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Resumen

El Virus de la Tilapia del Lago (TiLV), es un patégeno causante de mortalidades ma-
sivas tanto en poblaciones de tilapias cultivadas y silvestres alrededor del mundo.
El desarrollo de una vacuna efectiva contra este patéogeno emergente es imperativo
para prevenir pérdidas econémicas. En este trabajo se disefié y evalué un vector
de expresidon como una potencial vacuna de ADN contra este virus. Inicialmente, se
realizé un andlisis de enhebramiento para predecir las estructuras tridimensionales

y las funciones de las proteinas del TiLV. Se encontraron homologias estructurales
entre las proteinas correspondientes al segmento gendémico 1y al segmento geno-
mico 4 del TiLV, con las proteinas de ARN polimerasa dependiente de ARN del virus
de lainfluenza B (56%) y la proteina neuraminidasa que pertenece a la cépside del
virus de la influenza A (12%), respectivamente. Se insertd el producto de PCR del
Citacion: gen neuraminidasa viral en el vector plasmidico de expresion pCMV. Finalmente,
Criollo-Joaquin M., E. Motte, M. Salvatierra, J. se inyectd el constructo plasmidico en juveniles de la tilapia del Nilo Oreochromis
MEdma_' B. Diringer, G Sandoval, y E Mialhe. niloticus y se midié su expresion mediante RT-PCR en tiempo real a las 8h, 16h,
2019. Disefio y evaluacion de la expresion d? una 24h, 72h después de la segunda inyeccidén inmunizante. Se logré detectar expresion
potencial vacuna de ADN contra el virus de la Tilapia i . ' °
de Lago (TiLV). Revista peruana de biologia 26(3): génica en los cuatro tiempos evaluados, con mayor expresion a las 16 horas post
inyeccion. Estos resultados constituyen el primer paso para el desarrollo de una

301 - 310 (Septiembre 2019). doi: http://dx.doi.
org/10.15381/rpb.v26i3.15516 vacuna efectiva para la proteccion de los stocks de tilapias alrededor del mundo.
Abstract

Tilapia Lake Virus (TiLV) is a pathogen that causes massive mortalities in both cultu-
red and wild tilapia populations around the world. The development of an effective
vaccine against this emerging pathogen is imperative to prevent economic losses.
In this work an expression vector was designed and evaluated as a potential DNA
vaccine against this virus. Initially, a threading analysis was done to predict the three-
dimensional structures and functions of the TiLV proteins. Structural homologies
were found between the TiLV proteins corresponding to the genomic segment 1 and
the genomic segment 4, with the RNA-dependent RNA polymerase proteins of the
influenza B virus (56%) and the neuraminidase protein belonging to the influenza
A virus capsid (12%), respectively. The PCR product of the viral neuraminidase
gene was inserted into the expression plasmid vector pCMV. Finally, the plasmid
construct was injected into juveniles of the Nile tilapia Oreochromis niloticus and
its expression was measured by real time RT-PCR at 8h, 16h, 24h, and 72h after the
second immunizing injection. It was possible to detect gene expression in the four
evaluated times and greater expression at 16 hours post injection. These results
are the first step in the development of an effective vaccine for the protection of
tilapia stocks around the world.

Palabras clave: : acuicultura; tilapia; homologia
estructural; expresion génica; neuraminidasa.
Keywords: aquaculture; tilapia; structural homolo-
gy; gene expression; neuraminidase.
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Introduccion

La tilapia agrupa diferentes especies de ciclidos, los
cuales acupan el segundo lugar en produccién piscicola a
nivel mundial (FAO 2017). Actualmente las producciones
de tilapias estdn severamente afectadas por un patdge-
no emergente conocido como el Virus de la Tilapia del
Lago (TiLV) (Jansen et al. 2018). Este agente infeccioso
ha ocasionado mortalidades masivas en poblaciones de
tilapias cultivadas y silvestres en Israel, Ecuador, Colom-
bia (Bacharach et al. 2016, Eyngor et al. 2014, Ferguson
et al. 2014, Tsofack et al. 2016, Del-Pozo et al. 2017),
Egipto (Fathi et al. 2017, Nicholson et al. 2017), Tailan-
dia (Dong etal. 2017a, 2017b, Surachetpong et al. 2017),
Filipinas (OIE 2017), Taiwan (FIS 2017), India (Behera et
al. 2018), Malasia (Amal et al. 2018), Uganda, Tanzania
(Mugimba et al. 2018) y Peru (SANIPES 2018).

Este virus, inicialmente incluido dentro de la familia
Ortomixovirus, fue recientemente reclasificado en un
nuevo grupo propio no asignado denominado Tilapi-
nevirus (Adams et al. 2017). El virion del TiLV aislado de
tejidos de tilapias infectadas de Israel y Tailandia (Eyn-
gor etal. 2014, Tattiyapong et al. 2017a, Surachetpong et
al. 2017) es muy similar a los ortomixovirus (Stoeckle et
al. 1987, Desselberger et al. 1980), como el Influenzavi-
rus (Cheville & Lehmkuhl 2009), y el Isavirus del salmén
(Kibenge et al. 2004, Koren & Nylund 1997) y correspon-
de a un pequefio virus envuelto de 55-75 nm que prote-
ge un genoma de ARN de sentido negativo segmentado.
El genoma del TiLV ha sido completamente secuenciado
(10323 pb) y esta constituido de 10 segmentos que pre-
sentan secuencias terminales 5"y 3" homologas (Bacha-
rach et al. 2016). A nivel nucleotidico y aminoacidico, el
segmento 1 posee una homologia de secuencia con la
subunidad de la proteina basica 1 (PB1) de la ARN po-
limerasa dependiente de ARN del virus influenza C que
infecta a humanos y porcinos (Bacharach et al. 2016).
Por el contrario, los otros segmentos del TiLV no tienen
homologia con ninguna secuencia de otros virus (Bacha-
rach et al. 2016).

La vacunacién es la principal fuente de inmunidad
especifica artificial contra agentes patégenos virales en
acuicultura (Dalmo 2018). Hasta la fecha, no se dispone
de vacunas efectivas contra el Virus de la Tilapia del Lago
a pesar de su importancia comercial.

Entre los diferentes tipos de vacunas existentes, las
vacunas de ADN o vacunas de tercera generacion ofrecen
numerosas ventajas sobre las vacunas convencionales;
(1) no presentan riesgos asociados a la utilizaciéon de
patégenos atenuados, (2) su desarrollo es simple y son
menos costosas para producir, (3) son termoestables, (4)
evocan respuestas inmunes celulares y humorales, (5)
tienen mayor persistencia del inmunégeno y (6) la ex-
presion in vivo asegura que la proteina se asemeje mas
a la estructura eucariota normal, con las modificaciones
postraduccionales que la acompafian (Assefa 2018, Dal-
mo 2018, Evensen & Leong 2013; Gillund et al. 2008, Ku-
rath 2008, Lorenzen & LaPatra 2005, Salgado-Miranda et
al. 2013, Septlveda & Lorenzen 2016). Las vacunas de
ADN consisten en un plasmido bacteriano que contiene

un promotor fuerte, el gen de interés (que codifica una
proteina inmunogénica) y una secuencia de poliadenila-
cién/terminacién transcripcional. Entre los promotores
fuertes, el mas utilizado es el promotor viral de Citome-
galovirus por su capacidad a promover la expresion en
una amplia variedad de tejidos (Evensen & Leong 2013).
El ADN plasmidico al entrar en las células se transcribe
in vivo y dirige la sintesis del antigeno poliproteinico. La
poliproteina transcrita se autoensambla en una estruc-
tura de capside que se asemeja a la proteina del virus
nativo y evoca la inmunidad del huésped (Kibenge & Ki-
benge 2016). Es posible potencializar la entrega de los
plasmidos mediante la adicion de transfectantes como la
polietilenimina (PEI), la lipofectamina, nanoparticulas,
etc. (Chen etal. 2011, Rauta et al. 2016) -

El desarrollo de vacunas de ADN requiere la identi-
ficacién de los antigenos inmunogénicos, lo que hasta la
fecha ha sido una limitante para TiLV debido a que sus
proteinas no han sido caracterizadas.

Sin embargo, existen actualmente herramientas
bioinformaticas que permiten identificar proteinas des-
conocidas o predecir su funcién comparando sus estruc-
turas tridimensionales con bases de datos de proteinas
conocidas. Esta metodologia se basa en los principios
claves; (1) que la estructura terciaria de la proteina esta
mas conservada en la evolucion que la estructura prima-
ria (secuencia de aminoacidos) y (2) que hay evidencia
que en la naturaleza existe un nimero determinado y
relativamente pequefo (1000-10000) de pliegues uni-
cos en las proteinas (Koonin et al. 2002). Dentro de las
herramientas bioinformaticas Phyre2 es uno de los ser-
vidores de prediccion de estructura de proteinas mas
ampliamente utilizado (Kelley et al. 2015). Este tipo de
metodologia ha permitido, por ejemplo, la identificacion
exitosa de las proteinas del Isavirus del Salmén (Cottet
etal. 2010).

Bajo este enfoque, en este trabajo se identificaron las
proteinas inmunogénicas de TiLV, con la finalidad de di-
sefiar y evaluar un vector de expresién como una poten-
cial vacuna de ADN contra este virus.

Materiales y métodos

Coleccion de animales para el estudio.- Se utiliza-
ron 90 tilapias (Oreochromis niloticus) de aproximada-
mente 40 g del Centro Experimental de Biotecnologia
para el Desarrollo Sustentable (CBDS) de Guayaquil-
Ecuador. El trabajo experimental se llevd entre noviem-
bre del 2017 y mayo del 2018. Grupos de 15 tilapias se
colocaron en tanques de 250 L y fueron mantenidas con
alimento balanceado comercial ad libitum. La tempera-
tura de mantenimiento fue 25° C y ciclos naturales de
14 horas de luz y 10 horas de oscuridad. Las cantidades
de amoniaco total se mantuvieron entre 0.25-2 ppm, los
nitritos entre 0-0.5 ppm y el pH entre 7-7.5. Para la ma-
nipulacién de los peces fuera del agua se utilizé como
anestésico el acuestrol® a 13 mg/L, afiadiéndose en el
agua con abundante aireacion.

Prediccion de la estructura de las proteinas del
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TiLV.- La prediccion de las estructuras tridimensionales
de las proteinas del TiLV se llevo a cabo, usando las se-
cuencias de la base de datos de proteinas NCBI protein
(Tabla 1), el programa PHYRE2 para el modelamiento es-
tructural por enhebramiento (Kelley et al. 2015), el pro-
grama CN3D para el alineamiento y visualizacion de las
estructuras tridimensionales, se realizé un alineamiento
estructural de la cadena D de la neuraminidasa del In-
fluenzavirus A (PBD ID 1W21) y la secuencia de aminoa-
cidos del segmento 4 del TiLV (Numero de accesion del
NCBI AMR44596.1) y el programa Signal P para la pre-
diccién de los péptidos sefiales.

Disefio del plasmido recombinante pTiLV-4.- Se
utilizaron diversas plataformas bioinformaticas para el
disefio de primers (Primer blast) (Tabla 2), para el ana-
lisis de los sitios de restriccion del vector y del inserto
(NEBcutter) y para la construccion in silico del plasmido
pTiLV-4 (UGENE) (Fig. 1). El Fragmento de ADN TiLV-4,
que corresponde al gen predicho de la neuraminidasa
del TiLV, estd compuesto por una regién Kozak consenso
(Kozak 1986) y un marco de lectura abierto de 1065pb
que codifica una proteina de 354 aminoacidos (aa) fue
sintetizado por IDT (Integrated DNA Technologies, Es-
tados Unidos). El plasmido molde seleccionado para la
construccion de pTiLV-4, fue el pCMV-GFP (Addgene).

Construccion del pliasmido recombinante
pTiLV-4.- La construccién del plasmido recombinante
pTiLV-4 se llevé a cabo en 3 etapas. Inicialmente se am-
plificé por PCR el fragmento de ADN TiLV-4 con una ADN
polimerasa de alta fidelidad (PCR Phusion human speci-
men DNA polymerase -Thermo scientific), utilizando 1X
de buffer de PCR (1.5 mM MgCI2 y dNTPs), 0.3 uM de
cada cebador TiLV-4-Clo-F y TiLV-4-Clo-R, 0.5ul de ADN
polimerasa y 0.5 ng del fragmento de ADN TiLV-4 en un
volumen de reaccion de 25 pL. Los ciclos de amplifica-
cién de la PCR fueron un ciclo inicial de denaturacion a

new_mol_4
4762 bp

pBR322_origin 1 A'lac_promoter
Figura 1. Mapa del pldsmido pTilLV-4, disefiado en este estudio,
de 4762pb. Gen neuraminidasa predicho (amarillo). Esqueleto de
pCMV (azul y verde).

Tabla 1. Modelizacion de las proteinas por enhebramiento usando PHYRE2

Péptido
sefial

Funcién de la proteina

Cobertura Identidad Confianza
(%) (%) (%)

Cadena

ID PDB

Organismo

Proteina molde

Longitud
de las
proteinas
(aa)

ORF
(pb)

Longitud
de los
segmentos
(bp)

# accesion

Segmento

Transcripcién No

23 99.7

B 56

5FMZ

Influenzavirus B

RNA polimerasa dependiente
de RNA

519

AMR44593.1 1641 1560

TiLv-1

Transcripciéon No

A 10 29 61.6

2FVU

Saccharomyces cerevisiae

Proteina reguladora sir3

457

AMR44594.1 1471 1374

TiLv-2

No
1—12 aa

Hidrolasa, traduccién

72.8

17
44

17
12

1YT3

Escherichia coli

Ribonucleasa D

419
356
343

1260

1071

1032
954
588
525

1371
1250
1099
1044
777

AMR44595.1
657

TiLv-3

Hidrolasa

25.2

w21

Influenzavirus A

Neuraminidasa

AMR44596.1

TiLv-4

AMR44597.1

TiLV-5

317

AMR44598.1

TiLV-6

195

AMR44599.1
AMR44600.1
AMR44601.1
AMR44602.1

TiLV-7

Transferasa No

27 48.3

64

2AX3

Thermotoga maritima

Tipo dominio N terminal YjeF

174
118
113

TiLV-8

357
342

548

TiLV-9
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Proteina viral No

67 76.1

11

2M5L

Hepacivirus C

Proteina Ns5a

465

TiLv-10

303
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98 °C por 4 min, seguido por 35 ciclos a 98 °C por 1 s, 64
°Cpor 5sy 72 °Cpor 17 s,y un ciclo final de extension
72 °C por 1 min. Los productos de PCR, fueron migrados
en un gel de agarosa 1.5% y las bandas fueron cortadas 'y
purificadas mediante un kit de purificacion (Wizard® SV
Gel and PCR Clean-Up System - Promega) siguiendo las
recomendaciones del fabricante.

Luego, se realizé una etapa de digestion enzimatica
del vector (pCVM-GFP) y del inserto (TiLV-4) con las en-
zimas Xhol y Notl (Thermo Scientific) utilizando 1X de
buffer 0.10U Notl, 20 U Xhol y 0.5 - 1 pg de ADN en un
volumen de reaccién de 20 pL. La incubacién se realizé
a 37 °C por 6h, luego se inactivaron las enzimas a 80 °C
por 20 min. Las bandas especificas que correspondian al
pCMV sin GFP y los productos de la digestion del TiLV-4
fueron purificadas por utilizando un kit de purificaciéon
(Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System - Promega).

Finalmente una etapa de ligaciéon enzimatica del ADN
utilizando la enzima ligasa de ADN T4 (Thermo Scienti-
fic), utilizando 22 ng de vector lineal, 44 ng del inserto,
1X de buffer de la ligasa de ADN T4, y 2U de la ligasa T4
en un volumen de reaccion de 20 pL. La incubacién se
realizé a 22 °C por 1 h, luego se inactivo la ligasa T4 a 65
°C por 10 min.

Obtencién de colonias recombinantes pTiLV-4.-
La obtencion de las colonias recombinantes pTiLV-4 se
realizé mediante la transformacién bacteriana de E. coli
JM109 por shock térmico, utilizando 5 pL de la reaccion
de ligacién y 50 pL de bacterias quimiocompetentes. La
competencia bacteriana se realizé a partir de un cultivo
de 25 mL de E. coli JM109 incubado a 37 °C, cuyo OD es-
taba entre 0.35 - 0.45. Se concentro el pellet celular por
centrifugacion a 3500 rpm por 30 min a 4 °C. Se agregd
10 mL de CaCl, (0.075 M) frio y se incubd en hielo por 15
min. Se centrifugé a 3000 rpm por 10 min. Se descarto el
sobrenadante. Se agreg6 0.5 mL de CaCl, (0.075 M) frio y
15% de glicerol frio (75 pL), y se homogeniz6. La trans-
formacion bacteriana se realizé6 mediante la incubacién
a 42 °Cpor 90 s e inmediatamente en hielo por 3 min. Se
agreg6 1 mL de caldo SOC (2% triptona, 0.5% de extracto
de levadura, 10 mM NaCl, 2.5 mM KCI, 10 mM MgCl,, 10
mM MgSO,, and 20 mM glucosa) y se incub6 a 37 °C en

agitacion a 200 rpm por 3h. Luego se sembraron 100 pL
de cultivo en placas con agar LB +100 pg/mL de ampici-
lina y se incubaron a 37 °C por 18 h.

Deteccion de colonias recombinantes.- Para detec-
tar las colonias recombinantes, se seleccionaron colonias
que crecieron en agar LB con ampicilina 100 pg/mlL, se
replicaron en 10 mL de caldo LB, se incubaron a 37 °C
por 16 h. La extraccion de plasmidos se realiz6 por el mé-
todo de lisis alcalina. Se concentré el pellet celular por
centrifugacion a 3500 rpm por 30 min. Se resuspendié
en 100 pL de buffer GTE (glucosa 50 mM, Tris 25 mM,
EDTA 10 mM) helado y se dej6 5 min a temperatura am-
biente. Se afladié 200 pL de NaOH (0.2 N NaOH, 1% SDS),
se mezcl6 invirtiendo suavemente el tubo (5 veces) y se
dejo6 en hielo por 5 min. Se afiadié acetato de potasio 5M
pH 4.8, se mezcl6 el tubo por inversion (5 veces) y se
dej6 en hielo 5 min. Se centrifug6é 5 mina 12000 rpmy se
transfirié 400 pL del sobrenadante a un nuevo tubo. Se
afiadi6 800 pL de etanol 95% helado y se dej6 a tempera-
tura ambiente por 2 min. Se concentro el pellet por cen-
trifugacién a 12000 rpm por 5min. Se lavo el sedimento
con 1 mL de etanol 70% helado. Se secé a temperatura
ambiente. Se resuspendi6 en 30 pL de TE (10 mM Tris
pH 8, 1 mM EDTA). Se trat6 el ADN con 1 pL de solucién
de ARNasa 10 mg/ml y se incubé a 65 °C por 15 minutos.

Luego se realiz6 una PCR, utilizando 1x de buffer de
PCR 10X, 1.5 mM de MgClZ, 0.2 mM de dNTPs, 0.3 uM de
cada cebador TiLV-4-For y TiLV-4-Rev (Tabla S1), 1U de
Taq polimerasa (Gene on) y entre 0.005-0.75 ng de ADN
plasmidico. Se incluyé como control positivo al segmento
TiLV-4. Los ciclos de amplificaciéon de la PCR fueron un
ciclo inicial de denaturacion a 94 °C por 4 min, seguido
de 35 ciclos a94 °C por 30 s, 58 °C por 40 s, 72 °C por 1.5
min y un paso final de extensién a 72 °C por 6 min. Los
productos de la PCR fueron separados en gel de agarosa
a 1%y tefiidos con bromuro de etidio.

Para detectar que el tamafio lineal del pldsmido se
realiz6 la digestion enzimatica, utilizando 1x de buffer
R 10X, 10U de enzima Xhol (Thermo scientific), 0.5 - 1
pg/ uL de ADN en un volumen de reaccién de 20 pL. Se
incub6 a 37 °C por 5 h y luego se inactivo la enzima a 80
°C por 2 min.

Tabla 2. Primers utilizados para el disefio del plasmido recombinante pTiLV-4.

§ ™ Tamaiio de
Genes Primers Secuencia e, (°C) %GC amplicones Referencias
s (pb)
TiLV-4-Clo-F 5'CATGCTCGAGCGCCACCATGGTGAGAACTACA 3’ 32 73.4 56.2
1093
TiLV-4-Clo-R 5'ATT GCG GCC GCC TAT CTC CCAACA GCCC 3’ 28 74.9 64.3
Neuramidinasa TiLV-4-For 5’ATCAAGGAAGGCACCAGAAG 3’ 20 61.5 50 560 Disefiados en
hipotética TiLV-4_Rev 5 GTAGACCAACAACAACACCAATAC 3° 24 615 417 este proyecto
gPCR-TiLV-4-F 5'GATTCAGACTTTGGAGGACGCC3’ 22 64.7 54.5
163
gPCR-TiLV- 4-R 5'CGGAGGCGGGATTATAGCAGT 3’ 21 65.6 57.1
B-actin-qPCR-For-Ti 5'TCCAATTTATTGGCCTTCGTTGC 3’ 23 60.4 43.5
B-actina 114 Wang et al. 2014
B-actin-qPCR-Rev-Ti  5’CTTCCATTTTCTGTGTGAGGGAGG3’ 24 61.3 50
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Finalmente, se llevd a cabo una secuenciacion del
plasmido pTiLV-4 para determinar que el gen predicho
de la neuraminidasa del TiLV clonado por PCR, estaba en
el marco de lectura correcto. Se envié a secuenciar a la
empresa Macrogen (EE.UU).

Preparacion del complejo transfectante pTiLV-4/
polietilenamina.- La colecta de plasmidos pTiLV-4 fue
realizada utilizando el kit de extraccién de plasmidos
GENE JET Maxiprep (Thermo Scientific), siguiendo las
indicaciones del fabricante. Las concentraciones del
plasmido pTiLV-4 se midieron usando un espectrofotd-
metro Nanodrop 2000 (Thermo Scientific).

Para la primera dosis se utiliz6 una solucion de 20 pg
de plasmido pTiLV-4 mas 70 pg de polietilenimina (PEI)
a 1 pg/uL (polyscience, Inc) en un volumen de reacciéon
de 150 pL de NaCl 150 mM mientras que para la segunda
dosis se utilizaron 8 pg de plasmido pTiLV-4 mas 24 ug
de PEI a 1 pg/ pL en un volumen de 150 pL. La soluciéon
de PEI se agreg6 a la solucion de plasmido en ese orden.
Esta solucion se dej6 incubar 30 min a temperatura am-
biente antes de ser utilizada. Para los grupos controles la
solucion PEI fue preparada de la misma manera, pero en
vez del plasmido pTiLV-4 se agreg6 NaCl 150 mM.

Evaluacion in vivo de la expresion del plasmido
recombinante.- El disefio experimental consta de un
grupo inyectado con la vacuna de ADN y un grupo con-
trol inyectado con PEI con 45 individuos cada grupo. Se
administré 150 pL de la vacuna via intramuscular en
dos dosis en los dias 1 y 20. Se colecto6 el tejido muscu-
lar de las tilapias inmunizadas a las 8, 16, 24, 72 horas
después de la segunda inyeccién para evaluar la expre-
sion génica del plasmido pTiLV por RT-PCR en tiempo
real (RT-q PCR).

El ARN total se extrajo a partir del tejido muscular de
3 animales por grupo usando el método de Trizol-cloro-
formo (Trizol reagent, Thermo Scientific), luego un tra-
tamiento con ADNasa (Thermo Scientific) para eliminar
ADN genoémico y plasmidico contaminante. A partir del
ARN se realiz6 una reaccion de retrotranscripcion utili-
zando el kit de sintesis de la primera hebra de cDNA (Re-
vertAid First Strand cDNA Synthesis, Thermo Scientific)
segun las instrucciones del fabricante. La hebra de cDNA
se utilizé para amplificar por qPCR el gen viral predicho
de la neuroaminidasa del TiLV y el gen -actina como
control interno.

Las reacciones de qPCR se llevaron a cabo en un
volumen de reaccién de 25 pL, utilizando el kit de PCR
cuantitativa Maxima SYBR Green / ROX qPCR Master
Mix (2X) acorde a las instrucciones del fabricante con
las siguientes especificaciones: 0.3 uM de cada cebador
qPCR-TiLV-4-F y qPCR-TiLV-4-R 6 B-actin-qPCR-For-Ti y
B-actin-qPCR-rev-Ti (Tabla S1) y 1 uL. de ADNCc. Los ciclos
de amplificacién de la PCR en tiempo real fueron un ciclo
inicial de denaturacién a 95 °C por 10 min, seguida de
40 ciclos a 95 °C por 15 s, 58 °C por 30 sy 72 °C por 30
s. Un analisis de la curva de fusion fue realizado al final
de cada perfil térmico de PCR para verificar la especifici-
dad de los productos de la PCR. Cada muestra individual

se realizé por duplicado. La medicion de la fluorescen-
cia y la determinacion de los valores del ciclo de umbral
(Ct) fueron realizados en el termociclador StepOne™ de
Applied Biosystems (Life technologies). La cuantificacion
relativa (RQ) se calculd de acuerdo a Livak et al. 2001 con
el software StepOne ™ v2.2.2 (Life technologies). Los gra-
ficos fueron trabajados utilizando el programa GraphPad
Prism 7.05.

Resultados

Prediccion de la estructura de las proteinas del
TiLV.- En el modelamiento de las proteinas hipotéti-
cas del TiLV por enhebramiento (Tabla 1), la proteina
predicha 1 tiene una homologia estructural con la pro-
teina RNA polimerasa dependiente de RNA de virus de
influenza B con una cobertura de 56% y una confianza
de 99.7% y participa en la transcripciéon de ARN viral.
La proteina predicha 2 estaria involucrada en la trans-
cripcion, mientras que la proteina predicha 3 tiene fun-
cion hidrolasa y estaria involucrada en el proceso de
traduccion. La proteina predicha 4 tiene una homologia
estructural con la cadena D de neuraminidasa del virus
del Influenzavirus A del pato inglés con una cobertura
de 12% y una confianza de 25.2%, se observa los domi-
nios conservados entre las secuencias de aminodacidos
de la neuraminidasa del Influenzavirus A y del segmen-
to 4 del TiLV (Fig. 2); en el analisis de péptido sefal re-
sult6 que los primeros 12 aminoacidos corresponden al
péptido sefial. La proteina predicha 8, tiene a una ho-
mologia con Tipo dominio N terminal YjeF con funcién
transferasa. La proteina predicha 10, tiene homologia
con la proteina Ns5a, que es una proteina viral. Las pro-
teinas predichas de los segmentos 5, 6, 7, 9 no mostra-
ron similitudes con otras proteinas conocidas.

Construcciéon del plasmido pTiLV-4.- El inserto
que corresponde al gen predicho de la neuraminidasa
del TiLV tiene un tamano de 1079 pb (Fig. 3A). El vec-
tor que corresponde al plasmido CMV (sin GFP) tiene
un tamafio aproximado de 3684 pb (Fig 3B). La ligaciéon
enzimatica inserto-vector fueron transformadas en E.
coli J]M 109. Las colonias transformadas se seleccionaron
por PCR, generando bandas de 560 pb, confirmando que
contenian el inserto TiLV-4. El plasmido seleccionado
fue adicionalmente linealizado mediante una digestion
de restriccion usando Xho I, dando como resultado un
tamafio de 4762 pb (Fig 3C) confirmando el tamafio de
la construccién tedrica. La secuenciacion del plasmido
confirmé que no se introdujo mutaciones en el proceso
de clonaje. El plasmido resultante, pTiLV-4, fue usado en
este estudio.

Evaluacién la expresion del gen viral predicho de
la neuraminadasa del TiLV en tilapia.- En la cuantifi-
cacién relativa por RT-PCR en tiempo real después de
la segunda dosis inmunizante, las células transfectadas
via intramuscular con la solucién pTiLV-4/ PEI, expre-
saron la proteina viral predicha de la neuraminidasa del
TiLV alas 8, 16, 24 y 72h. La expresion fue mayor a 16h
con un diferencial superior a 2000 veces que alas 8hya
las 24h la expresién disminuyd, pero fue mayor 2 veces
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Figura 2. Homologia de estructura entre la proteina predicha 4 del TiLV (N° accesion AMR44596.1) y la neuraminidasa
del Influenzavirus A (PDB ID 1W21. (A) Diagrama de barras y esferas (B) Diagrama enroscado, resaltando las homologias
de secuencia y estructura (amarillo).
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Figura 3. Construccion del plasmido pTilLV-4. (A) Linea a: inserto (TiLV-4) (B) Linea b: vector (plasmido pCMV sin GFP)
(C) Linea c: Digestidn de restriccion del plasmido pTiLV-4 usando Xho I. M: Marcador de peso molecular 1Kb.
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Figura 4. Expresion relativa del pldasmido pTiLV-4 en peces transfectados después de la
segunda dosis inmunizante a las 8h, 16h, 24h y 72h. Se utilizé como gen de referencia
al B-actina y como tiempo calibrador, la expresion a las 8h.
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que a las 8h y a las 72h se detecté menor expresion en
0.5 veces que a las 8h. No se detect6 expresion génica
en los controles inyectados con solucién polietilemini-
na (PEI) (Fig. 4).

Discusion

Mediante el analisis de homologia de las secuencias
de nucledtidos y aminoacidos para los 10 segmentos del
TiLV se encontrd que el segmento 1 tiene una homolo-
gia con la secuencia que codifica para la proteina ARN
polimerasa dependiente de ARN, mientras que los otros
9 segmentos genémicos del TiLV no tienen homologia
con las secuencias de la base de datos (Bacharach et al.
2016). Sin embargo, por prediccion estructural encon-
tramos homologia de las proteinas codificadas por los
segmentos genémicos 1y 4 con las proteinas de las bases
de datos estructurales (Protein Data Bank).

La proteina predicha 1 del TiLV tiene una homologia
estructural con la proteina RNA polimerasa dependiente
de RNA de virus de influenza B con 56% de cobertura,
23% y 99.7% de confianza. Esto concuerda parcialmen-
te con resultados reportados donde se observé que seg-
mento 1 posee una homologia de secuencia de 37% de
cobertura y 17% de identidad con la subunidad de la
proteina basica 1 (PB1) de la proteina ARN polimerasa
dependiente de ARN del virus influenza C de la familia
orthomyxoviridae (Bacharach et al. 2016).

La proteina predicha 4 del TiLV, tiene una homologia
estructural con la proteina neuraminidasa del virus de la
influenza A del pato inglés con 12% de cobertura, 44%
de identidad y 25.2% de confianza, esto puede deberse
a que las proteinas de la capside viral son altamente mu-
tantes, pero mantiene dominios conservados dentro de
un subtipo. (Eichelberger et al. 2018).

Se ha descrito el uso de las proteinas de la capside
viral hemaglutinina esterasa (HA) y neuraminidasa (NA)
como antigenos contra el Isavirus y el Influenzavirus
(Mikalsen et al. 2005, Caruffo et al. 2016). La NA des-
empeia un papel esencial en la replicacion del virus al
participar en la liberacion de los viriones de las células
infectadas al exterior, mediante la ruptura de azucares
que ligan a las particulas virales maduras (Cheville & Le-
hmkuh 2009, Koren & Nylund 1997). La NA tiene ademas
un beneficio adicional como antigeno de la vacuna, ya
que muchos anticuerpos especificos de NA se unen a do-
minios que estan bien conservados dentro de un subtipo,
protegiendo contra virus heterdlogos, lo que sugiere que
la NA puede ser una buena opcién para su inclusiéon en
las vacunas universales contra Ortomixovirus (Eichel-
berger et al. 2018).

La expresion del plasmido pTiLV-4 fue mayor a las
16h en el tejido muscular y no fue sostenible en el tiem-
po, sin embargo en otros reportes la expresién de los
plasmidos in vivo la expresién empieza a las 24h y se
mantiene en el tiempo (Gao 2018).

Para mejorar la expresion y mantener en el tiempo
hay varias posibilidades de trabajo, como evaluar el pro-
motor utilizado para la expresion del gen. El plasmido

pTiLV-4 tiene un promotor de citomegalovirus (CMV),
que es el promotor mas utilizado porque impulsa la ex-
presion en una amplia variedad de tejidos y las primeras
vacunas efectivas incluyeron este promotor (Evensen &
Leong 2013); y la secuencia consenso Kozak que es clave
en la fijacion del ribosoma para su traduccién (Grzegors-
ki et al. 2014, Kozak 1986). Sin embargo, para mejorar la
eficiencia de transcripcién de la proteina viral in vivo en
el tiempo, seria interesante de evaluar promotores en-
doégenos de la tilapia como (-actina, proteina de shock
térmico, etc. (Er-Meng et al. 2008).

Para potenciar la respuesta inmunitaria se han des-
crito la coadministraciéon de los plasmidos con adyu-
vantes moleculares (Garcia-Valtanen et al. 2014, Li et al.
2015, Robertsen et al. 2016, Rivas-Aravena et al. 2015) o
la entrega via electroporacion (Flingai et al. 2013), que
se podria evaluar.

Los plasmidos al ser inyectados via intramuscular
ingresan a los miocitos y las células dendriticas, donde
el gen codificado (neuraminidasa) por el plasmido es
expresado. Los péptidos son procesados por la maqui-
naria celular, y presentados a los linfocitos T mediante
el complejo mayor de histocompatibilidad clase I y II.
Se secretaran quimioquinas y citoquinas que activaran
las respuesta de los macrofagos y la produccion de anti-
cuerpos por los linfocitos B. Asimismo, se generaran los
linfocitos T y B de memoria (Flingai et al. 2013). Sera
necesario realizar estudios similares sobre el plasmido
pTiLV-4.

Se recomienda evaluar la inmunogenicidad, la es-
pecificidad y la eficacia de esta vacuna, i.e. probar que
las tilapias vacunadas logren generar los anticuerpos
adecuados de forma perdurable. Finalmente, seria
muy acertado realizar andlisis comparativos con otras
secuencias proteicas de TiLV aislados de varios paises
para la creacion de una vacuna universal.
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