp° DNA total® G3-pcDNAI/Amp DNA total

A 5 0,035 0,110 7 22 32
B 5 0560 5 56 500 14,7
C 5 1,12 16 56 800 7

D 25 1,12 95 112 950 11,8
D 25 1,10 34 110 340 32
E 25 345 1977 115 657 17,5
E 25 331 825 110 275 40
F 125 193 8,68 129 580 22

A, protocolo completo con paso fina de resina Wizard (Promega). B, C, D, E, F, sin paso fina
deresina. D’ y E’, repurificacion. Se ha partido de la misma pasta de bacterias recombinantes
cultivadas en un fermentador de 17 |. Ext, nimero de extracion. 2, Los datos del volumen inicial
se refieren a las soluciones |, 11 y 111 del protocolo de lisis acaina (Promega). °, Cantidad de

DNA obtenido después de un protocolo de extraccion.®,

El G3-pcDNAI/Amp se estimé por

electroforesis en gel de agarosa al 1% y €l DNA total (bacteriano contaminante) se estimé por

absorbancia a 260 nm (Azsom). %,

La pureza se caculé segin la siguiente formula, G3-
pcDNAI/Amp / DNA total x 100. En negritas, |os procedimientos seleccionados.
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Figura 9. Resultados del estudio del rendimiento en la produccién de plasmido G3-pcDNAI/Amp a partir de
pasta de bacterias. Se extrgo € G3-pcDNAI/Amp de pasta de bacterias E. coli recombinantes con la
construccion G3-pcDNAI/Amp por un método de lisis alcalina. Lis, extraccion a partir de pasta de bacterias. Rep,
repurificacion. En abcisas se indica la cantidad de bacterias utilizadas por 30 ml de las soluciones usadas en la
extraccion. [ | Rendimiento expresado en pg de G3-pcDNAI/Amp por g de pasta de bacterias. FA | Pureza:
G3-pcDNAI/Amp /DNA total x 100.
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4.2. TRANSFECCION DE CELULASEPC IN VITRO.

Se redlizaron experimentos de transfeccion utilizando células EPC de carpa, como modelo
para estudiar las variables que afectan a la entrada de plasmidos en células de pez, la dependencia
de la concentracion de plasmido, tiempo de exposicién, distintos agentes de transfeccion, etc. El
uso de pCMVI[ conteniendo & gen de la b-Galactosidasa (bga) y de un sustrato
quimioluminiscente para la deteccion facilito la cuantificacion y estudio de los resultados.

Solamente se alcanzaron actividades bgal que correspondian a cantidades iguales o
superiores a 10 ng de bgal/pocillo (10°*-10° cpm/5x10° células) con fugene y lipofectamina (Figura
10). Dichas cantidades de bgal por pocillo fueron similares a las obtenidas por transfeccion de
células de mamifero (Nussbaum, Broder y Berger, 1994). Con tfx1, tfx6 o lipofectina, se
obtuvieron actividades correspondientes a ~1 ng de bgal/pocillo. Las menores actividades de
bgal correspondieron a las obtenidas con tfx3, eectroporacion y DOTAP (0,01 ng de
bgal/pocillo). El fondo de bgal obtenido en presencia de reactivos de transfeccion pero en
ausencia de pCMVb fue de 0,01-0,1 pg de bgal/pocillo que correspondian al limite de deteccion
de bga descrito por € fabricante. Las cantidades de bgal detectadas en presencia de pCMVb
pero en ausencia de reactivo de transfeccion fueron similares alos valores fondo (Figura 10).

Se prefirid e fugene a la lipofectamina, dado que la expresion de bgal no se vio afectada
por la presencia del 2-10% de suero en e medio de cultivo (resultados no mostrados). Ademés,
el uso del fugene fue més simple que otros reactivos de transfeccion ensayados. Por €llo, los
experimentos que siguieron se realizaron con fugene como reactivo de transfeccion.

Seguidamente se refieren los resultados mas importantes obtenidos con € método
seleccionado. Labga mostré una actividad Optima cuando se transfectaron las células EPC con
una relacion de concentracion pCMVb/fugene de 0,4/1 (mg de pCMVb/m de fugene),
disminuyendo cuando se usaron relaciones mayores (Figura 11A, n=9). La mayor expresion de

bgal a lo largo de los diferentes experimentos varié entre 0,1 y 10 ng/pocillo, probablemente
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debido a la dificultad de reproducir la edad de las monocapas de EPC. La actividad bga fue
optima a 2-3 ng de pCMVb por pocillo (500 i de medio con ~5x10° cdulas por pocillo).
Concentraciones superiores e inferiores de pPCMVb mostraron una disminucion de la cantidad de
bgal detectada, hasta niveles proximos a fondo (Figura 11B).

Lacantidad de bgal fue 6ptima cuando la temperatura post-transfeccion se mantuvo entre
20 y 30°C, mientras que decay6 1.000-10.000 veces cuando se mantuvo a 37°C durante las
primeras 4 horas (Figura 12), debido probablemente a la bgja viabilidad de las células EPC bgjo
estas condiciones de temperatura. La cantidad de bgal fue aproximadamente 20 veces menor
cuando se usd un pladsmido de mayor tamafio que e pCMV (7,2 Kb), tal como e pcDNAlacZ
(8,6 Kb) (resultados no mostrados y Figura 13). Cuando se introdujeron cortes en el pCMVb
debido a sucesivos ciclos de congelacion y descongelacion (como se mostro por electroforesis en
gel de agarosa), la cantidad de bgal detectada en las EPC transfectadas disminuy6 de 1 a 0,001
ng/poc (10’ cpm a 10* cpm/5x10° células). La cantidad de bgal detectada baj6é 100 a 1.000 veces
cuando la transfeccion con pCMVb (promotor CMV) se realiz6 simultdneamente con pGINT7b
(promotor T7) o con GFP-pQBI 5 (promotor CMV) (Figura 13).

La Figura 14 muestra el aspecto de las células transfectadas con GFP-pQBl s y € rango de
concentraciones célulares en € que la cantidad de células transfectadas fue proporciona al
nuimero de células plaqueadas y transfectadas.

Para estimar la expresion de G mediante transfeccion de G3-pcDNAI/Amp en células
EPC, se detect6 la proteina expresada mediante tincién con e anticuerpo monoclona (AcMo)
neutralizante antiG de VSHV 3F1A12 (Dr. Niels Lorenzen) y FACS. Se observa un
desplazamiento en la intensidad de fluorescencia de las células con respecto al pico de intensidad
de las células transfectadas en ausencia de G3-pcDNAI/Amp, lo que indica un reconocimiento de
la proteina expresada en ellas, por e AcMo, es decir, expresion de G en las células en presencia

de transfectante y de la construccion G3-pcDNAI/Amp.
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Figura 10. Cantidad de bgal detectada en células EPC después de su transfeccion con pCMVb y varios
reactivos de transfeccion. Se transfectaron 5x10° cél/poc de placa de 24 pocillos con 5 ng de pCMVb por ml
después de mezclarlo con un reactivo de transfeccion en 25 nl de medio. Se afiadieron las mezclas pPCMVb
[transfectante a 500 m de células EPC en medio de cultivo, a 20°C durante 2 horas. Después de 48 horas a 20°C se
estudio la actividad bgal. Paralipofectamina, perfect kit (pfx) 1, 3y 6 y DOTAP, las 2 horas de transfeccion y las
primeras 24 horas de incubacion se realizaron ambas en ausencia de suero. Se usd cada reactivo de transfeccion a
2 0 més concentraciones diferentes y se representd la concentracion correspondiente ala mayor actividad obtenida.
Se representan medias y desviaciones estandar de los duplicados. A, pCMVb. B, pCMVb + 6 m/ml de fugene. C,
pCMVb + 10 m/ml de lipofectamina. D, pCMVb + 20 mi/ml de lipofectina. E, pCMVb + 6 m/ml de tfx1. F,
pCMVb + 6 m/ml de tfx3. G, pCMVb + 6 ni/ml de tfx6. H, pCMVb + €electroporacién. |, pPCMVb + 30 ni/ml de
DOTAP. Barras vacias, reactivos de transfeccién sin pCMVb.
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Figura 11. Efecto delarelacion plasmido/fugene (A) y de la concentracion de pCMVb (B) en la cantidad de
bgal detectada en células EPC transfectadas. Se hicieron crecer células EPC en 500 m de medio/poc en placas
de 24 pocillos hasta 5x10° células/poc. Se mezclé e pCMVb con fugene en 25 M de RPMI-1640 y después de 15
min se afladieron las mezclas a las células. Después de 48 horas a 20°C se ensay6 la actividad bgal. Simbolos
diferentes corresponden a diferentes experimentos. A, Resultados obtenidos usando 3 ng de pCMVb /pocillo y
diferentes concentraciones de fugene. B, Resultados obtenidos con 3 ml de fugene por pocillo y diferentes
concentraciones de pCMVb.  ------------ , curva de ajuste por minimizacién del cuadrado de las medias por €
programa FigP (Biosoft, Cambridge, UK). Se hatrazado en B parafacilitar lavisibilidad de los resultados.
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Figura 12. Efecto de la temperatura durante las primeras horas de transfeccion de células EPC en la
cantidad de bgal detectada. Se transfectaron células EPC con una mezcla de 5 ng/ml de pCMVb y 6 ni/ml de
fugene en 25 M y se afiadieron a 500 m de medio por pocillo y se incubaron durante 4 h (@) o 6 h (O) a diferentes
temperaturas. Después de 48 h a 20°C se ensay6 la actividad bgal. Se representan las medias y desviaciones
estandar de 2 experimentos diferentes, ambos por duplicado. ------------- , curva de gjuste por minimizacién del
cuadrado de las medias por €l programa FigP (Biosoft).
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Figura 13. Efecto de los ciclos de congelacién/descongelacion de pCM Vb, de la competicion de pCMVb con
la adicién simultanea de otros plasmidos y del tamario de los plasmidos, en la cantidad de bgal detectada en
células EPC transfectadas. Se utiliz6 pCMVb a una concentracién final de 5 mg/ml mezclado con 6 m/ml de
fugene y se afiadi6 a los pocillos de placas de 24 pocillos. La cantidad de pcDNAlacZ se gusté de forma que
inducia el mismo nivel de actividad bgal que e pCMVb por eectroporacion.B# | pCMVb después de 6 ciclos de
congelacién/descongelacion. M, pCMVb. LI, pCMVb + GFP-pQBlIs, B , pCMVb + pGINT7b. B |, 7 my/ml de
pcDNAlacZ. ------------ , valores medios de fondo (<).
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Figura 14. Variacion de la fluorescencia de GFP con e ndmero de células plaqueadas y transfectadas con
GFP-pQBIl,s. Se prepararon placas de 24 pocillos de células EPC con 500 mi de medio. Al dia siguiente se
afadieron 2,5 ng de GFP-pQBI 5 por pocillo, mezclados previamente con 3 m de fugene en 25 m de RPMI-1640,
por pocillo. Después de 48 horas a 20°C se conté € nimero de células fluorescentes por pocillo. A, NUmero de
células fluorescentes por pocillo a distintas concentraciones célulares. Unas 6x10° céulas se corresponden con €
100% de confluencia por pocillo. Se representan las medias y desviaciones estandar. B, Aspecto de las células
fluorescentes observadas al microscopio de fluorescencia con abjetivo x20, 48 horas después de la transfeccion con
el plasmido GFP-pQBlI s
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Figura 15. Estimacion de la expresion de G por citometria de flujo de células EPC transfectadas sin
plasmido ( — ) y transfectadas con Gz-pcDNAI/Amp (===). Setransfectaron células EPC con mezcla de
0,5 ng de G3-pcDNAI/Amp y 10 ni de lipofectina durante 1 0 2 h. Tres dias después, se despegaron la células, se
tifieron con €l anticuerpo monoclonal neutralizante anti-G de VSHV 3F1A12 (Lorenzen et a, no publicado) y un
conjugado fluorescente Fab’2 GAM (Caltag, San Francisco, USA) y se examinaron por FACSscan (Becton-
Dickinson, San José, California) a 514-545 nm.
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4.3. ENSAYOSIN VIVO CON EL PLASMIDO GFP-PQBI 5 .

Como modelo experimenta a peguefia escala de vacunacién DNA por inmersion se ha
utilizado e gen GFP codificado en e plasmido GFP-pQBI s y la deteccion de la fluorescencia de
la GFP expresada en truchas de 2 cm inmunoincompetentes. EsStos experimentos a pequeiia
escala suponen una simplificacion de los experimentos de vacunaci én/contraprueba mucho més
complgjos tanto de realizacion como de interpretacion. El objetivo de esta serie de experimentos
fue la vaidacion de su posble vaor predictivo sobre los experimentos de
vacunaci on/contraprueba.

4.3.1. Establecimiento de un méodo de cuantificacion de la fluorescencia. La
exposicion de truchas de 2 cm a GFP-pQBIys en presencia de algunas formulaciones (ver
discusion mas adelante) inducia la aparicidn de fluorescencia en sus aetas. En los experimentos
preliminares se observaron las caracteristicas de dicha fluorescencia, se identificaron las
estructuras fluorescentes que se observaban a microscopio y se eligieron los criterios para definir
las zonas concretas a fotografiar en los ensayos, de forma que se pudiera describir
cuantitativamente el fendmeno observado.

Las aletas caudales de las truchas mostraron abundantes manchas fluorescentes mas
intensas que e fondo, de ~ 10 mm de didametro cuando se utiliz6 GFP-pQBIs+DOTAP. Las
aletas caudales de truchas inyectadas intramuscularmente con GFP-pQBl,s fueron también
fluorescentes, mientras que la fluorescencia de las aetas de truchas no inyectadas 0 no expuestas
al plédsmido no eran diferentes del fondo.

La fluorescencia detectada se observé primeramente a los 2 dias después de la exposicion
y duré hasta al menos 10 dias después de la exposicion a GFP-pQBl,s. Estos resultados se
observaron no slo en aetas caudales, sino en todas las aetas examinadas (ventral, dorsal, etc.).

Se sdlecciond la deta cauda para e resto de los estudios ya que se pueden mangjar més
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fécilmente. Se observaron las aetas caudales a 10x4 aumentos bajo € microscopio invertido y de
cada trucha examinada se fotografiaron 3 campos con fluorescencia mas intensa.

La apariencia de |as adetas caudales al microscopio éptico después de unainmersion en un
bafio con GFP-pQBls+formulacién muestra los cartilagos y abundantes células melandforas
distribuidas por las aetas (Figura 16, A). Cuando se observé e mismo campo con luz azul, los
espacios entre |os cartilagos aparecen llenos de manchas fluorescentes de ~10 nm. Las manchas
fluorescentes se sitlian bajo la capa més superficia de células, en la misma capa en la que se sitdian
los melandforos.  S6lo unas pocas células aparecen fluorescentes a la atura o en € interior del
cartilago. (Figura 16, B).

Con d fin de hacer una estimacién méas cuantitativa de la fluorescencia observada, se
tomaron més de 10 fotografias de un total de 5 truchas/experimento y se compard su
fluorescencia en las mismas condiciones de fondo y rango. Ninguna de las fotografias fue positiva
para fluorescencia en las truchas no expuestas a plasmido o expuestas a G3-pcDNAI/Amp
mientras que & 10% y e 56% de las fotografias fueron positivas para fluorescencia en truchas
expuestas a 1 y 10 ng/ml de GFP-pQBIl.s, respectivamente. Sin embargo este método de
cuantificacion no era capaz de expresar adecuadamente las diferencias observadas en otros casos
(datos no mostrados).

Para poder comparar experimentos con varias truchas y experimentos entre si, fue
necesario disefiar un méodo objetivo para cuantificar la fluorescencia. En primer lugar, se hizo
un estudio de la totalidad de pixels y de su distribucion por fluorescencia (Figura 17) de las
fotografias que se muestran en la Figura 16. La Figura 17 muestra que la fluorescencia media en
la totalidad de la fotografia es mayor en aquella obtenida de la trucha expuesta a 10 ng/ml de
GFP-pQBI,s que en € resto de los experimentos. Este método tampoco era capaz de expresar
adecuadamente las diferencias observadas en otros casos (datos no mostrados). Se compar6
entonces |la fluorescencia media por fotografia (Figura 18 A y E), pero se observa poca diferencia

entre los grupos. Para describir mejor los resultados obtenidos se penso por un lado en tener en
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cuenta que la fluorescencia de fondo de cada fotografia era un poco diferente entre fotografias y
por otro en definir més objetivamente los puntos de fluorescencia que aparecian. Se obtuvieron
entonces datos de fluorescencia relativa al fondo de cada fotografia en areas cuadradas de 13x13
pixels, correspondientes a un area de ~9 nm de lado, es decir, aproximadamente de una célula
(fluorescencia relativa por célula). Se contaron ~200 células por tres fotografias por truchay 3
truchas por acuario. En el nuevo méodo de andisis se muestran las intensidades relativas por
célula en valores absolutos (Figura 18 B y F) o expresadas como un indice de fluorescencia
relativa dividiendo fluorescencias relativas por célula de cada una de las células de los grupos en
presencia de GFP-pQBI s entre la media de las fluorescencias relativas por célula de los grupos
control (Figura 18 C y G). Este ha sido e método elegido para mostrar la mayoria de los
experimentos realizados ya que describia cuantitativamente e fenémeno de fluorescencia
observado en todos los casos. Por Ultimo, para cada grupo y a partir de este Ultimo pardmetro, se
pueden contar € nimero de células fluorescentes con un indice superior a limite de significacion
del grupo control asumiendo una distribucion normal de sus vaores (media + 2 desviaciones
estandar, X+2s); es decir, las células con fluorescencias relativas mayores que los grupos control
con un 90% de probabilidad. Para poder comparar fluorescencias entre cada grupo y entre
experimentos, & nimero de céulas con fluorescencia relativa por célula significativa se puede
expresar como porcentgje del nimero total de células fluorescentes de cada grupo. Este dltimo
método permite observar mejor las diferencias entre los grupos, ya que se comparan solo los
valores que pueden considerarse significativamente positivos (Figura18 D y H).

En la Figura 19 se muestra la apariencia rea de las fotografias de un experimento
analizado en igualdad de condiciones de fondo y rango (3 truchas por punto experimental, 3
fotografias por trucha'y ~30 puntos fluorescentes por fotografia). Se observa que los puntos de
luz coinciden con e tamafio de las clulas y se aprecia de modo visual la diferencia entre los
grupos sin apenas fluorescencia: sin plasmido+DOTAP (A) y G3-pcDNAI/Amp+DOTAP (B), y

los grupos con fluorescencia: 1y 10 pg/ml GFP-pQBI ,s+DOTAP (Cy D).
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Figura 16. Aletas caudalestal como se observan al microscopio de fluorescencia, con luz visible (A) y con luz
azul (B). Se sometieron truchas de 2 cm a ultrasonidos en presencia de 10 ng/ml de GFP-pQBI s y se examinaron
7 dias después, observandose en las aletas caudales la emision de luz verde al ser estimuladas con luz azul. La
barra corresponde a una distancia de 10 nm.
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Figura 17. Distribucién de los niveles de fluorescencia en la totalidad de los pixels de la Figura 16B (después
de inmersién en GFP-pQBIl s+DOTAP). Se tomaron y analizaron las fotografias con el programa CCDOPS vs
1.09 y se superpusieron los histogramas correspondientes a cada fotografia. ......... , A, DOTAP; ------- , B, 10
no/ml de Gz-pcDNAI/Amp+DOTAP; , C, 1 ng/ml de GFP-pQBIs+DOTAP; 3 , D, 10 nmg/ml de
GFP-pQBl,s+DOTAP.
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Figura 18. Parametros para € analisis de la fluorescencia. Experimentos de inmersién al plasmido GFP-
pQBI 5 con ultrasonidos (A, B, C, D) y con DOTAP (E, F, G, H). Después de inmersién de grupos de truchas
de 2 cm en distintas formulaciones se tomaron 3 fotografias/trucha de cada grupo y se analizaron los 30 valores de
mayor intensidad de luz en un cuadrado 13x13 pixels (area de ~9nm de lado, area de una célula) por fotografia
mediante el programa CCDOPS. A y E, Medias de fluorescencia por fotografia. B y F, Medias de fluorescencia
relativa por cdlula. C y G, Fluorescencia relativa a control por célula = fluorescencia relativa por célula en
presencia de agente transfectante / media de las flurescencias relativas de las células de los grupos control. Dy H,
Porcentaje de células con fluorescencia relativa superior a las medias de fluorescencia relativa del control 1,52 y
1,60, respectivamente (X+2s del control, 90%probabilidad). Ctrl, control sin GFP-pQBI,s; G3, control con 10
pg/ml de G3-pcDNAI/AmMp ; GFP 1 mg, 1 pg/ml de GFP-pQBI ,s; GFP 10 ng, 10 mg/ml de GFP-pQBls. A, B,
C, D, Inmersién en GFP-pQBI 5 + ultrasonidos. Se analizaron 38 fotografias, n= 972. E, F, G, H, Inmersién en
GFP-pQBI,sDNA+DOTAP. Seanalizaron 42 fotografias n= 1224.
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Figura 19. Ejemplo de fotografias con fluorescencia producida por GFP en aleta caudal de truchas tratadas
con GFP-pQBl +DOTAP. Se dligieron 3 truchas por grupo de experimentacion y se tomaron 3 fotografias por
trucha (#1 a #12) de 3 puntos diferentes de la aleta caudal, seleccionando los campos con més intensidad de
fluorescencia. Todas las fotografias se tomaron en las mismas condiciones de fondo y rango (CCDOPS). A,
DOTAP. B, 10 pg/ml de G3-pcDNAI/Amp+DOTAP. C, 1 yg/ml de GFP-pQBI ,s+DOTAP. D, 10 pg/ml de GFP-
pQBls +DOTAP. === 100 um. #, nUmero asignado a cada trucha.
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4.3.2. Experimentos de inmersion en GFP-pQBI s con ultrasonidos. Se realizaron
experimentos de inmersion in vivo utilizando ultrasonidos de baja frecuencia como método para
facilitar la entrada de GFP-pQBI s en las cdlulas.

Los experimentos preliminares se realizaron utilizando un sonicador de aguja, pero para
todos los demas se utilizé un bafio de ultrasonidos de 40W de 250 ml de capacidad, porque su
uso resultaba mas estandarizable. Se aplicaron unos tiempos 2 veces inferiores a aquellos a los
cuales las truchas comenzaban a mostrar signos deletéreos. Todos |os experimentos se realizaron
a10°C.

Se redizaron una serie de experimentos (Nn=5) en los que se probaron distintas
concentraciones de plasmido GFP-pQBIys entre 0,7 y 10 pg/ml. La Figura 20 muestra un
experimento representativo en € que se estudia la variacion de la fluorescencia después de aplicar
ultrasonidos a varias concentraciones de GFP-pQBI,s. La media (x) y desviacion estandar (s) y
el porcentaje de células con fluorescencia relativa >x+2s (entre paréntesis) fueron de 1,06 + 0,33
(125%) y de 1,75 £ 054 (054%) para 1 y 10 pg/ml de GFP-pQBI s+ultrasonidos,
respectivamente. Mientras que se obtuvieron 1,03 + 0,30 (9,4%) y 0,96 + 0,20 (0,5%) para las
truchas tratadas con ultrasonidos y G3-pcDNAI/Amp+ultrasonidos, respectivamente. Los valores
obtenidos para otras concentraciones de plasmido en todos los experimentos fueron de: 0,99 +
0,42 (8,6 %), 1,06 + 0,33 (12,5%), 0,82 + 0,23 (0,7%) y 1,3 + 0,3 (28,3%), para0,7, 1, 2,7y
10 pg/ml, respectivamente. Por lo tanto, la concentracion de GFP-pQBIl,s éptima para la
expresion de GFP fue de 10 ng/ml.

Después se realizd un experimento de seguimiento alos 2, 7, 15y 21 dias después
de inmersion en GFP-pQBIs + ultrasonidos. En este caso, aunque los grupos fueron de 15
truchas, e experimento se hizo en grupos de 5 truchas en las mismas condiciones para cada
grupo, paraigualar las variables que pudieran introducirse por € volumen de agua, concentracion

de truchas, distancia a vidrio, etc. Después del tratamiento con ultrasonidos se agruparon las
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truchas de cada grupo. En este experimento se utilizaron 10 pg/ml de GFP-pQBl s,
concentracién que habia producido una fluorescencia méxima en los experimentos arriba
mencionados. La fluorescencia relativa de las truchas control sin GFP-pQBI,s ni ultrasonidos
varia entre: 0,98 + 0,24, 0,89 + 0,19, 0,90 + 0,19y 0,87 + 0,1, alos 2, 7, 15 y 21 dias,
respectivamente (Figura 21 A). La fluorescencia relativa de las truchas con GFP-pQBI s varia
entre: 1,0 £ 0,27, 1,13+ 0,2, 1,12 + 0,38, 0,94 + 0,16, alos 2, 7, 15 y 21 dias, respectivamente
(Figura 21 B). La fluorescencia relativa de las truchas control con ultrasonidos varia entre: 1,0 +
0,24,1,1+0,29,1,0+£ 0,19y 1,12+ 0,36, alos 2, 7, 15y 21 dias, respectivamente (Figura 21 C).
Finamente, la fluorescencia relativa de las truchas con GFP-pQBI s + ultrasonidos varia entre:
1,37+0,33,1,16 £ 0,16, 1,47 + 0,58y 1,78 £ 0,54 alos 2, 7, 15y 21 dias (Figura21 D). Enlos
controles A, B 'y C € porcentaje de células con fluorescencias relativas > X + 2s se mantiene de
0,5-10% (media de 4,5%), mientras que asciende a 33-39,2 % en las truchas expuestas a. GFP-
pQBIys + ultrasonidos (D). Podriamos resumir estos resultados diciendo que la fluorescencia
relativa de las células de aletas caudales de pez inmersos en GFP-pQBI s+ultrasonidos aumenta
hastalos 2 dias y se mantiene posteriormente.

4.3.3. Experimentos deinmersion en GFP-pQBIs+DOTAP. LaFigura 22 muestraun
experimento representativo en € que se estudia la variacion de la fluorescencia después de aplicar
GFP-pQBI s a varias concentraciones, acomplejado con DOTAP. La media (x) y desviacion
estandar (s) y € porcentgje de células con fluorescencia relativa >x+2s (entre paréntesis) fueron
de 157 + 035 (427 %) y de 1,84 + 061 (624 %) para 1 y 10 pg/ml de GFP-
pQBIs+ultrasonidos, respectivamente, mientras que se obtuvieron 1,1 + 0,26 (1,8 %) y 0,98 +
0,34 (3,1 %) para las truchas tratadas con ultrasonidos y G3-pcDNAI/Amp+ultrasonidos,
respectivamente.

Se estudié e efecto de los ultrasonidos en la inmersion en GFP-pQBIl,s+DOTAP,

realizando un experimento en condiciones similares a las anteriores (ver apartado anterior). El
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andisis de fluorescencias mostraba que no existian diferencias significativas entre los grupos
control, sin GFP-pQBIl; pero con ultrasonidos. 1,01 + 025 (89 %) y con G3-
pcDNAI/Amp+tultrasonidos : 098 + 017 (1,1 %) y los grupos con GFP-
pQBIs+DOTAP+ultrasonidos: 1,14 + 0,25 (15%) para 1 ng/ml de GFP-pQBl,s y 1,0 + 0,21
(2%) para 10 ng/ml de GFP-pQBI 5 (datos no mostrados).

Después se realiz6 un experimento de seguimiento alos 2, 4y 7 dias después de inmersion
en GFP-pQBl,s + DOTAP. En este experimento se utilizaron 10 pg/ml de GFP-pQBI s,
concentracién que habia producido una fluorescencia maxima en los experimentos de
optimizacién de la concentracion arriba mencionados. La fluorescencia relativa de las truchas
control G3-pcDNAI/Amp+DOTAP variaentre: 1 + 0,18 (2,5%), 1+ 0,36 (2,5%) y 1+ 0,19 (2,5
%), alos 2, 4y 7 dias, respectivamente (Figura 23 A). La fluorescencia relativa de las truchas
con GFP-pQBI,s variaentre: 1,18 + 0,26 (15 %), 1,14 + 0,46 (2,5 %) y 0,99 + 0,18 (2,5 %), a
los 2, 4y 7 dias, respectivamente (Figura 23 B). La fluorescencia relativa de las truchas con 1
ug/ml de GFP-pQBI s + DOTAP varia entre: 1,59 + 0,44 (63 %), 1,25 + 0,40 (11%) y 0,97 +
0,36 (8%), a los 2, 4 y 7 dias, respectivamente (Figura 23 C). Finalmente, la fluorescencia
relativa de las truchas con 10 pg/ml de GFP-pQBl,s + DOTAP varia entre: 1,41 + 0,41 (40 %),
1,53 + 0,64 (27 %) y 1,12 + 0,26 (10 %), alos 2, 4y 7 dias (Figura 23 D). Podriamos resumir
estos resultados diciendo que la fluorescencia relativa de las células de aletas caudales de truchas
inmersas en GFP-pQBIs+DOTAP aumenta hasta los 2 dias y disminuye posteriormente, mientras

gue con concentraciones mayores la fluorescencia se mantiene hasta los cuatro dias.
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Figura 20. Fluorescencia en células de la aleta caudal de truchas después de inmersién en GFP-pQBI 5
+ultrasonidos: variacion de la fluorescencia con varias concentraciones de GFP-pQBI,s, Expresion de GFP
después de inmersién de truchas de 2 cm en bafio con GFP-pQBI s y aplicacion de pulsos de ultrasonidos (dos
previos y dos posteriores a la adicion de plasmido). (X + 2s = media + 2 desviaciones estandar, % de células con
fluorescenciarelativa>X+2s del control). O, sin GFP-pQBI s + ultrasonidos; 4, 10 ng/ml de Gz pcDNAI/Amp +
ultrasonidos ; ¢, 1 mg/ml de GFP-pQBI 5 + ultrasonidos ; @, 10 nmg/ml de GFP-pQBI 5 + ultrasonidos .



102

Figura 21. Fluorescencia en células de la aleta caudal de truchas después de inmersién en GFP-pQBl »5 +
ultrasonidos:variacion de la flluorescencia con € tiempo. Grupos de 15 de truchas de 2 cm se sometieron a
pulsos de ultrasonidos y se mantuvieron en una solucién con 10 ng/ml del plasmido GFP-pQBI.s en agua de
acuario durante 30 min con aireacion. Se fotografiaron a microscopio de fluorescencia alos 2, 7, 15 y 21 dias
después de la exposicion a plasmido, 3 truchas por grupo y por dia, 3 fotografias por trucha. A, control sin
plasmido ni ultrasonidos. B, 10 pg/ml de GFP-pQBI 5. C, ultrasonidos. D, 10 pg/ml GFP-pQBI 5 + ultrasonidos.
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Figura 22. Fluorescencia en células de la aleta caudal de truchas después de inmersién en GFP-pQBl »5 +
DOTAP: variacion de la fluorescencia con la concentracion de GFP-pQBI,s. Ctrl, DOTAP. G3,.10 pg/ml
de G3-pcDNAI/Amp+DOTAP. GFP 1 ng/ml, 1 pg/ml de GFP-pQBI .5 +DOTAP. GFP 10 ng/ml, 10 pg/ml de
GFP-pQBl 5 +DOTAP .
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Figura 23. Fluorescencia en células de la aleta caudal de truchas después de inmersién en GFP-pQBl »5 +
DOTAP:Variacién de la fluorescencia con el tiempo. A, 10 ng/ml de G3-pcDNAI/Amp+DOTAP. B, 10 ng/ml
de GFP-pQBIs. C, 1 ng/ml de GFP-pQBIs+DOTAP. D, 10 no/ml de GFP-pQBl s +DOTAP.
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4.3.4. Experimentos de inmersion en E. coli (GFP-pQBIl.). Para € estudio de
inmersion en bacterias transformadas con € plasmido (bactofeccion) se analizaron varios
experimentos en 1os que se mantuvieron inmersas durante 30 min con aireacion, grupos de truchas
de 2 cm en distintas concentraciones de bacterias E. coli (GFP-pQBls) y se estudié la
fluorescencia relativa en células de aleta caudal (Figura 24). Las concentraciones analizadas
fueron 1, 10 y 50 mg/ml de pasta de bacterias obtenidas por centrifugacién a partir de un cultivo
de las bacterias transformadas. Estas cantidades de bacterias incluian, segin los resultados
obtenidos en la extraccién de plésmidos a partir de €ellas por lisis acalina, 1,7, 17y 85 ng/ml de
GFP-pQBl,s . Se observd una mortalidad elevada (65% y 60%) cuando la concentracion de
bacterias era de 10 y 50 mg/ml, respectivamente frente a 0-10% del resto de los grupos.
Asimismo, se observé una influencia del estado de las truchas en la fluorescencia relativa de sus
células; en truchas de aspecto enfermo los valores obtenidos en los experimentos disminuyeron.

La Figura 24 muestra un experimento representativo en € que se estudia la variacion de la
fluorescencia después de inmersién en E.coli(GFP-pQBI ) a varias concentraciones. La media
(X) y desviacion esténdar (s) y € porcentaje de células con fluorescencia relativa >x+2s (entre
paréntesis) fueron de 1,27 + 0,45 (24,5 %), de 1,42 + 0,45 (25,7 %) y de 1,05 + 0,35 (12,2 %)
paa 1, 10 y 50 mg/ml de E.coli(GFP-pQBIy), respectivamente. En un experimento
independiente se obtuvieron fluorescencias de 1,27 + 0,34 (23,4 %) para 10 mg/ml de
E.coli(GFP-pQBI,s), mientras que se obtuvieron 1 + 0,32 (1,75 %) y 1 = 0,25 (4,31 %) paralas
truchas tratadas con E.coli() y E.coli(G3-pcDNAI/Amp), respectivamente.

Se estudié después la combinacion de métodos de inmersién aplicando ultrasonidos a
truchas inmersas en bacterias, pero no pudo demostrarse una mejora de los resultados de
expresion de GFP. Se obtuvieron 1,27 + 0,45 (24,4 %) y 1,42 + 0,45 (25,7 %) sin ultrasonidos

en presencia de 1 y 10 mg/ml de E.coli(GFP-pQBI ), respectivamente y a aplicar ultrasonidos
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1,43 £ 0,51 (30 %) y 1,33+0,37 (28,6%), en presenciade 1 y 10 mg/ml de E.coli(GFP-pQBlI ),
respectivamente.

Después se reaizd un experimento de seguimiento alos 2 y 7 dias después de inmersion
en E.coli(GFP-pQBIl,s). La fluorescencia relativa de las truchas control E.coli()(A) y E.coli(G3-
pcDNAI/Amp) variaentre: 1 + 0,32 (3,52%) y 1 + 0,44 (3,6%) alos 2y 7 dias, respectivamente
(Figura25 A y C). Lafluorescencia relativa de las truchas con 1 mg/ml de E.coli(GFP-pQBI )
variaentre: 1,27 + 0,45 (23,7 %) y 1,92 + 0,9 (40,5 %) alos 2y 7 dias, respectivamente (Figura
25 B). Lafluorescenciarelativa de las truchas con 10 mg/ml de E.coli(GFP-pQBI ) varia entre:
1,42 + 0,45 (26,4 %) y 1,86 + 0,79 (40,2%) a los 2 y 7 dias, respectivamente (Figura 25 D).
Podriamos resumir estos resultados diciendo que la fluorescencia relativa de las células de aetas
caudales de truchas inmersas en E.coli(GFP-pQBl,s) aumenta desde los 2 dias pero la mortalidad
de las truchas expuestas hace dificil seguir durnate mas tiempo la evolucion de las fluorescencias.

4.35. Experimentos de inmersion en GFP-pQBI s+otros reactivos. Se estudio la
fluorescencia relativa en las células de trucha después de inmersion en un sistema de GFP-pQBl 55
+copolimero.  Se utiliz6 € copolimero VMAA-VP (poli-dimetilacrilamida-co-vinilpirrolidona)
(Dr. Gallardo, CSIC, Madrid). Se redizaron dos experimentos por duplicado en condiciones
smilaresy se calcul6 lamedia de los resultados. No se encontré diferencia entre truchas inmersas
en GFP-pQBI s (13,5% de células significativamente por encima del grupo control) y truchas
inmersas en GFP-pQBIsD+copolimero (11,8% de células positivas). En los dos casos la
fluorescencia fue mayor que los controles (2,9 y 3,3% de células positivas) (Figura 26).
Experimentos redizados en cultivo celular (EPC vy linfocitos), utilizando pléasmidos con bga
como gen marcador y polimeros de la misma naturaleza cationica, como e Chitosan o la
polivinilpirrolidona (PVP), fueron ineficaces en la expresién del gen bga (datos no mostrados).

Estos polimeros, en especia e Chitosan a las concentraciones utilizadas, mostraron toxicidad en
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las células observable a microscopio 6ptico (no mostrado), o que podria explicar la baja
expresion del gen.

También se €ligio € fugene como reactivo de transfeccion para realizar experimentos de
inmersion in vivo con truchas de 2 cm y GFP-pQBl,s debido a los buenos resultados que se
obtuvieron con este agente en los experimentos in vitro en cultivo celular en EPC, referidos con
anterioridad. Se utilizd para la preparacion € mismo protocolo que en los experimentos con
EPC, mezclando previamente y por separado e fugene en RPMI y afiadiéndolo después sobre €
GFP-pQBI,s y manteniéndo esta mezcla 30 minutos a temperatura ambiente antes de afiadirla al
bafio de inmersion. Se empled e fugene a una concentracion final de 6 m/ml y e GFP-pQBl s a1
y 10 ng/ml. Laduracion de lainmersién en la mezcla de transfeccion fue de 1 h con aireacion.
Se utilizaron en este caso recipientes de poliestireno, por indicacién del fabricante del producto.
Después de 1 dia, la fluorescencia relativa en € grupo con GFP-pQBlI,s fue de 1,51 + 0,24
(Figura 27 B) frente a 1,37 £ 0,18 con 1 ng/ml de GFP-pQBIstfugene (Figura 27C) y a
1,45+0,45 con 10 ng/ml de GFP-pQBI s+fugene (Figura 27D). Después de 4 dias, en ninguno de
los grupos se observéd una media de fluorescencia relativa significativamente superior a 1+0,35
del G3-pcDNAI/Amp+fugene (1,27+0,34 con GFP-pQBIl.s, 1,21+0,34 con 1 ng/ml de GFP-
pQBls+fugene y 1,15+0,3 con 10 ng/ml de GFP-pQBIs+fugene). Los porcentajes de células

fluorescentes significativas oscilaron entre 6,1y 8,9%, en todos |os casos.
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Figura 24. Fluorescencia en células de la aleta caudal de truchas después de inmersién en E. coli (GFP-
pQBI ):Variacién de la fluorescencia con la concentracion. Se representan todos los puntos estudiados (n) en
dos experimentos distintos. A, Grupos E. cali () y E. cali (G3-pcDNAI/Amp); B, 1 g/l (1,7 ng/ml de plasmido),
10 g/l (17 ng/ml de plasmido) y 50 g/l (85 ng/ml de plasmido) de E.coli(GFP-pQBI ,s).
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Figura 25. Fluorescencia en células de la aleta caudal de truchas después de inmersién en E. coli (GFP-
pQBI ):Variacién de la fluorescencia con € tiempo. Fluorescencia después de inmersién durante 30 min de
grupos de 10 truchas en una suspension de bacterias E. coli(GFP-pQBl.s). A, E. coli. C, E. coli(G3-
pcDNAI/Amp). B, 1 g/l de E. coli(GFP-pQBl s ) con 1,7 ng/ml de plésmido. D, 10 g/l de E.coli(GFP-pQBl s)
con 17 mg/ml de plasmido.



110

Figura 26. Fluorescencia en células de la aleta caudal de truchas después de inmersién en GFP-pQBI 5
+polimero Se mantuvieron grupos de 5 truchas de 2 cm durante 30 min en un bafio al que se afiadié un liofilizado
del copolimero catiénico DMAA-VP ( Dr. Galardo, CSIC, Madrid, Espafia) y el plésmido GFP-pQBIs. Se
representan los datos de dos experimentos realizados en condiciones similares con diferentes lotes de truchas.
Ctrl, control sin plasmido ni copolimero. Pal, 0,15 mg/ml de DMAA-VP, DNA, 10 ng/ml de GFP-pQBI,s. DNA-
pol, 10 ng/ml de GFP-pQBI ;s +0,15 mg/ml de DMAA-VP.
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Figura 27. Fluorescencia en células de la aleta caudal de truchas después de inmersién en GFP-pQBl »5 +
fugene. Fluorescencia después de inmersién de truchas en una mezcla plasmidos y fugene. A, 10 ng/ml de G3-
pcDNAI/Amp + 6 pL de fugene. B, 10 mg/ml de GFP-pQBIl s . C, 1 ng/ml de GFP-pQBI s+ 6 pL de fugene. D, 10
no/ml de GFP-pQBI s +6 pL de fugene.
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4.4. ENSAYOS DE VACUNACION/CONTRAPRUEBA.

Estos ensayos se redlizaron utilizando los métodos que dieron mejores resultados en los
ensayos a pequefia escala con truchas de 2 cm, es decir con ultrasonidos, DOTAP y bactofeccién.
Se redlizaron con truchas inmunocompetentes (5-7 cm) y vacunacion con e plasmido G3-
pcDNAI/Amp, que contiene e gen G de laglicoproteinadel VSHV. Latransferenciay expresion
dd gen G a las truchas inmunocompetentes permitiria la realizacion de contrapruebas de
exposicion a VSHV. Sdlo las truchas que hubieran captado y expresado € gen virico, se habrian
inmunizado con é y por lo tanto serian capaces de resistir la contraprueba con VSHV. Estos
experimentos también han servido para, de manera retrospectiva, evaluar € valor predictivo, tanto
de los ensayos a pegueiia escala, como de los datos de la respuesta inmune de las truchas
vacunadas.

4.4.1. Estudio de la respuestainmune después de inyeccién de VSHV o de proteina
G recombinante.

Previamente a los ensayos de vacunacion/contrapruebain vivo se realizd un estudio de la
respuesta inmune humoral (anticuerpos) de truchas inmunocompetentes para poder interpretar |os
resultados de ELISA y neutralizacion en las truchas que se vacunaran con plésmidos con € gen de
la proteina G (vacunaciéon DNA). Debido a que no existe todavia un método para evaluar €
estado de inmunizacién de las truchas, para la valoracion de la respuesta de anticuerpos
realizamos primero una evaluacion de la utilizacion de dos fragmentos recombinantes de la
proteina G de VSHV (la proteina G4 y € fragmento #11 o frg#ll). Se evauaron tanto su
capacidad antigénica para detectar anticuerpos por ELISA en sueros de trucha inmunizadas con
G4 o con VSHV, como su capacidad inmunogénica, para inducir la produccion de anticuerpos
(anticuerpos anti-VSHV detectables por ELISA o anticuerpos neutralizantes del VSHV). El
estudio ayudd a la comprension de la respuesta inmune frente d VSHV en trucha, asi como a la

interpretacion de los resultados de respuesta inmune después de vacunacion DNA por inmersion
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con € gen G de VSHV. Hay que tener en cuenta la diferencia entre los dos antigenos, tanto en
tamafio (G4, 435 aay frg#ll, 58 aa), como en la forma de produccién (G4 en levaduras, que
tienen mecanismos para formar puentes disulfuro; frg#ll en bacterias E. coli, que son incapaces
de formarlos), a proceso de purificacion (por centrifugacion de cuerpos de inclusion en e caso de
G4, con 30-50% de contaminacion con otras proteinas y por columnas de afinidad para € frg#ll,
obteniéndose un grado de pureza muy ata), y en los epitopos que incluyen (G4 es cas latotalidad
de la proteina G y € frg#ll es la décima parte de la proteina G pero es una zona con ata
densidad de epitopos reconocidos por sueros de truchas que han sufrido infeccion por VSHYV)
(datos no mostrados).

Para valoracion de ambos antigenos, se realizaron inmunizaciones de truchas con G4 y N3
para estudiar cmo se inducia la respuesta de anticuerpos, para evaluar la G4 como antigeno para
estudio de la respuesta de anticuerpos de trucha y para estudiar la necesidad o no de una
conformacion intacta para inducir anticuerpos de unién y/o neutralizantes de virus.

Los anticuerpos de union anti-G, estimados por ELISA, mostraron titulos 2-3 veces més
altos en truchas inmunizadas con G4+N3 que en truchas inmunizadas con VSHV en
formulaciones oleosas 0 en saponina. No se detectaron Acs neutralizantes en truchas inmunizadas
con G4+N3, mientras que si se obtuvieron Acs neutralizantes en truchas inmunizadas con VSHV
en formulaciones oleosas 0 en saponina (Figura28 A y B).

Tanto e suero obtenido en truchas inmunizadas con G4+N3, como el obtenido con VSHV
en formulaciones oleosas, mostraron la presencia de Acs de union para las proteinas Gy N de
VSHV. El suero obtenido de truchas inmunizadas con VSHV en saponina sblo mostré la
presencia de Acs para G, como se estimo por inmunoblot (datos no mostrados). Ello es debido a
gue la G es la Unica proteina de VSHV que puede formar un complejo con la saponina, porque
tiene un dominio transmembranal, por elo resulta ser la Unica proteina virica que puede ser

inmunogénica cuando esta formulacion es utilizada (Larsson et al 1993).
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El estudio de la respuestainmune humoral después de la vacunacion DNA por inmersion 'y
por inyeccion permitié evaluar ambos fragmentos recombinantes como antigenos para € estudio
de la respuesta inmune en vacunacion DNA. Se establecio una correlacion utilizando sueros de
truchas vacunadas con G3-pcDNAI/Amp entre los datos de ELISA, con G4 y con frg#ll. Los
datos demuestran que e frg#ll es més sensible para detectar Acs de unién (Figura 28C). Parala
evaluacion de la respuesta de Acs de trucha por ELISA en los experimentos de vacunacion DNA
siguientes se han utilizado, no obstante, tanto placas tapizadas con G4 como placas tapizadas con
frgttll.

Se estudiaron en primer lugar (Tabla 5) los niveles de Acs producidos en |os experimentos
de comparacién de promotores (Cytomegalovirus, CMV y musculo de pez, FG2), usando €
plésmido pcDNA3 (Dra.Heather). Con G4 la absorbancia relativa de los sueros de truchas
vacunadas con G-pcDNA3 usando e promotor FG2 (3,4 + 0,5) fue mayor que la de las
vacunadas con e G-pcDNA3 usando e promotor CMV (1,8 + 0,7) y mayor que e control
inyectando pcDNA3 (1,2+0,1). Al utilizar frg#11, sin embargo, no se encontré diferencia entre
las absorbancias relativas de los sueros de truchas vacunadas con ambos promotores (2,2 en
ambos casos).

La Tabla 5 también muestra |os resultados obtenidos en ELISA con los sueros de truchas
vacunadas por inmersion por diferentes métodos. Solamente se obtuvieron absorbancias relativas
mayores que e control cuando se utilizé G3-pcDNAI/Amp+ultrasonidos (4,1+1,9).

Podemos resumir diciendo que en cuanto a respuesta inmune humoral (Acs de union a
antigeno reconocidos por ELISA) no se han observado diferencias significativas entre los
promotores CMV y FG2 inyectados ya que ambos inducian un nivel similar de Acsy que también
hay una respuesta significativa de Acs vacunando por inmersion en G3-pcDNAI/Amp con la
aplicacion de pulsos de ultrasonidos de bagja frecuencia.

En la Tabla 6, se muestran los datos obtenidos en ensayos de linfoproliferacion utilizando

G4 como antigeno. En estos ensayos interesa presentar una gran cantidad de epitopos T, ya que
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cada trucha individual reconoce epitopos distintos en la G de VSHV (Lorenzo et al, 1995). Es
por ello que solo se ha utilizado e antigeno G4 para estos experimentos. Se utilizaron para
representar los resultados de la Tabla 6 sdlo los indices de proliferacion en presencia de 50
ng/pocillo de G4, la mayor de las cuatro concentraciones utilizada. En las truchas inyectadas con
distintos pldsmidos ninguna de las construcciones G-pcDNA3-CMV o0 G-pcDNA3-FG2 utilizadas
(2,3t1,9 y 2,3+1,4) produjo indices de proliferacion superiores al control (2,2+1,7). Entre los
grupos vacunados por inmersién en G3-pcDNAI/Amp si se encontraron diferencias entre su
control vacunado sin plasmido (0,7+0,2) y € resto de los grupos. La mayor respuesta de
proliferacion se dio en € grupo de truchas vacunadas con G3-pcDNAI/Amp+DOTAP (2,4+1,4)
mientras que para la utilizacién de ultrasonidos sin plasmido, inmersion en G3-pcDNAI/Amp y
bactofeccion los valores se aproximaban més a valor control (1,0£0,1, 1,4+0,2 y 1,2+0,1,
respectivamente). Sin embargo, no se pueden considerar significativos estos valores positivos
obtenidos con €l G3-pcDNAI/Amp+DOTAP debido a que son valores del mismo orden que los
valores control de los experimentos de vacunacion por inyeccion.

Los resultados, por lo tanto, no demuestran diferencias significativas entre los linfocitos
provenientes de truchas inmunizadas con G-pcDNA3.1- FG2, con G-pcDNA3.1-CMV, con G3-

pcDNAI/Amp, con pcDNA3.1 o con pcDNAI/Amp.
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I ¢ S04aa
A G4 435ea

frg#ll 58 aa

Figura 28. Anticuerpos de trucha anti-G, anticuer pos neutralizantes contra VSHV y correlacion ELISA
entre G4y frg#ll. A, LosAcsde truchade union aG se estimaron por ELISA usando placas con 1 ng/pocillo de
G4. B, Los Acs de trucha neutralizantes de VSHV se estimaron mediante un test de neutralizacion en microplaca
de 96 pocillos. Se representan las medias y las desviaciones estandar de los sueros de 2 truchas. I3 M, suero de
trucha inmunizada con las proteinas recombinantes G4+N3. 1%, suero de trucha inmunizada con VSHV en
adyuvante completo de Freund. O% O, suero de trucha inmunizada con VSHV en saponina. ........ , suero de trucha
no inmunizada o de trucha inyectada sdlo con los adyuvantes. C, Correlacion entre niveles de Acs anti-VSHV
utilizando 1 pg de G4 o de frg#11 paratapizar los pocillos del ELISA.



117
Tablab.
Estimacion de anticuerpos anti-G y anti-frg#ll en sueros de truchas inmunizadas con
plasmidos G-pcDNA3 y G3-pcDNAI y distintos promotores.

Absorbanciarelativa a control

| nserto-Plésmido-Promotor Método Placas G4 Placas frg#ll

G-pcDNA3-FG2 Inyeccion 34405 (24)3 22404 (15)2
G-pcDNA3-CMV Inyeccion 1,8+0,7 (21)2 22404 (24)2
pcDNA3 Inyeccion 1,2¢01 (18)2 0,802 (12)2
G3-pcDNAI -CMV Ultrasonidos 1,305 (12)3 41+19 (9)2
G3-pcDNAI-CMV DOTAP 09+0,1 (12)2 1,740,7 (9)2
G3-pcDNAI-CMV bactofeccion 0,8+0,2 (92

G3-pcDNAI-CMV inmersion 1,4+06 (92 1,6+0,3 (92

Se utilizaron placas recubiertas con 1 ng/pocillo de G4 o de frg#ll. Los resultados se
obtuvieron a Augz-e20nm Y Varias diluciones del suero (1/12, 1/36, 1/108), escogiendo la dilucion
1/36 parala elaboracion dela Tabla. Los resultados se expresan en absorbanciarelativa al control
= absorbancia de cada suero/absorbancia media del suero x 100. Para la inyeccién, e suero
control se obtuvo de truchas inyectadas con PBS en cada experimento (3 a 6 truchas por
experimento). Para inmersion, e suero control se obtuvo de truchas sin exponer a plasmido en
cada experimento (3 a 6 truchas por experimento). Se dan las medias + las desviaciones estandar
de (n) truchas agrupadas en varios experimentos (nUmero después del paréntesis). ---, no
determinado. En negritas se subrayan |os resultados significativamente diferentes del fondo.
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indice de proliferacién (I.P.) de linfocitos de truchas inmunizadas con plasmidos G-

pcDNA3y G3-pcDNAI y distintos promotor es.

| nserto-Pl &smido-Promotor Método |.P.

G-pcDNA3-FG2 Inyeccion 2,3+14 (6)
G-pcDNA3-CMV Inyeccion 2,3+1,9 (9)
pcDNA3 Inyeccion 1,140,1 (3)
PBS Inyeccion 2,2+1,7 (6)
G3-pcDNAI-CMV Ultrasonidos 1,0:0,1 (3)
G3- pcDNAI-CMV Bactofeccion 12401 (2)
G3-pcDNAI-CMV DOTAP 24+14 (3)
G3-pcDNAI-CMV Inmersion 1,440,2 (3)
PBS Inmersion 0,7£0,2 (3)

Se utilizaron placas con concentraciones crecientes de G4 hasta 50 ng/pocillo. Los
resultados se expresan en indice de proliferacion (1.P.) = cpm de cada trucha en presencia de 50
ng/pocillo de G4 / media de cpm de cada trucha en ausencia de G4 (n=4) x 100. Se dan las
medias + |as desviaciones estandar de (n) truchas. PBS, solucién salina.



119

4.4.2. Estudios de vacunacion DNA por inyeccion de G-pcDNA3 con distintos
promotores. Se emplearon métodos de inyeccién para estudiar la influencia de los promotores,
puesto que e funcionamiento del método de inyeccion como método de vacunacion DNA esta
suficientemente demostrado en la literatura. El objetivo de estos experimentos se restringia a
evauar la sustitucion del promotor de Cytomegalovirus por e de uno de pez (FG2), debido que
este es uno de los requisitos para la posible comercializacion de una vacuna DNA para peces,
tanto S esinyectada como s es por inmersion.

Se redlizaron 4 experimentos de vacunacion por inyeccion y contraprueba con el plasmido
G-pcDNA3 con 2 promotores, de expresion en células de mamiferos (CMV) y de expresion en
musculo de pez (FG2).

En € primero de los experimentos se realizd la contraprueba por inmersion. La
mortalidad en el grupo inyectado con G-pcDNA3-FG2 fue del 23%. Puesto que la mortalidad de
los grupos control no vacunados fue entre e 85-90% (Figura 29A), €l promotor de pez es capaz
de substituir con éxito a promotor de Cytomegal ovirus en este experimento.

En & segundo de los experimentos, se realizo la contraprueba por inyeccién viai.p. trucha
a trucha (Figura 29B). En este caso la mortalidad de los grupos control no vacunados fue del
68%, Yy no se hallaron diferencias significativas entre las mortalidades de truchas inyectadas con
G-pcDNA3-FG2 (40,9%), G-pcDNA3-CMV (38%) o pcDNA3 (34,8%).

En € tercer experimento se utilizaron 2 acuarios por grupo y se realizé la contraprueba
por inmersion (Figura 30A). En este caso la mortalidad de los grupos control no vacunados fue
del 52 y del 70% y de los grupos vacunados con € pcDNA3 varié entre el 10 y e 48% entre
acuarios. Es éste un gemplo ilustrativo de las variaciones entre acuarios que tienen esta clase de
experimentos. Las mortalidades de truchas inyectadas con G-pcDNA3-FG2 (10-48%) y con G-
pcDNA3-CMV (15%) fueron pues menores en su conjunto que las obtenidas en los controles,

confirmando que & promotor de pez es otra vez capaz de substituir con éxito a promotor de

Cytomegalovirus.
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En los experimentos descritos en las Figuras 29B y 30A (los 2 dltimos descritos) se
observaron mortalidades més lentas de |o que es habitual en esta infeccion (50% de mortalidad en
15-17 dias frente a 7-9 dias). Para comprobar si este retraso era debido a la bgja dosis de virus
suministrada (10> UFP/mI), se multiplicé por 100 la dosis administrada y se rediz6 un nuevo
experimento con 10 g de plasmidos (diez veces més dosis que en anteriores experimentos) y
contraprueba con una dosis i.m. y otra administrada por via oral. Esta abundante dosis virica en
la contraprueba provocd un 50% de mortalidad a los 3-5 dias en los controles no vacunados
(Figura 30B). La mortalidad de ambos controles (inyectados con PBS y pcDNA3.1) acanzé €
100% y e 95%, respectivamente. En los grupos vacunados con G-pcDNA3-FG2 (83%) y G-
pcDNA3-CMV (72%) la mortalidad de las truchas fue un poco menor pero muy alta. El hecho
de que la mortalidad sea tan alta puede deberse a un exceso de inéculo. Si se observo, sin
embargo, un retraso de 5 dias en la mortalidad entre control no vacunado y truchas vacunadas
con pcDNA3 y G-pcDNA3-CMV, mientras que € retraso de la mortalidad fue de hasta 8-9 dias
en e caso de las truchas vacunadas con pcDNA3-FG2. Este Ultimo dato confirma e efecto
positivo de la sustitucién del promotor CMV de Cytomegalovirus por el FG2 de pez.

4.4.3. Estudios de métodos de vacunacion DNA por inmersion en G3-pcDNAI/Amp.
Se redizaron experimentos de vacunacion por inmersién para probar distintos métodos de
administracion descritos en la bibliografia y las formulaciones que dieron mejores resultados en
los experimentos en pequefia escala, con truchas de 2 cm. En experimentos previos se probaron
el shock hiperosmético, la resina Wizard, €l alumbre y el fosfato cllcico. Se descartaron por su
toxicidad (la resina Wizard) o por la ausencia de resultados positivos en proteccion y respuesta
inmune (datos no mostrados).

En sucesivos experimentos se probaron solamente ultrasonidos, DOTAP y bactofeccion,
métodos con los que se obtuvieron los mejores resultados en los experimentos con GFP-pQBl 5.
En la Figura 31 se muestra la evolucion de las mortalidades después de la contraprueba en uno de

los experimentos de vacunacion por inmersion.  Las menores mortalidades correspondieron a
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grupo de truchas vacunadas con G3-pcDNAI/Amp+ultrasonidos (~50%) y los mayores a las
truchas vacunadas con E.coli(G3-pcDNAI/Amp) (93,3%), G3-pcDNAI/Amp+DOTAP (95%) y a
la combinacién de formulaciones (100% G3-pcDNAI/Amp+DOTAP+ultrasonidos y 85,7% G3-
pcDNAI/Amp+bactofeccién+ultrasonidos) (datos no mostrados).

En un segundo experimento (Figura 32) de nuevo las truchas vacunadas por inmersion en
G3-pcDNAI/Amp+ultrasonidos presentaron la menor de las mortalidades relativas (47,6%) frente
a las vacunadas por G3-pcDNAI/Amptbactofeccion (57,1%) y G3-pcDNAI/Amp+DOTAP
(87,5%). Lamortalidad de truchas inyectadas con G3-pcDNAI/Amp fue del 15,5%.

El porcentge relativo de supervivencia (PRS) calculado a partir de tres experimentos de
vacunacion por inmersion con relacion a las mortalidades de las truchas no vacunadas se muestra
en la Tabla 7. La méaxima supervivencia relativa del 71,5% se obtuvo por inyecciéon de G3-
pcDNAI/Amp. De los métodos ensayados por inmersion, la aplicacion de G3-pcDNAI/Amp
+ultrasonidos a las truchas fue € método que proporcioné una mayor supervivencia a la
contraprueba (50,1%). La inmersion en G3-pcDNAI/Amp+DOTAP (12,3%) y la inmersion
E.coli(G3-pcDNAI/Amp)(20,7%) asi como e G3-pcDNAI/Amp (8,8%) obtuvieron PRS muy
cercanos a la mortalidad total. Asimismo, se observé mayor reproducibilidad entre diferentes
experimentos (dato muy dificil de obtener en los experimentos de vacunacidn/contraprueba con
peces) en e caso de G3-pcDNAI/Amptultrasonidos (s=3,2%), que en G3-

pcDNAI/Amp+DOTAPY E.coli(G3-pcDNAI/AMp) (s=10,9 y 14,0%, respectivamente).
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Figura 29. Porcentaje de mortalidad después de la contraprueba con VSHV de truchas inyectadas con G-
pcDNA3 y distintos promotores. Se inyectaron con 1 ng/trucha de G-pcDNA3. Un mes después se
contraprobaron con un indculo de 10° UFP/ml en un volumen de 2 | de agua por acuario durante 2 horas,
restableciendo después € nivel de agua fria y los filtros. Después se contd € nimero de truchas muertas por
acuario. @—@, G-pcDNA3- pFG2. O—0O, G-pcDNA3-CMV. ------- , PCDNA3. .......... , PBS.
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Figura 30. Porcentaje de mortalidad después de la contraprueba con VSHV de truchas inyectadas con G-
pcDNA3 y distintos promotores. Se inyectaron 30 truchas de 5-7 cm de longitud por acuario (8) con 25 m
plasmido a una concentracion de 10 ng/trucha. Un mes después se contraprobaron con VSHYV. Después se contd
el nimero de truchas muertas por acuario. A, La contraprueba se hizo por inmersién VSHV en un inéculo de 10°
UFP/ml en 500 ml de agua de acuario durante 2 horas con aireacion, devolviéndolas después a los acuarios. Se
han representado las mortalidades independientes por cada cuario de los 2 utilizados por experimento. B, La

contraprueba se hizo por inyeccion i.m. y v.o. de 10° UFP por trucha. @—@, G-pcDNA3- pFG2. O—0O, G-
pcDNA3-CMV . ------- , PcDNA3. .......... , PBS.
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Figura 31. Porcentaje de mortalidad después de la contraprueba con VSHV de truchas inmersa en G3-
pcDNAI/Amp+formulaciones. Se mantuvieron 20 truchas de 5-7 cm de longitud por acuario durante 30 min en
100 ml de agua con G3-pcDNAI/Amp +formulaciones. Posteriormente se realizd la contraprueba mediante
inyeccion de 10° UFP/m, i.m. (50 mi/trucha) y administracién oral (50 m/trucha) de VSHV. Después se cont6 el
ndmero de truchas muertas por acuario. ®—@®, 10 pg/ml de G3-pcDNAI/Amp+ultrasonidos. O—0O, 10 pg/ml de
G3-pcDNAI/Amp+DOTAP. —, 40 pg/ml de E.coli(G3-pcDNAI/Amp).
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Figura 32. Mortalidades después de la contraprueba de truchas inmersas en plasmidos. Se mantuvieron 25
truchas de 57 cm de longitud por acuario durante 30 minutos en 100 ml de agua con G3-
pcDNAI/Amp+formulaciones. Después de 47 dias se infectaron por inmersion durante 2 horas en aireacion, con
30 ml de 10° UFP/ml de VSHV en 500 ml de agua de acuario, devolviéndolas después a los acuarios. Después se
contd €l nimero de truchas muertas por acuario. @—@®, 10 pg/ml de G3-pcDNAI/Amp+ultrasonidos. O—0O, 10
pg/ml de G3-pcDNAI/Amp+DOTAP. —, 40 pg/ml de E. coli.(G3-pcDNAI/Amp) ------ , inyeccién de 10 pg
G3-pcDNAI/Amp por trucha
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Tabla7.
Por centaje relativo de supervivencia (PRS) de las truchas 1 mes después de vacunacion por

inmersién en G3-pcDNAI/Amp.

Método de inmersion PRS
G3-pcDNAI/Amp+inyeccion 715+£00 (n=1)
G3-pcDNAI/Amp+Ultrasonidos 50,1+32 (n=3)
G3-pcDNAI/Amp+DOTAP 12,3+10,9 (n=3)
G3-pcDNAI/Amp+ Bactofeccion 20,7+14,0 (n=2)
G3-pcDNAI/Amp 88+00 (n=2

Se utilizaron ~20 truchas de 5-7g por trucha por punto experimental. En cada uno de los
tres experimentos se incluyd un acuario control con truchas no vacunadas. La mortalidad en los
acuarios sin vacunar fue del 100, 87,5 y 63,6%, respectivamente, para los tres experimentos. La
combinacion de G3-pcDNAI/Amp+ultrasonidostDOTAP o de G3-pcDNAI/Amp+ultrasonidos+
bactofeccion produjo un porcentgje relativo de supervivencia similar al obtenido con G3-
pcDNAI/Amp. Se cacularon las medias y desviaciones estandar para € nimero de experimentos
indicado entre paréntesis. En negritas se destacan los resultados significativos.
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5. DISCUSION.
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5.1. EXPERIMENTOSIN VITRO: TRANSFECCION DE EPC.

Tanto los reactivos de transfeccion comerciadles como las condiciones usadas para
transfectar células se han desarrollado para células de mamifero utilizando temperaturas de 37°C.
Es por ello que dichos reactivos y condiciones podrian no ser aplicables a células de pez, que
requieren temperatura menores. Para buscar las mejores condiciones para transfectar células de
pez se utilizaron células EPC (derivadas de carpa), debido a que: es una linea celular bien
conocida, es e megor modelo pronosticador de la actividad de construcciones plasmidicas en
peces transgénicos (Moav et al., 1992) y se transfectan megjor que las lineas celulares RTG-2 o
RTH (derivadas de trucha) (Bearzotti et al., 1992; Moav et al., 1992). Para detectar |a actividad
después de latransfeccion se €igio € gen delaRgal y un ensayo comercia de actividad basado en
un sustrato quimioluminiscente atamente sensible (bgal Chemiluminescent substrate).

Los resultados obtenidos seleccionaron como € transfectante més eficaz € fugene, tanto
por inducir las mayores actividades de bgal después de la transfeccion como por ser mas facil de
manipular. Después de mezclar € fugene y € plasmido (en este caso € pCMV3), la mezcla se
anade s mplemente a las monocapas de EPC en presencia de medio de cultivo celular que contiene
suero. Otros reactivos, sin embargo, exigen la eliminacion del suero de los medios de cultivo y
por |o tanto un paso mas de manipulacion.

El estudio mostré la importancia de la relacion de concentraciones entre el pPCMVR 'y €
reactivo transfectante. Los mejores resultados se obtuvieron con una relacion pCMV ¥/fugene de
0.4 a1l (ng/m). Por otro lado, la concentracion del pPCMVI3 es muy critica. El exceso en la
concentracion de pCMV 3 disminuye la actividad de bgal obtenida después de la transfeccion
debido a mecanismos de naturaleza desconocida. Para obtener los mejores resultados la
concentracion final de pCMV R en contacto con las células debia mantenerse entre 4-6 ng/ml.
Fuera de estos estrechos limites de concentracion pCMV(¥/fugene e nivel de transfeccion

desciende alos valores del fondo.



129

Se demostré también la importancia de la temperatura. Al aumentar ésta, desciende en
gran medida la actividad 3gal. Para utilizar el sistema dua basado en € virus vacunay la T7
polimerasay su promotor (Lawson et al., 1995), asi como en el caso del uso de promotores de
Cytomegalovirus (CMV), los protocolos ordinarios exigen € uso de incubaciones a 37°C. Sin
embargo, la cantidad de bgal detectada después de transfeccion de células EPC a 37°C fue muy
baja. La transfeccion de EPC ocurre con mayor eficiencia a 30°C, la temperatura dptima de la
EPC o atemperaturas menores (Fijan et al., 1983).

Los resultados muestran que hay una fuerte competicién por la expresion cuando se
transfectan simultaneamente 2 plasmidos. Este fendmeno puede ser debido a la existencia de un
promotor comun (por giemplo, con pPCMV3 y GFP-pQBIs), a exceso en la concentracion de
DNA (por gemplo, con pCMVR y pGINT7b) o a los dos. Quizés € uso de transfecciones
multiples paso a paso o e uso de plasmidos con diferentes promotores podrian resultar en un
aumento de los niveles de expresion de cada plamido transfectado.

En e caso de los polimeros cationicos se observéd una elevada toxicidad en las células,
tanto en EPC como en linfocitos de trucha (datos no mostrados). Este hecho podria ser la razén
de la baja expresion de bgal obtenida y se podria explicar por una elevada polidispersividad del
sistema, que puede ocasionar asociacion irreversible del polimero ala membrana celular.

Para una 6ptima transfeccion, también hay que tener en cuenta € estado de los plamidos.
Para una mayor eficacia de la transfeccion fue necesario que las estructuras de los plésmidos
estuvieran en estado circular y superenrollado. Es decir, se debe cuidar e no introducir en la
preparacion de los plasmidos y/o en los procesos de manipulacidn cortes en la molécula de DNA.
Por giemplo, una vez obtenidos, los pldsmidos han de aicuotarse y mantenerse congelados a —
20°C y usarse solamente una vez, evitando asi |os ciclos de congelacion y descongelacion.

Un método simple y reproducible para transfectar células de pez como € estudiado en este
trabgjo, asi como un ensayo atamente sensible gracias a substrato empleado, ha servido para

estudiar distintas variables implicadas en la entrada del DNA alas células de pez, ha confirmado €
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modelo basado en las células EPC como un buen ensayo de las construcciones empleadas para la
expresion de proteinas codificadas por plasmidos en células de pez y nos ha orientado acerca de
las condiciones y problemas en las que se redlizarian los experimentos de vacunacion DNA por
inmersion en peces.

Ademas, estos resultados también son (tiles para otros muchos estudios béasicos y
aplicados, tales como los de expresidn de genes heterdlogos en peces transgénicos (Walker et al.,
1995), los ensayos cuantitativos para estudiar la fusion inducida por virus de peces (Coll, 1999a;
Nussbaum, Broder, yBerger, 1994) o la obtencién de virus RNA infeccioso a partir de copias de

cDNA en peces (Estepaet al., 1999b; Lawson et al., 1995).
5.2. EXPERIMENTOSIN VIVO: MODELO GFP/TRUCHASDE 2 CM.

Con estos estudios se han podido comparar cuantitativamente distintos métodos de
transferencia de DNA (codificando € gen de la proteina fluorescente GFP) a truchas de 2 cm, por
inmersion. Ademas se ha estudiado la influencia de la concentracién de DNA y del tiempo,
después de la inmersidn, en la fluorescencia inducida en las células de la deta cauda de las
truchas. La fluorescencia distribuida en manchas del tamafio de las céulas, de ~10 mm de
diametro y la ausencia de fluorescencia en € cartilago y en los melandforos, sugieren que la
fluorescencia se localiza en las células de la piel de las detas de la truchay que la fluorescencia se
debe ala expresion transitoria del gen GFP inducida en ellas.

Se digieron los distintos métodos a estudiar como representativos de distintos modos de
transferenciadel DNA: |aaplicacion de ultrasonidos de baja frecuencia como ayuda mecanicaala
entrada del DNA, més suave que la electroporacion y de aplicacion mas sencilla; el DOTAP por
sus caracteristicas lipidicas y por la abundante investigacion que se lleva a cabo para su aplicacion
en terapia génica; los polimeros cationicos que podrian favorecer la formacion de compleos con

el DNA para su vehiculizacion por microencapsulacion; la bactofeccion, que es la utilizacion de
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bacterias como vehiculo vivo parala entrada del DNA alas célulasy € reactivo lipidico comercial
fugene, por los excelentes resultados obtenidos con é en los experimentosin vitro.

Para hacer todas las comparaciones mencionadas arriba, era necesario cuantificar la
expresion de GFP. Sin embargo, la comparacion visua de la totalidad de las fotografias tomadas
por experimento en iguales condiciones de fondo y rango (Figura 19) no permitia una
discriminacién facil y objetiva, ni era posible cuantificar la expresién. Tampoco la comparacion
de histogramas representativos de cada fotografia, con la totalidad de los puntos de luz (Figura
17) (Fernandez-Alonso et al., 1999) servia para cuantificar la fluorescencia obtenida.  Ambos
métodos resultaron insuficientes, por la baja expresion de GFP y las variaciones de fluorescencia
del fondo entre fotografias. El método puesto a punto de cuantificacion de la fluorescencia de
GFP en detas, en areas de luz del tamafio celular, después de inmersion en plasmidos con GFP,
permitié calcular otros pardmetros discriminatorios como la fluorescencia relativa por célula
(valor relativo a fondo de la fotografia y al grupo control) y e porcentgje de células con
fluorescencia relativa significativamente mayor que las células del grupo control. Estos Ultimos
métodos de andlisis resultaron eficaces para € estudio comparativo de las variables en un mismo
experimento y entre distintos experimentos, aungue requieren un intensivo y laborioso trabajo
pararecopilar, transformar y analizar los datos.

Para poder comparar |os resultados obtenidos en esta discusion todos los datos expuestos
en fluorescencias relativas en resultados se han expresado como porcentajes de células
fluorescentes cuya fluorescencia relativa estaba significativamente (90%) por encima de la
fluorescencia relativa del control. De todos los métodos de transferencia por inmersion
estudiados con GFP (GFP-pQBI 5 ), se obtuvieron elevados porcentajes de células fluorescentes
(35-60% de células con fluorescencia significativa) tanto aplicando ultrasonidos de baja frecuencia
como utilizando DOTAP (liposoma) o bacterias transformadas con € plasmido (bactofeccion).
Ni con fugene ni con los polimeros cationicos se obtuvieron diferencias significativas (3-12% de

células con fluorescencia relativa significativa) con respecto a los grupos que recibieron
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simplemente GFP-pQBl s y 10s grupos control sin plasmido o con un plasmido que no contenia €
gen de la proteina fluorescente (G3-pcDNAI/Amp). Por este motivo no se utilizaron fugene ni
polimeros para | os experimentos de vacunaci én/contraprueba con truchas de mayor tamafio.

Los ultrasonidos, DOTAP y la bactofeccion, coincidieron en una concentracion critica de
GFP-pQBIl,s de 10 ng/ml, necesaria para obtener un maximo porcentgie de céulas
significativamente fluorescentes (Figura 33). Por encimay por debajo de esta concentracién e
porcentgje de células significativamente fluorescentes se reduce mucho.

Mientras que sdlo € uso de ultrasonidos induce una mayor duracion de la expresion
(después de 21 dias se siguen detectando células fluorescentes en las aetas de las truchas
sometidas a dicho tratamiento), utilizando DOTAP la expresién decae a cabo de una semana 'y
utilizando bactofeccién se llega a buenos niveles de expresién o posiblemente mayores, pero las
truchas comienzan a morirse en los acuarios (Figura 34). Es posible que la permanencia de las
bacterias en la trucha, cualquiera que sea su modo de entrada, pudiera facilitar una expresion més
prolongaday mayor, pero no se ha podido demostrar.

Aunque no es posible una comparacion directa, los niveles de expresién después de la
transfeccion in vivo parecen mas bajos que |os niveles de expresion obtenidos in vitro por pg de
DNA utilizado. En comparacion con los experimentos in vitro, hay que tener en cuenta que la
transfeccion in vivo se realiza en un menor tiempo (30 min, debido a la falta de resistencia de las
truchas en e volumen de agua tan pequefio en € que se realizan para ahorrar DNA), y a menor
temperatura (10-14°C, temperatura de los acuarios). Estas condiciones pueden disminuir la
entrada del DNA y contribuir a que la expresién del gen seabgja

Por otra parte, se ha observado una variacion apreciable entre los niveles de expresiéon de
experimento a experimento (Figuras 33 y 34, por gemplo). Las causas responsables de la
variacion observada pueden ser debidas a

(i) Aunque se seleccionaron las zonas de la aleta caudal donde la fluorescencia visible era

mayor, la superficie total fotografiaday observada es minima con respecto a total de célulasen la
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piel delatrucha. Ademas, podrian haberse tomado fotografias que no se corresponden con zonas
de expreson maxima. Se podria aumentar la sensibilidad del método de deteccion de
fluorescencia aumentando € numero de fotografias por trucha, asi como de las zonas
seleccionadas, sin embargo esto significaria demasiada cantidad de trabgjo. El distinto tiempo
transcurrido durante el montaje de cada una de las truchas en la placa para la toma de fotografias
también podria introducir variaciones. Aunque para minimizar estas influencias y dentro de lo
posible se unificaron las variables tales como € medio de montge, la forma y nimero de
fotografias, la solucion de lavado de las truchas antes de tomar |as fotografias, etc. Lastruchas se
observan in vivo por lo que en algunos casos un leve movimiento de éstas hace que se difumine la
fotografia de la fluorescencia durante € tiempo de exposicion, de manera que e tiempo en
conseguir una fotografia nitida podia variar entre trucha y trucha. El tiempo de exposicion no
afectd, sin embargo, a la saturacion de luz en las fotografias ya que mientras que los datos
obtenidos en las células estuvieron en valores absolutos de intensidad de luz entre 200-800, €
[imite de saturacion de la camara digital y del programa utilizado para registrar 1os datos esta en
valores de luz de unos 65.000.

(i) Una cierta variacion entre truchas viene dada por las propias truchas y tiene como
consecuencia una variacion entre experimentos. Dentro de un mismo lote de truchas, en € que €
tamafio de éstas es bastante similar, hay pequefias variaciones entre individuos. Un aumento de
tamafio se correspondia en la mayoria de los casos con un aumento en la fluorescencia del fondo 'y
un aumento de fluorescencia inespecifica. Asimismo, en truchas mayores las células se alargan y
adquieren apariencia fusiforme por o que resulta més dificil gjustar € area célular predefinida de
13x13 pixels a las cdulas observadas y disminuye artificiamente € valor de fluorescencia media
de ese &ea. A lo largo de los experimentos realizados se ha observado también como afecta €
estado de las truchas (enfermas o no), introduciendo cierta variacién; por ejemplo, en truchas en
las que a observar al microscopio se han visto algun tipo de parasitos, los resultados de

fluorescencia relativa disminuyeron (datos no mostrados).



134

(iii) Otras fuentes de variacion fueron la luz infraroja, € estado de los plésmidos y la
fluorescencia inespecifica. En los primeros experimentos, la cantidad de filtracion de luz
infrarroja en e microscopio impedia distinguir algunas células en las fotografias. Ello obligd a
incorporar en e momento de la observacion y toma de fotografias, un filtro para infrarrojos. La
incorporacion de este filtro diminuy6 la inespecificidad, pero también laintensidad de los datos de
los puntos de luz de toda la fotografia. Seguin los resultados obtenidos en los estudios in vitro , la
utilizacién de plasmido congelado y descongelado varias veces en aguno de los experimentos
puede haber introducido una fuente adicional de variacién. Procuramos eliminar esta fuente de
variacion no reutilizando alicuotas de plasmido. Por Ultimo, también se ha podido observar
fluorescencia inespecifica en las truchas control no inmersas en formulacion o plasmido aguno
(grupos de células fluorescentes en puntos localizados en el cuerpo de las truchas). Este dato se
corrobora con que casi siempre hay un pequefio porcentaje de células en las aetas de |os grupos
control con valores de fluorescencia relativa mayores que los limites de significacion. Por eso en
todos los casos, también en los grupos control, las células estudiadas fueron las 20-30 con mayor
intensidad de luz en lafotografia.

A lavista de lo explicado, un ensayo del extracto de la trucha completa utilizando bgal o
luciferasa para su cuantificacion en vez de GFP, podria ser un modelo de expresion mas préctico.
Ya se ha descrito la induccion de expresion de luciferasa en trucha (Heppell et al., 1998) y de
bgal en peces distintos de latrucha, y en distintas temperaturas y condiciones de ensayo (Kanellos
et al., 1999h). En todos esos casos se ha podido cuantificar la expresion de proteina después de
la inyeccion intramuscular del pldsmido correspondiente. En nuestros experimentos preliminares
utilizando plasmidos que expresan bgal (pCMVb) y e substrato quimioluminiscente utilizado con
los experimentos in vitro en cultivos celulares EPC, no se llegd a detectar 3gal en el extracto de
trucha (datos no mostrados). Este resultado es probablemente debido a la necesidad de una
mayor sensibilidad para detectar las escasas células transfectadas, pero también podria ser debido

alainhibicion de la actividad 3gal por los extractos de tejidos, como se comprob6 en diluciones
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de extractos de truchas a las que se habia afiadido bgal en cantidades conocidas (datos no
mostrados). Otra causa puede ser la degradacion de la 3gal por proteasas liberadas a obtener los
extractos celulares durante la manipulacion de éstos, a pesar de que se afadieron inhibidores de
proteasas (quizés en cantidad insuficiente). Sin embargo, al ser ensayos estandarizados para su
funcionamiento (made it to work) y lectura en e momento, las medidas deberian ser mas sencillas
derealizar que con GFP. Esto hace que los model os basados en 3gal o luciferasa puedan ser en €

futuro una buena alternativa a utilizado en el presente estudio basado en GFP.
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Figura 33. Estudio de todos los resultados obtenidos en los experimentos de variacién de la fluorescencia de
GFP con la concentracion de GFP-pQBIl,s Se utilizaron preparaciones con GFP-pQBl,s a distintas
concentraciones y se examinaron las aletas caudales de las truchas a los 2 dias de la inmersion. @—@, GFP-
pQBl 5 +ultrasonidos. O—0O, GFP-pQBIs+DOTAP. —, GFP-pQBI »s+bactofeccién, D—D, GFP-pQBIs. Se
trazo la curva de suavizado en algunos casos (O, 1), parafacilitar la claridad, segin € método del minimizado de
los cuadrados de las medias del programa FigP (Biosoft). [, Pasado el tiempo indicado, |as truchas comenzaron a
morirse.
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Figura 34. Estudio de todos los resultados obtenidos en los experimentos de variacién de la fluorescencia de
GFP con € tiempo después de inmersion en varias formulaciones de GFP-pQBI,s. Se utilizaron 10 ng/ml de
GFP-pQBI,s. El porcentgje de células que superaban en fluorescencia a 90% de la fluorescencia de las células en
el grupo control fue de 3.2+0.8 de 1650 células (n=11). @—®@, GFP-pQBIls+ultrasonidos. O—0O, GFP-
pQBIs+DOTAP. O—, GFP-pQBI s+ bactofeccién. D—D, GFP-pQBIl.s.  Se trazd la curva de suavizado en
algunos casos (@, O, ), parafacilitar 1a claridad, segin € método del minimizado de los cuadrados de las medias
del programa FigP (Biosoft). O, Imposible aumentar la cantidad de plasmido por la toxicidad del DOTAP,
inviable paralas truchas.
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5.3. EXPERIMENTOSIN VIVO: VACUNACION/CONTRAPRUEBA.

5.3.1. Evaluacién delos antigenos utilizados en los ensayos de anticuer pos.

Utilizando sueros de truchas inmunizadas con G4 (G desnaturalizada, uniones disulfuricas
desorganizadas) y con e VSHV completo (G nativa, uniones disulfaricas intactas), se observo
gue los Acs de trucha que reaccionaron fuertemente por ELISA con G4 no tienen actividad
neutralizante frente aVSHV (Figura 28 A y B). Este resultado probablemente signifique que los
Acs detectados por ELISA son incapaces de unirse a la proteina nativa G y que los epitopos
neutralizantes estédn destruidos en la proteina G4. Numerosos estudios previos de la
antigenicidad de G han mostrado que los epitopos neutralizantes de VSHV son dependientes de
conformacién (propiedades antigénicas). Por otro lado, |os presentes resultados también destacan
la incapacidad de obtener Acs neutralizantes dependientes de conformacion por inmunizacién de
truchas con G4 desnaturalizada (propiedades inmunogénicas).

En contraste, cuando se preserva la conformacion de la G durante la preparacion del
inmundgeno (tanto usando formulaciones oleosas como saponinas), se pueden obtener Acs
neutralizantes incluso aunque e suero de trucha contenga Acs detectables por ELISA (Figura
28B). Estos resultados confirman que tanto las propiedades neutralizantes antigénicas como
inmunogénicas de la proteina G requieren una conformacion disulfarica intacta. Debido a que
resulta mas fécil que la conformacion se mantenga en el caso de un fragmento menor, como es €
caso del frg#lly a que es mayor € nimero de epitopos que puede haber por pocillo de ELISA
eligiendo un fragmento antigénico méas pequefio, que con cas la totalidad de la proteina, se
ensay6 e frg#ll como antigeno en e ELISA para detectar Acs anti-VSHV. Efectivamente,
utilizando frg#11 se obtuvo una mayor sensibilidad en la deteccion de los Acs por ELISA, lo que
hace que este método sea preferido para la estimacién de los bajos niveles de Acs detectados en

los experimentos de vacunacion DNA por inmersion (Figura 28C).
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5.3.2. Respuesta inmune después de la vacunacion DNA por inmersion. No se
obtuvieron niveles detectables de Acs neutralizantes mediante la inmunizacién de truchas con
ninguna de las formulaciones empleadas (datos no mostrados). El papel de la inmunidad en los
mecanismos de proteccion después de vacunacion por inmersién ha sido muy controvertido y se
han implicado tanto la inmunidad humoral como la inmunidad mediada por clulas y la inmunidad
loca (Nakanishi et al., 1999). Sin embargo, en la mayoria de los ensayos de vacunacién por
inmersién con bacterinas o proteinas, 10s Acs no son detectables e incluso, cuando se encuentran,
no se correlacionan bien con la proteccion obtenida (Nakanishi y Ototake, 1997).

En otros estudios se ha comprobado que en salménidos inyectados con plasmidos que
codificaban para la G de VNHI se producian bgjos niveles de Acs neutralizantes antes de la
contraprueba (Boudinot et al., 1998; Lewisy Babiuk, 1999). Algunos estudios muestran ademés
como para la proteccién no se requieren titulos elevados de Acs neutralizantes, ya que la
transferencia pasiva de sueros de truchas inmunizadas con titulos bajos de Acs neutraizantes
(titulos de 1/20) conferian proteccion a la contraprueba a truchas no inmunizadas (LaPatra et al.,
1994; Traxler et al., 1999).

Puede ser que existan otros factores en el suero responsables de la proteccion (Bachman
et al.,, 1997) o que nos encontremos en presencia de una actividad neutralizante bajo limites
detectables debido a otros mecanismos (Catalanotto et al., 2000).

Todos los sueros de truchas vacunadas se estudiaron por ELISA con los antigenos
recombinantes G4 y frg#ll (Tabla 5). Los resultados demuestran la mayor sensibilidad del
ELISA con frg#11, con € que solo se pudieron demostrar titulos significativos en la vacunacion
DNA por inyeccion y por inmersion con ultrasonidos (Tabla 5). Dichos titulos y la presencia de
sueros con titulos no significativos, concuerdan con los resultados de otros estudios en los que
solo del 27-44% de | os sueros de truchas vacunadas tienen titulos de Acs antes de la contraprueba

(Boudinot et al., 1998; Heppell et al., 1998; Lorenzen et al., 1998; y Anderson et al., 1996).
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Una baja seroconversion pero significativa inmunoproteccion puede indicar unainmunidad
celular especifica de antigeno o la existencia de factores antivirales no especificos responsables de
conferir proteccion en estados tempranos de infeccién. El hecho de que no se detectd respuesta
inmune celular mediante proliferacion de linfocitos extraidos del rifion de las truchas vacunadas
antes de la contraprueba (Tabla 6) puede deberse efectivamente a que no existe un nivel de
respuesta celular detectable, pero también podria deberse a que la estimulacién se hizo con la
proteina recombinante G4 en vez de con la proteina G conformacionalmente intacta o con €l virus
completo.

5.3.4. Proteccién de truchas vacunadas con G3-pcDNAI/Amp a la contraprueba con
VSHV .

Los resultados descritos en este trabajo demuestran que mediante vacunaciéon DNA por
inmersion y la aplicacion de ultrasonidos de baja frecuencia, se inmunizaron y protegieron truchas
de 5-7 cm (minimo tamafio con € que se pueden vacunar) (Figura 30 y 35). Utilizando
vacunacion DNA con ultrasonidos se ha podido establecer alrededor de un 50% de proteccién
con muy poca variacion entre los experimentos (Figura 35). Esto indica que los ultrasonidos, a
pesar de las dificultades en reproducir los resultados de este tipo de experimentos (ver discusion
mas adelante), es suficientemente reproducible y que podria muy probablemente mejorarse.

Es el Unico método de vacunacién DNA por inmersion de los que se experimentaron que
indujo proteccion. Sin embargo, los resultados descritos muestran que los resultados obtenidos
por inmersion utilizando ultrasonidos no acanzaron los valores de los mejores porcentagjes de
supervivencia obtenidos en vacunacion por inyeccion, tanto en € presente trabajo (hasta un 70%),
como en trabajos descritos con anterioridad para VSHV (Boudinot et al., 1998; Heppell et al.,
1998; Lorenzen et al., 1998) o paraVNHI (Anderson et al., 1996).

Hay muchos factores que hacen de los experimentos de vacunacién/contraprueba un
objetivo dificil de llevar a cabo con eficacia o a menos con resultados interpretables. Aun asi son

el punto final de validacion de una técnica de inmunizacion con e objetivo de vacunacion, ademés
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de servir de referencia para estimar el valor predictivo de otros métodos de estudio a pequeiia
escala

La primera dificultad se encuentra en la necesidad de mantener los acuarios en circuito
cerrado en condiciones apropiadas, sin que se rompa el equilibrio y sin que aparezcan infecciones.
Desde que se acondicionan los acuarios y filtros, Ilegan las truchas y se aclimatan, se redliza €
experimento y se desinfectan y vuelven a acondicionar |os acuarios para e experimento siguiente,
transcurren 3-4 meses por experimento. Hay que tener en cuenta también la dificultad en
encontrar truchas de tamafio similar y en cualquier momento del afio. Este problema lo
comparten los experimentos con aevines de 2 cm y es debido a que las truchas solo tienen sus
épocas de puesta de huevos de Septiembre a Enero en nuestras latitudes. Para usar truchas
durante otros periodos del afio hay que recurrir a truchas importadas cuya calidad sanitaria es
siempre impredecible. Ademés, es necesario para estos experimentos asegurar que se trabaja con
trucha arco iris, porque existen especies o variedades de truchas genéticamente resistentes al
VSHV. A estos problemas se afiade la necesidad de que las truchas obtenidas estén libres de
VSHV y de que no sean supervivientes de una infeccion con VSHV. Segin € estudio
internacional mostrado en la introduccién, Espafia es un pais libre de este virus, pero hemos
podido detectar Acs anti-VSHV por ELISA en algunos sueros de trucha recién incorporadas a los
acuarios para los experimentos (datos no mostrados). Ello dificulta en gran manera la
interpretacion de los datos de contraprueba. Otro problema inevitable es la diferencia entre
acuarios. El hecho de que éstos sean unidades independientes en equilibrio resulta eficaz para
evitar la contaminacion entre acuarios, pero da lugar a variaciones. Ademas, también existe una
variabilidad natural entre las respuestas de diferentes individuos a la inmunizacion contra VSHYV,
demostrada y documentada en anteriores publicaciones (Lorenzo et al, 1995b).

A todas estas dificultades se afiaden las que vienen como consecuencia de la preparacion
del VSHV vy redizacion de las contrapruebas. A diferencia de las truchas, la variabilidad en

VSHV es muy bajay su origen 'y cepa conocidos. Sin embargo, en la preparacion del VSHV cabe
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la posibilidad de que éste se atenlie por sucesivos pases en cultivo celular, disminuyendo la
infectividad y retrasando o anulando la mortalidad. Este mismo efecto puede ocurrir cuando se
prepara un indculo infectando las monocapas celulares con una multiplicidad elevada de VSHV,
con lo que se generan particulas interferentes, que son VSHV defectivos que disminuyen € titulo
final con € que se hace la contraprueba. Ademés, cuando las contrapruebas se hacen en los
mismos acuarios donde se vacunan las truchas es necesario retirar gran parte del aguay reponerla
después, con lo que se sufre € riesgo de que un aumento de temperatura >20°C inactive €
VSHV. El VSHV también seinactivad bgjar el pH del agua (<6), 1o que resulta a veces dificil de
controlar por ser un equilibrio dinamico (depende de las truchas, sus metabolitos, alimentos,
bacterias, etc.).

En € otro extremo de las dificultades, puede ocurrir que haya un exceso de mortalidad en
las truchas cuando € inéculo de VSHV aplicado es demasiado grande. Esto es frecuente cuando
el virus se administra por inyeccion intramuscular, intraperitoneal o via ora. Las contrapruebas
por inmersién se asemegian méas a una infeccion natural (que suele ser por cohabitacion con
individuos infectados que liberan VSHV a medio), que las que se hacen por inyeccion, ya que
nunca en una infeccién natural la dosis infectiva es tan ata. En estos casos hay que tener en
cuenta a interpretar los resultados e retraso en la mortalidad, mas que e porcentaje de

supervivencia
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Figura 35. Media delos datosde las Figuras 31y 32: Mortalidad de las truchas vacunadas por inmersién en
G3-pcDNAI/Amp después de la contraprueba con VSHV. Se utilizaron unas 20 truchas por acuario, vacunadas
por inmersién en G3-pcDNAI/Amp con diferentes formulaciones y se enfrentaron a VSHV 30 dias después. Las
mortalidades en las truchas control no vacunadas fue de 100 y 87,5%, respectivamente. Se calcularon las mediasy
desviaciones estédndar de los experimentos mostrados en las Figuras 31 y 32. @—@, G3-pcDNAI/Amp
+ultrasonidos. O—0O, G3-pcDNAI/Amp +DOTAP. —1, G3-pcDNAI/Amp+bactofeccion. D—D, GS3-
pcDNAI/Amp. ------- , G3-pcDNAI/Amp inyectado.



144

5.4. PREDICCION DE LOS RESULTADOS DE VACUNACION /

CONTRAPRUEBA.

Con € presente trabajo se ha intentado predecir los resultados de la vacunacién DNA por
inmersién (vacunacion/contraprueba) con estudios a pequefia escala, tanto in vitro (células EPC)
como in vivo (truchas de 2 cm), utilizando genes marcadores ([3-gal y GFP) (resultados resumidos
en laTabla8).

La mayor duracion de la expresion de GFP en aletas de truchas de 2 cm después de su
inmersion en GFP-pQBI s+ultrasonidos se correlaciona con € mayor titulo de Acs anti-VSHV
medido por ELISA utilizando frg#11 (niveles significativos de Acs detectables) (Tabla 5) y con
un 50,1% de proteccién durante la contraprueba con VSHV, en truchas inmunocompetentes
(Tabla7).

Teniendo en cuenta que la supervivencia a la contraprueba es un ensayo de complea
realizacion pero decisiva para la utilizacion de una vacuna (ademés de la seguridad), se hace
conveniente e encontrar modelos a peguefia escala que permitan un fécil y répido estudio de
variables antes de efectuar las costosas pruebas de vacunacion/contraprueba. En la actualidad son
pocos los estudios que no solo analizan la expresion o la respuesta inmune en la vacunacion con
DNA frente avirus, sino que también buscan una correlacion de la proteccién frente alainfeccion
con algun método més sencillo que pudiera utilizarse para predecir la eficacia de una vacuna.

A pesar de las expectativas creadas en cuanto a la transfeccién de células EPC como
modelo in vitro para predecir €l éxito de méodos de vacunacion por inmersion en DNA
(Ferndndez-Alonso et al., 1999; Ferndndez-Alonso et al., 1998), se ha demostrado que los
estudios de transfeccidn in vitro no son extrapolables. Si son Utiles para € estudio de algunos
pardmetros relacionados con e acceso del DNA a interior de las células. Los resultados

negativos in vivo de expresion de GFP en truchas de 2 cm utilizando el mejor método in vitro
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(reactivo fugene) corroboran esta falta de correlacion (Tabla 8). Por ese motivo, no se ha
utilizado e fugene en ensayos in vivo en vacunacion/contraprueba. En el caso de los ultrasonidos
se ha observado un comportamiento contrario, ya que a pesar de los excelentes resultados de
proteccion in vivo, no hubo datos positivos in vitro (datos no mostrados). Lafalta de correlacion
in vitro-in vivo puede deberse a la distancia existente entre una monocapa celular y un organismo
completo, con células, 6rganos, barreras, asi como a medio de experimentacion, bien delimitado
en las célulasy muy variable en € caso del trabgjo in vivo.

El uso del modelo GFP en truchas de 2 cm, asi como la estimacion del nivel de Acs anti-
frg#11 en truchas inmunocompetentes de 7 cm, si han logrado predecir los resultados que luego
se han encontrado en estudios de vacunacién/contraprueba. L os resultados obtenidos utilizando
dicho modelo muestran que los niveles de expresion de la GFP son bgjos, pero a la vista de los
niveles de Acs y de los resultados de la contraprueba después de vacunacién con G3-
pcDNAI/Amp, son niveles suficientes para que funcione la presentacion antigénica a las células
dd sistema inmune y para que esta presentacion genere Acs y proteccion. Sin embargo, en €
modelo GFP y truchas de 2 cm es mas decisiva la duracion del nivel de expresion de GFP para
predecir tanto e nivel de Acs como € porcentgje de proteccion a la contraprueba. A mayor
duracion de la expresion de GFP  mayores niveles de Acs 'y mayor proteccion inducida por la
formulacion utilizada. Esos Acs'y proteccién, mayores y mas reproducibles, sdlo se obtuvieron
usando ultrasonidos, mientras que cuando se utiliz6 DOTAP o bactofeccion los niveles de Acsy
la proteccion no fueron significativamente diferentes con respecto a las truchas no vacunadas.

Por lo tanto, en cuanto a futuros estudios, deberian orientarse hacia e modelo en pequefia
escala con truchas de 2 cm y utilizando genes marcadores. Se ha demostrado su alto valor
predictivo, mayor que e de los ensayos in vitro, y son mas précticos que los experimentos con
truchas mas grandes. Sin embargo, dado que los ensayos con GFP requieren un excesivo tiempo
y esfuerzo para su andisis cuantitativo, seria recomendable la sustitucion de éstos por ensayos

con bgal o luciferasa.
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Tabla 8.

Resumen de losresultados obtenidos.

M étodo de vehiculizacién invitro invivo® invivo°  OBSERVACIONES Y

del DNA RECOMENDACIONES
EPC? 2cm 5-7cm
Fugene + - ND Comercialmente inviable
. . N _ o
Lipofectamina ND ND Comercialmente inviable
. : i _ o
Lipofectina / ND ND Comercialmente inviable
Lipidos tfx - ND ND Comercialmente inviable
PolimeroVMMA-VP - - Inviable. Problemas de
ND .
toxicidad
Sonicacion -d + + Resultados prometedor es
Continuar lainvestigacion
DOTAP +/- + - Estudiar més variables
Bactofeccion ND + - Posible viabilidad en otros

vectores. Investigar més

#, Transfeccion de células EPC.

P Experimentos con aevines inmunoincompetentes y GFP.

¢, Experimentos de vacunaci 6n/contraprueba con alevines inmunocompetentesy G de VSHV.
4 Experimentos preliminares, a repetir para su confirmacion.

-, Resultados negativos

+, Resultados positivos

ND, No se determind.
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5.5. MECANISMO DE ACCION DE LOS ULTRASONIDOS.

Se desconocen los mecanismos por los cuales los ultrasonidos pueden inducir la
transfeccion en las cdlulas de la pid de las detas de latrucha

A nivel macroscopico se puede observar una liberacion a medio acuoso del mucus que
cubre las branquias y la superficie corpora de la trucha durante la aplicacion de los ultrasonidos.
La eliminacién o disminucion de la barrera fisica que constituye € mucus que rodea toda la
superficie de la trucha podria facilitar € acceso del DNA alas células de lapiel. Sin embargo, se
desconoce s el DNA accedi6 alas células epitdiaes de latrucha a través de las branquias y desde
el sistema circulatorio o directamente desde el agua.

A nivel celular, la interaccion de los ultrasonidos de bagja frecuencia y duracion con los
tgidos vivos es complgja 'y poco estudiada en €l caso de los peces. Se sabe que € ultrasonido
penetra bien en los tegjidos vivos, produciendo efectos térmicos, cavitacionales, relacionados con
la presién osmdtica, latension superficial y la adhesién de las células. Laintensidad y duracion de
los ultrasonidos aplicados a la trucha en este trabajo no puede producir ni hipertermia (Diederich
y Hynynen, 1999), ni dafio por cavitacion (Frenkel, Kimmel y Iger, 1999) en €l epitelio externo de
lapiel, yaque su intensidad y duracién estan por debajo de los niveles que los provocan. Por otra
parte, los ultrasonidos terapéuticos (~2 Wem™® a 3.000 KHz durante 30 a 90 s) producen un
ensanchamiento del espacio intercelular asi como la rotura de los microfilamentos de los
desmosomas que conectan células adyacentes en e epitelio de la piel de carpa (Frenkel y Kimmel,
2000). En los experimentos que se mencionan en e presente trabgjo se utilizaron 0,4-0,6 Wem'™
a 40 KHz durante 6 s totales para truchas de 2 cm o 24 s totales para truchas de 5-7 cm. El
tiempo de aplicacion de los ultrasonidos a dichas intensidades se escogié como aproximadamente
la mitad del tiempo al que los pulsos de ultrasonidos producian efectos deletéreos observables a
simple vista en las truchas (hemorragias, desprendimiento de la mucosa, 0 muerte). A las

intensidades y tiempos utilizados en este trabajo las truchas tratadas continuaron viviendo sin
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alteraciones macroscépicas durante los 2-3 meses que duraron los experimentos mas largos. A
nivel celular se ha comprobado también que la aplicacion de ultrasonidos a dichas intensidades y
tiempos a una suspension de células (EPC) no disminuia la capacidad de adhesion ni la viabilidad
de éstas (datos no mostrados).

Las condiciones de aplicacion de los ultrasonidos variaban con respecto a los
experimentos detallados en otros trabgjos, en cuanto a la superficie del bafio, la existencia de
barreras de vidrio (en € caso de las truchas de 2 cm), la distancia de la superficie de transduccion
a las truchas (variaba entre 0-8 cm) y & angulo de aplicaciéon de los ultrasonidos. Estas dos
Ultimas variaciones se deben a que las truchas no se encontraban inmovilizadas como se han
hecho los experimentos en otros trabgjos (Frenkel y Kimmel, 2000; Martin, Pratt y Watmough,
1983), sino libres en €l bafio de ultrasonidos.

Dado que la perforacién del espacio intercelular descrita en membranas celulares requiere
intensidades mayores de ultrasonidos (2,2 Wem® a 3.000 KHz duante 30 a 90 s) (Frenkel y
Kimmel, 2000), no es probable que dicho efecto tenga algo que ver con la adquisicion del DNA
plasmidico por las células de la piel de la trucha en nuestros experimentos, pero se necesita més
evidencia experimenta para clarificar esta posibilidad. Esta perforacion podria ser tempora y/o
variar con la potencia aplicada, la duracion de los pulsos, € tiempo entre pulsos, € momento de
adicién del DNA, asi como pequefias variaciones en la temperatura.  Otros mecanismos pueden
estar operando; de hecho, se ha descrito en tgjido epitelial de mamiferos que los ultrasonidos
afectan a las configuraciones lipidicas de las membranas celulares, desorganizando las bicapas
(Mitragorri, Blankschtein y Langer, 1995), asi como ala permeabilidad celular.

Existen muchas variables en un protocolo de tratamiento por ultrasonidos y solo unas
pocas se han estudiado en este trabagjo. Todas estas variables se han mantenido constantes en
nuestros experimentos, pero su estudio podria llevar a una optimizacion de la cantidad de DNA
que accede a interior de las células, a una mayor expresion de la proteina G para ser presentada al

sistemainmuney con ello unainduccién de una respuesta inmune més eficaz en la contraprueba.
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56. POSIBLE APLICACION DE LA VACUNACION POR INMERSION

UTILIZANDO ULTRASONIDOS EN ACUICULTURA.

La vacunaciéon por inmersién tiene actualmente una gran proyeccion y aplicacion en
Acuicultura, ya que son métodos efectivos y practicos para la vacunacion en masa de peces. La
mayoria de las vacunas bacterianas o bacterinas comerciaes se administran de ordinario por este
método. Es por lo tanto de gran interés préctico el continuar los estudios de vacunacién DNA en
estalinea, alavista de los prometedores resultados de proteccion utilizando ultrasonidos.

El hecho de que los resultados en proteccién con liposomas o con bactofeccion no hayan
sido satisfactorios, debido en parte a su variabilidad, no descarta e interés en continuar
investigando en ellos. La bactofeccién con bacterias trasportando pléasmidos con promotores
eucarioticos de otros virus (Lewis y Babiuk, 1999) o de pez (Gémez-Chiarri y Chiaverini, 1999)
seria Util para vacunar frente a gran variedad de enfermedades (el uso de bacterias recombinantes
como vehiculos de vacunas DNA es una de las tecnologias de la investigacion actual en este tipo
de vacunas en mamiferos). De todas las formulaciones que inducian expresién de GFP en truchas
de 2 cm, probablemente sea la més barata y préctica. Sin embargo, es necesario elegir un
vehiculo bacteriano adecuado, ya que E. coli no indujo proteccion detectable en truchas
inmunocompetentes. Quizas usando bacterias atenuadas que sean patdgenos intracelulares de
peces, como algunos géneros, especies 'y cepas de Renibacterium, Yersinia, o Aeromonas, u otros
como Salmonella o Listeria, se puedan conseguir mejores resultados. De hecho, de alguno de
estos géneros ya existen cepas atenuadas por modificacion genética que pueden ser buenos
vehiculos vivos para DNA. Las dificultades son sin embargo abundantes; por eemplo, los
primeros intentos de transformar Yersinia ruckeri con G3-pcDNAI/Amp no tuvieron éxito (datos
no mostrados).

Otra observacion que se desprende del conjunto de los experimentos realizados tanto con
genes marcadores como con la G de VSHV es que la mezcla de métodos de vacunacion (por

giemplo, bactofeccién + ultrasonidos 0 DOTAP + ultrasonidos) disminuye tanto la expresion del
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gen en cuestion como la eficacia del método y la respuesta de Acs y supervivencia a la
contraprueba.

Seria interesante, aungue no se ha hecho en este trabajo, estudiar s después de la entrada
del DNA en la cdlula hay insercion o no en e genoma celular, lo que posibilitaria una expresion
mas permanente del antigeno. En principio se han utilizado vectores de expresion transitoria, por
lo que s hay deteccién de la expresion durante un tiempo largo, puede no deberse a una
integracion en el genoma celular. Esto esimportante en €l caso de plasmidos con promotores que
no son de pez (la mayoria de los ensayos descritos se han hecho con e promotor de
Cytomegalovirus y no es seguro utilizar dicho promotor), sobre todo a la hora de la posible
comercializacion de una vacuna. Habria que asegurar que no existe riesgo de integracion y
ademas utilizar promotores de pez, segin los puntos a considerar en vacunas DNA de cara a la
prevencion de enfermedades infecciosas (FDA, Food y Drug Administration).

Aunque € uso de ultrasonidos de baja frecuencia podria ser de facil escalado para uso
préctico en granjas piscicolas, la cantidad de plasmido requerido parece ser excesiva para €llo.
Las concentraciones 6ptimas de DNA para cualquiera de los métodos de formulacién que
tuvieron éxito en expresion de GFP (ultrasonidos, DOTAP, bactofeccién) fue de ~10 ng/ml
(Figura 33). Seria necesaria més investigacion en orden a minimizar dicha cantidad, bien por
modificacién de las pautas de vacunacion, por manipulacion del plésmido introduciendo en la
secuencia adyuvantes nuevos para hacerlo mas eficaz, tales como genes de citokinas (Davis et al.,
1997; Kim et al., 1998; Xiang et al., 1997) o motivos CpG (Kanellos et al., 1999c; Krieg et al.,
1995) o usando promotores de pez que hagan mas eficaz la transcripcion (Garcia et al., 1994).
Por otra parte, la permanencia sin ateracion del DNA en € bafio en € que se mantienen inmersas
las truchas después del tratamiento con ultrasonidos (datos no mostrados), podria dirigir los
ensayos futuros hacia la reutilizacion de las mismas soluciones de pldsmidos para vacunar varios
grupos de truchas en e mismo bafio, dentro de un limite de tiempo y de uso, que habria que

estudiar. Queda mucho trabajo todavia para hacer préctica una vacuna de este tipo ya que
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también se deberian estudiar la duracion éptima del tiempo de inmersion, € tamafio Optimo de los
peces, los efectos ddl estrés, del pH y de la concentracion de sales y de la temperatura del agua
(Nakanishi y Ototake, 1997), asi como las variables introducidas en la aplicacién de los pulsos de
ultrasonidos. No obstante los resultados de este trabajo han abierto un nuevo cauce para mejorar

los métodos de vacunacion de las especies piscicolas.
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6. CONCLUSIONES.
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1. La metodologia desarrollada en este trabagjo ha permitido seleccionar como
potenciamente viables los siguientes méodos de vacunacion DNA por inmersién en
truchas. los ultrasonidos de baja frecuencia, los liposomas DOTAP'y la bactofeccion.

2. Se ha aportado evidencia experimental para una posible sustitucion del promotor
de Cytomegalovirus (CMV) por € de uno de pez (FG2). Este es uno de |os requisitos para
la posible comercializacion de una vacuna DNA para peces, tanto si es inyectada como s es
por inmersion.

3. Se ha obtenido una correlacion entre los resultados utilizando € modelo in vivo
de gen fluorescente GFP y truchas de 2 cm y los resultados con la vacunacion
DNA/contraprueba utilizando € gen G de VSHV y truchas de 7 cm. Los resultados del
modelo con truchas inmunoincompetentes, por o tanto, tienen valor predictivo sobre los
resultados con los métodos de vacunacion DNA en truchas inmunocompetentes de mayor
tamafio. Ello permitird smplificar los futuros ensayos para mejorar los métodos més
prometedores antes de utilizar |os costosos experimentos de vacunaci én/contraprueba.

4. También se ha demostrado € valor predictivo de los niveles de Acs especificos de
trucha sobre su posterior comportamiento en ensayos de vacunacion/contraprueba. Para
ello se ha tenido que demostrar la validez del uso del antigeno recombinante frg#ll
procedente de VSHV para pruebas ELISA como método de gran sensibilidad para
estimacion de los Acs especificos de trucha.

5. Lamayor duracién de la expresién del gen marcador GFP, los mayores niveles de
induccion de Acs anti-frg#1l de VSHV y la mayor proteccién de truchas immunizadas con
el gen G de VSHV, se han conseguido mediante la aplicacion de vacunacion DNA
utilizando ultrasonidos de baja frecuencia. La continuacion de estos estudios a pequefiay a
gran escala podria llegar al disefio de un método econdmico y efectivo para vacunacién de

peces por inmersion.
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