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I. Introduccion y Marco Teodrico

1.1 Introduccion

La acuicultura se ha convertido a nivel mundial en una de las industrias mas importantes para la
seguridad alimentaria. Segun los datos reportadas por la FAO en 2018, los crustaceos de cultivo
representan el 11% del volumen total de la produccién acuicola. Siendo Penaeus vannamei la
especie mads cultivada en una industria, valorada en aproximadamente 30 mil millones de ddlares
USD. Por lo general los cultivos de camardn se realizan con altas densidades, en busca de su
intensificacién, aunado a la movilizacién de larvas y de reproductores entre los diversos
laboratorios y granjas de cultivo de camardn, ha propiciado la diseminaciéon de éste y otros
patégenos (Millard et al., 2021). Se estima que el 40% de la produccién de camarén (> $ 3 mil
millones) se pierde anualmente, principalmente debido a patdgenos virales (Stentiford et al.,
2012). Es importante sefialar que el porcentaje de pérdidas debido a la presencia de patogenos
virales es tres veces mayor que las pérdidas a causa de enfermedades bacterianas (Flegel, 2012;

Millard et al., 2021).

El virus del sindrome de la mancha Blanca (WSSV, por sus siglas en inglés) es un patégeno que
desde su diseminacién, a mediados de los 90°s en diversos paises de América (Escobedo-Bonilla et
al., 2008; Lightner, 2011), ha causado grandes pérdidas econdmicas (Stentiford, 2012; Lightner et
al., 2012) . Su alta virulencia, rapida propagacion (3 a 10 dias) y alta mortandad (90% al 100%), ha
impactado a todos los paises productores de camardn. El WSSV se puede transmitir a través de
rutas horizontales y verticales (Lo et al., 1997; Soto y Lotz, 2001). Las rutas horizontales incluyen la
alimentacion oral de tejidos de organismos infectados o alimentos contaminados por el tracto
digestivo, exposicién directa de las branquias a particulas de virus; las rutas verticales se refieren

principalmente a la infeccidn via transovarica (Lo et al., 1997; Soto y Lotz, 2001).

El WSSV es un virus de ADN de doble cadena (dsDNA) con un genoma de aproximadamente 300
mil pares de bases (kbp)(Yang et al.,, 2001), catalogado como virus gigante (Filee y Chandler,

2008). Filogenéticamente, el WSSV difiere de todos los demas grandes virus de dsDNA en



invertebrados (Lo et al., 2012) asignado como Unico miembro del género Whispoviurs en la familia
Nimaviridae (Vlak et al., 2005). Las particulas de WSSV se caracterizan por su forma ovoide a
baciliforme (Lo et al., 2012), asi como también, por la presencia de un filamento en el extremo del
virion, denominado “nima” (Williams et al., 2016), cuenta con seis principales proteinas
estructurales: VP15 y VP664 en la nucleocdpside, VP24 y VP26 en el tegumento, mientras que
VP19 y VP28 forman parte de la envoltura, donde los nimeros se refieren a la masa de cada
proteina (van Hulten et al.,, 2000; van Hulten et al., 2001b; van Hulten et al., 2002; Tsai et al.,
2006).
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Figura 1. Morfologia de los viriones del virus de la mancha blanca. (lzquierda) estructura de un
virién tipico de Whispovirus utilizando una seccién cortada para mostrar la ubicacion de las
proteinas principales. (Imagen central y derecha) Micrografias electrdnicas de contraste negativo
de los viriones del WSSV), las barras representan 100 nm. (Tomado y modificado de Wang et al.,
2019).

Los camarones carecen de sistema inmune adaptativo (dificultando el desarrollo de vacunas en el
concepto clasico de la palabra), sin embargo, cuentan con mecanismos de respuesta innata que
los protege contra patdgenos (Flegel and Sritunyalucksana, 2011). En este contexto surge la
necesidad de entender y estudiar el sistema inmunolégico de los camarones, en conjunto con los
mecanismos de defensa del camardn y de proteccién utilizados en produccidn para combatir
infecciones virales. El silenciamiento del ARNm endégeno homdélogo a través de mecanismos de
ARN de interferencia (ARNi) se perfila como una herramienta eficaz para combatir enfermedades
virales del camardn. La activacidn de respuestas antivirales de ARNi mediante la administracién de
ARN exdgeno de doble cadena (dsRNA) especifico para los genes de la proteina de la capside viral
ha producido una proteccién considerable contra las infecciones virales (Mejia-Ruiz et al., 2011;

Nilsen et al., 2017).



Las proteinas estructurales de WSSV como VP28 y VP26 estan involucradas en la entrada del virus
(Van Hulten et al., 2001; Tang et al., 2007; Youtong et al., 2011). A partir de los resultados del
estudio realizado por Chang et al. (2010) y con las interacciones previamente establecidas, se
sentaron los principios de la relacion entre las distintas proteinas de WSSV en el que VP24 actua
como una proteina central que se asocia directamente con VP26, VP28, VP38A, VP51A y WSV010
para conformar un complejo proteico asociado a la membrana. VP19 y VP37 se unen a este
complejo mediante asociacién con VP51A y VP28, respectivamente. A través de la interaccion
VP26-VP51C, este complejo de envoltura se ancla a la nucleocdpside, que esta formada por capas
de anillos formados por VP664. La proteina VP28 y VP26 son de las mas abundantes de Ia
envoltura del virus de WSSV (Tang et al., 2007). Dicha proteina es crucial durante la etapa inicial
de la infeccidn, siendo capaz de unirse a los receptores de las células huésped permitiendo Ila
entrada del virus al citoplasma para iniciar el proceso infectivo (Yi et al., 2004). Se ha demostrado
que el dsRNA VP28 puede ser un tratamiento potencial para conferir proteccién a los camarones y

combatir la infeccion por WSSV (Chandrika y Puthiyedathu, 2021).
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Figura 2. Modelo del mecanismo de accion de RNA de interferencia. (Tomado y modificado de
Wasi, 2003).



El sistema de ARNi es un mecanismo postrancripcional mediante el cual una molécula de dsRNA
es introducida a la célula, se basa en el corte de RNA de doble cadena (dsRNA) por la enzima
DICER en fragmentos mds pequefios de entre 21 a 23 nucleétidos de longitud. Esta enzima corta al
dsRNA, generando dos tipos de RNAs: pequefios RNAs de interferencia (siRNAs) y micro RNAs
(miRNAs). La interaccion de miRNA en el mecanismo de interferencia se traduce en la inhibicion
de la transcripcion, mientras que siRNA es entregado por DICER a un complejo de silenciamiento
inducido por RNA (RISC, por sus siglas en inglés RNA induced silencing complex) que utiliza la
cadena anti-sentido del siRNA para unirse y actia degradando el RNAm, por tanto, silenciando el
gen de interés (Wasi, 2003). Este es un mecanismo protector innato de hospederos eucariotas

contra infecciones virales (Chandrika y Puthiyedathu, 2021).

Una de las primeras evidencias de la existencia de un sistema de defensa antiviral especifica en
camarones, mediante la activacion del sistema de interferencia (RNAi) fue demostrada por
Robalino et al. (2005) en organismos P. Vannamei. Respecto a este tipo de tratamientos es
importante considerar que la activacién del sistema de interferencia (RNAi) depende de la entrada
del dsRNA en la célula de P. vannamei y por lo tanto se debe garantizar que, por via oral, estos
RNA sean entregados en los érganos diana sin ser degradados. Aunque el dsRNA puede ser
utilizado sin un adyuvante, su eficacia de proteccién se ha mejorado con el uso de sistemas de
administracion mediante nanoparticulas de quitosano (Sarathi et al., 2008) y liposomas catidnicos
(Apiratikul et al., 2013; Sanitt et al., 2016), que interactian con las membranas celulares a través

de sus cargas positivas externas.

Particularmente, el quitosano cuenta con diversas caracteristicas que lo convierten en un material
ideal para la construccidon de nanoparticulas de uso terapéutico (Croisier y Jérédme, 2013). Es un
polisacarido biodegradable natural extraido del exoesqueleto de crustaceos (Croisier y JérGme,
2013; Ufaz et al., 2018), y se ha demostrado que no es toxico en animales de experimentacion
(Rao y Sharma, 1997), ni en humanos. Ademas, se ha evidenciado que este polimero se une
eficazmente al ADN en solucién salina o de acido acético y protege parcialmente el ADN de la
degradacién por nucleasas (Richardson et al.,, 1999). Las nanoparticulas de quitosano son

particulas solidas coloidales con un tamano entre 1 y 1000 nm, con propiedades fisicoquimicas



interesantes en relacidn a tamafio, estabilidad, adsorcidn, alta reactividad y facilidad de alcanzar
los tejidos u 6rganos diana (Carmona et al., 2018). Ufaz et al. (2018), utilizaron nanoparticulas de
quitosano modificadas para transportar anti-Rab 7 y anti-Rab VP28 con la finalidad de evaluar la
capacidad para regular negativamente la expresién génica, concluyendo que existe una proteccion

significativa contra la infeccidn viral causada por WSSV en P. vannamei.

Recientemente se han utilizado nanocontenedores modificables y ensamblados de forma
controlable derivados de proteinas de la capside viral llamadas particulas similares a virus (VLP,
por sus siglas en inglés). Este tipo de particulas imitan la estructura general de un viridn nativo,
pero carecen de los materiales gendmicos para su replicacidn y se han utilizado para encapsidar
dsRNA vy silenciar genes especificos del virus de la mancha blanca, como por ejemplo VP28

(Itsathitphaisarn et al., 2017).

Estudios realizados, revelaron que las VLP de Macrobrachium rosenbergii nodavirus (MrNV)
encapsulando la proteina (VP28) de la envoltura del virus de la mancha blanca, pueden detener las
infecciones causadas por WSSV cuando se administran mediante inyeccidn intramuscular (IM) en
camarones infectados (Jariyapong et al., 2014). Por otra parte, en un estudio reciente se utilizd
como nanocontendor de dsARN de interferencia sintetizado a partir de la proteina VP28 del
WSSV, VLPs derivadas del virus del moteado clordtico del caupi (CCMV) para combatir el WSSV,
reportando supervivencias del 100% de los camarones que recibieron la terapia antiviral mediante
inyeccién IM y 40% de supervivencia administrando por via oral el tratamiento adherido al

alimento pelletizado con el aglutinante Dry Oil (Ramos-Carrefio et al., 2021).

A diferencia de las cdpsides provenientes de virus que infectan animales, el uso de virus de
plantas, tiene como atributos adicionales la biocompatibilidad y la falta de actividad patégena en
humanos y animales, convirtiéndose en una de las mejores opciones para encapsidar compuestos
bioldgicos (Srtugala et al.,, 2021; Zhang et al., 2018; Ramos-Carrefio et al., 2021). El virus del
mosaico del Bromo (BMV) es uno de los virus vegetales mds estudiados, su genoma esta
compuesto por RNA monocatenario y viriones esféricos sin envoltura, su tamafio es de

aproximadamente 28 nm dependiendo de las condiciones circundantes, y muestra una simetria



icosaédrica T=3 (Lucas et al.,, 2002; Srtugala et al., 2021). En 2019 se realiz6 un estudio para
evaluar la internalizacion de siRNA contra el oncogén Aktl en VLPs de BMV y CCMV, demostrando
que la eficiencia de confinamiento de siRNA en VLPs de BMV es 10 veces mayor que lo reportado

para VLPs de CCMV (Nufiez-Rivera et al., 2020).

En este estudio utilizamos nanoparticulas elaboradas a base de quitosano y VLPs procedentes del
virus del mosaico del bromo (BMV, por sus siglas en inglés), conteniendo dsRNA dirigido contra el

gen VP28 e inhibir la replicacion del virus de la mancha blanca (WSSV) en P. Vannamei.

1.2 Hipotesis

Al suministrar los tratamientos antivirales, via oral incorporados al alimento en los
nanocontendores a base de quitosano y las particulas similares a un virus (VLPs) de BMV, se

obtiene una sobrevivencia mayor o igual al 60% respecto a los camarones infectados con WSSV.



1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general

Evaluar la proteccion de nanocontenedores de dsRNA elaborados a partir de Particulas similares a
virus (VLP) y nanoparticulas de quitosano, suministrados via oral en el alimento (pellet) para
combatir la infeccién ocasionada por el virus de la mancha blanca (WSSV), mediante el

silenciamiento génico de VP28 en juveniles de camardn blanco del Pacifico (Penaeus vannamei).

1.3.2 Objetivos particulares

1. Elaborar nanocontenedores, VLPs derivadas del BMV (Virus del mosaico del Bromo) vy
nanoparticulas de quitosano para encapsidar dsRNAvp28 e incorporarlo en el alimento

tipo pellet.

2. Evaluar la eficacia de los nanocontenedores de dsRNAVP28 y su funcionamiento como
tratamiento contra el WSSV administrado via oral en el alimento (pellets), mezclado y/o

adherido en la cubierta del pellet, mediante la realizacién de bioensayos.

3. Comparar el efecto de las VLP-dsRNAVP28 y NPQ del tiempo de sobrevivencia y la carga

viral en camarones desafiados con WSSV.

4. Demostrar la capacidad protectora de ambos tratamientos a nivel tisular, mediante

analisis histoldgico.

5. Identificar el nanocontenedor que ofrezca la mayor ventaja en la entrega del tratamiento
anti-WSSV, mediante el analisis de los resultados de sobrevivencia final, carga viral e

histologia.



Il. Materiales y Métodos

Este trabajo se divide en 5 apartados principales:

1. Obtencién y mantenimiento de los organismos.

2. Elaboracion de nanocontendores de dsRNAvp28 e incorporacién de los tratamientos para

suministrar via oral.

3. Desarrollo de los bioensayos, se describen los sistemas utilizados, el mantenimiento de los
juveniles, asi como también, la preparacion de los distintos indculos virales, el suministro

de los diferentes tratamientos, la colecta y almacenamiento de los organismos.

4. Analisis molecular, se encuentran descritas las técnicas moleculares utilizadas desde la

extraccidon de ADN hasta la metodologia para evaluaciéon de la carga viral.

5. Analisis histolégico de hepatopdncreas en organismos P. vannamei desafiados con WSSV.

2.1 Obtencién y mantenimiento de los organismos

Las post-larvas (PL's) de camardn (peso promedio 0.6 gramos) para la realizacién de los dos
bioensayos fueron proporcionadas por el Dr. Mario Galaviz (procedentes del Laboratorio
SAHIMAR, El Rosario, Sinaloa), los organismos se transportaron del invernadero de Biotecnologia
de crustdceos de la Facultad de Ciencias Marinas al Laboratorio de Patologia Experimental
Acuicola (LPEA) en cubetas de 20 L con agua de mar a33 ppm y 25 °C, colocdndolos para su
aclimatacién en estanques circulares de 2,500 L con agua de mar previamente filtrada mediante
un filtro de arena, 3 cartuchos en serie de 10 um, 5 pum y 5 um, con aeracién. Los pardmetros
fisicoquimicos se mantuvieron constantes: oxigeno >5 mg/L, pH 7.8 + 0.3 y temperatura 26.5 °C
+1.5 °C. Para alcanzar una temperatura de 28 °C, fue necesario incrementar la temperatura 1 °C

por dia durante 3 dias y la salinidad se mantuvo en 33 ppm durante toda la etapa de aclimatacién.

Las post-larvas de aproximadamente 0.6 gramos, se alimentaron con pellets elaborados en el
Laboratorio de Nutricidn Acuicola del Instituto de Investigaciones Oceanoldgicas (I10), de acuerdo
con las proporciones sefaladas en la Tabla 1, suministrando el 5% de la biomasa del peso
promedio de los organismos, dividido en dos raciones por dia. Dichas PL’s se mantuvieron hasta

alcanzar la etapa juvenil para realizar los bioensayos.



2.2 Elaboraciéon de Nanocontenedores de dsRNA e incorporacion de los tratamientos
para suministrar via oral

2.2.1 Particulas similares a un virus (VLPs o Virus Like Particles en inglés)

El proceso para la elaboracion de las VLPs consta de dos etapas principales: a) produccion y
purificacién del virus del Mosaico del Bromo (BMV) b) Sintesis y didlisis de las particulas (VLPs). La
produccién y purificacion del virus fueron realizados en las instalaciones del CNyN-UNAM por el
Dr. Alfredo Nuiiez. A partir de los extractos de virus, se realizd la sintesis y didlisis en el
Laboratorio de Ecologia Molecular de la FCM-UABC de acuerdo con el protocolo estandar (Nufiez-
Rivera et al., 2020). Se utilizé6 dsRNA de VP28 (dsRNAvp28), basado en la secuencia VP28 de WSSV
(GenBank: EU931451.1) (Ramos-Paredes et al., 2011). El dsRNAvp28 se adquirié en empresa
AgroRNA / Genolution (Corea del Sur).

2.2.1.1 Produccion y Purificacion del BMV

El BMV se obtuvo a partir de la inoculacidon de plantas de cebada con el virus, para ello fue
necesario realizar la siembra de cebada (aprox. 10 semillas /maceta), utilizando tierra enriquecida
con fertilizante. Una vez germinada la planta, se dafié mediante una ligera abrasidon mecanica para
realizar la infeccion con el virus, usando el buffer de inoculacion (fosfato de sodio 0.01 M, pH 6y
0.01 M cloruro de magnesio) conteniendo 0.1 ug/ulL de suspensidén de virus nativo. Después de
que las plantas mostraron sintomas de infeccion (clorosis), las hojas se colectaron, y se molieron
en una licuadora en buffer de extraccion de virus (acetato de sodio 0.5 M y acetato de magnesio
0.08 M, pH 4.5). La mezcla se filtr6 a través de una gasa y luego se afiadié 1 volumen de
cloroformo y se mantuvo en agitaciéon a 4°C durante 4 horas. Para recuperar la fase acuosa, la
mezcla se centrifugd a 10,000 rpm durante 15 minutos a 4°C. La fase acuosa se mantuvo bajo
agitacién durante 2 horas y se colocé en un colchdn de sacarosa al 10%, para separar la fraccion
de proteina. El colchdn se ultracentrifugd a 30,000 rpm durante 120 min. El sedimento formado se
resuspendio en buffer de suspensidn de virus y el virus se ultrapurificd usando un gradiente de 5-
40% de sacarosa, y se ultracentrifugd a 30,000 rpm a 4°C durante 120 min. Finalmente, los virus

purificados se almacenaron a -80°C (Nufiez-Rivera et al., 2020).



La proteina de la capside fue purificada a partir del desensamble de los virus (BMV), a una
concentracién elevada de sales y un pH mayor a 7. El buffer de desensamble (0.5 M CaCl,, 0.05 M
Tris—HCIl pH 7.5, 1 mM EDTA, 1mM DTT, 0.5 mM PMSF) permite el desensamble del virus. Al
contener iones de calcio el buffer, permite que el RNA se una al Ca,+, promoviendo su
precipitacién, y facilitando su remocién mediante ultracentrifugacién. La solucién de virus
purificado se colocé en una membrana de didlisis de celulosa previamente esterilizada, con un
tamaio de poro de 8,000 a 12,000 Da, en buffer de desensamble por 24 h a 4°C, con agitacién
lenta. La soluciéon de virus purificado se colocé en una membrana de didlisis de celulosa
previamente esterilizada (tamafio de poro de 8,000 a 12,000 Da), en buffer de desensamble en
durante 24 h a 4°C, con agitacion lenta. Una vez transcurrido este tiempo se retiré la solucién de la
membrana de didlisis y se colocé dentro de un tubo ultra claro de ultracentrifuga. El volumen final
de la solucién en el tubo fue de 1.2 mL. Se centrifugd a 29,0420 x g por un periodo de 126 min a 4
°C en un rotor 90 Ti en la ultracentrifuga Beckman XPN100. Inmediatamente finalizada la
ultracentrifugacién se extrajo la solucién en fracciones de 300 pL, de arriba hacia abajo, cuidando
de no perturbar la solucién, y se mantuvo a 4°C. Después se midié la pureza y la concentracion de
cada fraccion en un espectrofotometro UV-Vis (modelo Nanodrop marca Thermo Scientific),
manteniéndolo a 4 °C, y desechando aquellas fracciones que no tenian la pureza minima de 99.5%,
es decir, la relacién obtenida de las absorbancias en los puntos caracteristicos de la proteina y los
acidos nucleicos (A280/A260) debe ser igual o mayor a 1.5. Las fracciones con una pureza igual o
mayor a 1.5 y con A280 mayor a 0.08 se mezclaron para posteriormente dializarse 12 h en buffer
de proteina (1 M NaCl, 0.02M Tris—HCI pH 7.2, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 1 mM PMSF). Finalmente

se midié la concentracion y pureza de la proteina, y se almacend a 4°C (Nuiez-Rivera et al., 2020).

2.2.2.2 Sintesis y didlisis

Las VLPs del BMV se sintetizaron utilizando una relacion de masa de 1:7 (dsRNA:CP), para ello se
mezclaron la proteina de la capside desensamblada y el dsRNAVP28 (2,177 uL de CP + 250 ulL
dsRNA-VP28 + 9,239.5 ulL de Buffer = 11,666.5 ul), dando como resultado 2 alicuotas de un
volumen final de 23,333 mL. Dicho volumen se colocé y distribuyd en membranas de didlisis, las
cuales fueron acomodadas en un recipiente con 5 L de Buffer de ensamble (NaCl 50 mM, KCI 10

mM, MgCl, 5 mM, DTT 1 mM, Tris-HClI 50 mM, pH 7.2). Al finalizar, el contenedor (Buffer +
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membranas) se colocaron sobre una plancha de agitacion magnética a 4°C por 24 horas. Se
prepararon 5 L de Buffer de acidificacion (50 mM acetato de sodio, 8 mM acetato de magnesio, pH
4,5), filtrado previamente por 0.2 um. Posteriormente se decantd el buffer de ensamble y se
anadieron en el mismo recipiente que contenia las membranas, los 5 L del buffer de acidificacidn.
El contenedor (Buffer + membranas) fue colocado sobre una plancha de agitacion magnética a 4°C
por 12 horas ( Nufiez-Rivera et al., 2020). Finalmente se colectd con especial cuidado el contenido
de cada membrana en un tubo Falcén de 50 mL y se cuantificé la concentracién de dsRNA en

Nanodrop, obteniendo VLPs a una concentracion de 77.3 ng/ul.

2.2.2 Nanoparticulas de Quitosano (NPQ)

Para la elaboracién de las nanoparticulas de quitosano se realizé un procedimiento de gelacidon
idnica (Calvo et al., 1997), la cual estd basada en las interacciones idnicas entre los grupos aminos
cargados positivamente del quitosano y los grupos cargados negativamente de un polianién, en
este caso el tripolifosfato de sodio (TPP), siendo el agente idnico reticulador mds ampliamente
utilizado, debido a su capacidad de gelificar de manera rapida y a la ausencia de un efecto téxico

(Calvo et al., 1997; De Moura et al., 2009., Carmona et al., 2018).

Con base en lo anterior y siguiendo el principio del modelo de Poseiddn disefiado por Booeshaghi
et al.,, (2019), el cual originalmente es un sistema controlado de goteo automatico, que cuenta con
un microscopio para examinar el dispositivo de microfluidica durante su operacién. En este
trabajo se utilizé una jeringa de insulina haciendo el goteo de forma manual, con la finalidad de
una alternativa al modelo. Esencialmente el procedimiento se divide en dos partes: A) Preparacion

de la solucién de quitosano; B) sintesis de las nanoparticulas.

2.2.2.1 Solucidn de Quitosano y sintesis de nanoparticulas.

Para la elaboracion de la soluciéon de quitosano se realizé una disolucidén de quitosano (300 mL)
0.25% (w/v) en 2% (v/v) de acido acético en agua grado molecular y se dejé en agitacién por 25
horas. La solucién fue centrifugada a 8,000 x g durante 15 minutos a 4 °C, recuperando el
sobrenadante, el cual se centrifugd a 11,000 x g durante 20 minutos a 4 °C. El pH se ajusté a 4.5

con NaOH, filtrando la solucién obtenida al vacio con 4 filtros Whatman en serie (11, 6, 1.2 y 0.45
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um). Finalmente, la solucién fue refrigerada hasta realizar la sintesis de las nanoparticulas. Para la
sintesis de las Nanoparticulas de Quitosano (NPQ) se afiadieron 5 mL de esta solucion de
quitosano en un vaso de precipitado de 50 mL, manteniendo la solucién sobre una plancha
magnética en agitacidon constante por 10 minutos. Con ayuda de una jeringa de insulina, se
afiadieron por goteo en la solucién anterior 400 uL como volumen final correspondiente a 118.5
uL de dsRNA a una concentracién de 2 ug/ulL, diluido en 281.5 uL de agua MiliQ, manteniendo en
agitacién por 15 minutos. Durante ese tiempo se elabord una solucién de Tripolifosfato de sodio
(TTP) al 0.25 % (w/v) y se agregd 1 mL de TTP por goteo (a la solucién de quitosano) con una
jeringa nueva, quedando en agitacidon durante una hora. Transcurrido el tiempo se afiadieron 200
uL de glutaraldehido al 2.5% y se mantuvo en agitacidon una hora. Se centrifugd a 2,600 x g por 30
minutos a 4 °C (en una centrifuga BECKMAN COULTER, ALLEGRA™25) y se colectd el
sobrenadante, centrifugdndolo a 16,000 x g durante 1 hora a 4 °C. Todo el procedimiento a
excepcion de la centrifugacion se realizé a temperatura ambiente (24°C). Se obtuvieron 1,950 ulL
de nanoparticulas de quitosano a una concentracidon de 55.12 ng/ulL, resultando en un 45% de

eficiencia de encapsulacién.

2.2.3 Elaboracion e incorporacién de los nanocontenedores de dsRNAvp28 mezclados en
el alimento

El alimento (pellets) para los camarones se elaboré de forma manual , esto con la finalidad de
evitar procesos que sometieran a presidn o calentamiento el tratamiento de dsRNAVP28
encapsidado en los nanocontenedores. El procedimiento consistié en mezclar perfectamente los
macronutrientes (ver Tabla 1), después se mezclaron los micronutrientes con los macronutrientes
hasta conseguir uniformidad en los ingredientes. Se mezclé en un recipiente independiente
30.19% fécula de maiz (maicena) en agua tibia (por cada gramo de maicena se agregaron =1.2 mL
de agua), posteriormente se calentd en el microondas hasta formar una pasta esponjosa para su
completa gelatinizacién. Una vez elaborada la pasta, se afadié al recipiente de los macro vy
micronutrientes, mezclando hasta conseguir homogeneidad. Posteriormente se anadié aceite de
pescado y soya en una proporcién de 2%, todos los ingredientes se mezclaron hasta conseguir una
masa homogénea. Para concretar la elaboraciéon de la masa, se agregaron 6.5 mL de VLPs-

dsRNAvp28 a una concentracidén de 77.3 ng/uL en un tubo Falcén que contenia un 2% extra de
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aceite de pescado, lo anterior con la finalidad de conseguir que los nanocontenedores fuesen
distribuidos e incorporados homogéneamente en la masa. Una vez obtenida la masa se colocd en
una bolsa plastica con un orificio (simulando una manga pastelera), para proceder a verter el
contenido en una jeringa de 3 mL. Se retiré la aguja y con ayuda del embolo se elaboraron tiras de
masa, las cuales se colocaron sobre aluminio. Se dejaron secar por 15 minutos a temperatura
ambiente, cortando las tiras en fragmentos de = 0.5 mm de longitud. Los pellets se dejaron secar
por 24 horas. Por ultimo se prepard una solucién de gelatina al 2%, colocando 1 mL de ésta por
aspersion sobre 20 gramos pellets y se dejaron secar por 12 horas(todo el procedimiento de

secado se realizé a temperatura ambiente).

El mismo procedimiento se realiza para elaborar los tratamientos con nanoparticulas de quitosano
(NPQ), la unica variable es que el paso donde se agregaron los VLPs-dsRNAvp28, se incorporaron
las NPQ. Se agregaron 1.9 mL de NPQ a una concentracidn 55.12 ng/ul para el bioensayo 1y la

concentracion de las NPQ para el bioensayo 2 fue de 31.1 ng/ulL.

2.2.4 Elaboracién de la dieta e incorporacidon de los nanocontenedores de dsRNAvp28
adheridos en la cubierta del alimento

La preparacion de este alimento consintid en la incorporacién de los VLPs-dsRNAvp28 en forma de
cubierta sobre el pellet previamente preparado, a continuacién, se describe el procedimiento para

su manufacturacion.

En primera instancia se mezclaron perfectamente los macronutrientes (ver Tabla 1), después se
procedié a mezclar los micronutrientes y macronutrientes hasta conseguir la uniformidad de los
ingredientes. Se mezclé en un recipiente independiente 30.19% de fécula de maiz (maicena) en
agua tibia (por cada gramo de maicena se agregaron =1.2 mL de agua), posteriormente se calenté
en el microondas hasta formar una pasta esponjosa. Una vez elaborada la pasta, se afadié al
recipiente de los macro y micronutrientes mezclando hasta conseguir homogeneidad. A
continuacién, se anadieron aceite de pescado y soya en una proporcion del 2%, todos los
ingredientes se mezclaron hasta conseguir una masa homogénea. Dicha masa se colocd en una
bolsa plastica con un orificio (simulando una manga pastelera), para proceder a verter el

contenido en una jeringa de 3 mL. Se retiré la aguja y con ayuda del embolo se elaboraron tiras de

13



masa, las cuales se colocaron sobre un aluminio. Se dejaron secar por 15 minutos a temperatura
ambiente y se procedid a cortar las tiras en fragmentos de = 0.5 mm de longitud. A continuacion,
se mezclaron los 6.5 mL VLPs-dsRNAvp28 a una concentracidn de 77.3 ng/ulL en 2% de aceite de
pescado y se rociaron con ayuda de un aspersor sobre los pellets previamente cortados. Se
dejaron secar por 24 horas a temperatura ambiente. Se prepard una solucién de gelatina al 2%,
colocando 1 mL de ésta por aspersidn sobre 20 gramos pellets y se dejaron secar a temperatura

ambiente durante 12 horas.

Tabla 1. Ingredientes de la dieta preparada para los diversos tratamientos (comunicacion
personal Viana — Castrillon 2020).

Ingrediente Porcentaje Tipo de Nutriente
Harina de Soya 15 Macronutrientes
Harina de Ave 20
Harina de Pescado 12
Gluten 8
Aceite de Soya 2 Otros
Aceite de Pescado 2
Maicena 30.19
Gelatina 6
Rovimix (mezcla de vitaminas y 2 Micronutrientes
minerales)
Stay C 0.07
Colesterol 0.5
DHA NATUR al 24% 1
Benzoato de sodio 0.23
BHT 0.01
Fosfolipidos 1
TOTAL 100
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2.3 Desarrollo de los bioensayos

2.3.1 Preparacion del Inéculo Viral e infeccion intramuscular (IM)

El indculo viral se activd a partir de organismos infectados con un aislado de WSSV-Son 2008
PRJEB44096 (ERP128102) recuperados en estado moribundo y congelados a -80 °C. La preparacion
de todos los indculos virales utilizados para el desarrollo de los distintos experimentos se realizé
de acuerdo con la metodologia de Prior et al. (2003). El procedimiento consistio en homogenizar
100 mg de branquias de 3 camarones positivos al WSSV en 900 pL de buffer TN (20 mM de Tris-
HCI, 400 mM de NaCl, pH 7.4). Para posteriormente centrifugar el homogenizado a 1800 y 3000 x
g durante 20 min cada vez a 4 °C. Enseguida se recupero el sobrenadante con una jeringa de 3 mL
sin extraer los restos del fondo, se colecté en un tubo nuevo que contenia 500 plL de buffer TN vy
se filtrd la solucidon a través de una membrana de 0.45 um (VWR®, Europe). Una vez obtenido el
inéculo (dilucion 1:1 p/v en buffer TN) , se inyect6 20 pL en el quinto segmento abdominal de cada
organismo sometido al desafio con el WSSV. Este mismo procedimiento se realizd para obtener el
control negativo libre de WSSV, con la diferencia de que el tejido utilizado provenia de camarones

no infectados con el virus.

2.3.2 Infeccién Per os

Para realizar la infeccién Per os fue necesario realizar la activacién del inéculo y desafiar
previamente con WSSV via intramuscular (IM) a un grupo de camarones (n=21 ) libres de mancha
blanca. Del grupo de camarones infectados, se seleccionaron aquellos colectados en estado
moribundo, retirando el telson y el cefalotérax de cada organismo para obtener Unicamente el
musculo del segmento abdominal. Los segmentos se cortaron en fragmentos pequefios y se
mezclaron para repartir a cada camardén como alimento el 3% de su biomasa con el tejido
infectado. Este mismo procedimiento se realizé para obtener el control negativo libre de WSSV,

con la diferencia de que el tejido utilizado provenia de camarones no infectados.
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2.3.3 Descripcion de los sistemas para realizar los bioensayos

Los organismos juveniles fueron ingresados al LPEA de la Facultad de Ciencias Marinas, el cual se
encuentra dividido en dos zonas: una zona control, dénde se realizaron los bioensayos con los
organismos libres de WSSV y la zona de infeccién, en el cual se trabajé con los organismos
desafiados con WSSV. Ambas zonas cuentan con seis sistemas de recirculacidon, cada sistema
consta de un reservorio (55 L) para colectar el agua de 9 acuarios de vidrio con capacidad de 12 L
cada uno, equipados con sistema de aireacion, bombas de agua sumergibles (LIFEGARD, Quiet
One 4000) y calentadores de titanio (Titanium Heater HMO-200, JSK Merchandising, Inc.,
Countryside, Illinois) para mantener la temperatura. Con la finalidad de conservar una buena
calidad en el agua las heces y el alimento fueron removidos cada 2 dia por sifoneo. Todos los
materiales, utensilios y agua pasaron por un proceso de desinfeccién con hipoclorito de calcio
granulado a 1600 pmm, neutralizado con 3 partes de tiosulfato de Sodio. Todo residuo en
contacto con material biolégico infeccioso fue esterilizado en autoclave (Mod. Stmel, Market

Forge Ind. Inc. NY).

2.3.4 Desarrollo experimental Bioensayo 1

Una vez listos los sistemas y reactivado el aislado del virus se procedidé a realizar el primer
bioensayo, para el cual se utilizaron dos grupos de camarones como control positivo: un grupo
(n=21 dividido en 3 repeticiones) desafiado via intramuscular como se describid en la seccién 2.3.1
(WSSV IM) y un grupo infectado de manera Per os como se explicé previamente (seccién 2.3.2), un
control negativo (C-) organismos libres de WSSV inyectados con una solucién TN libre de virus y 8
grupos (n= 21) de organismos desafiados con WSSV via Per os a los cuales se les suministro los
distintos tratamientos anti-WSSV: dsRNAVP28 libre, VLP-dsRNAvp28 y nanoparticulas de
quitosano conteniendo dsRNAVP28, probados en distintos tiempos pre infeccion, simultaneo al
desafio y post infeccién (ver figura 3). Los organismos que recibieron como terapia antiviral
VLPsdsRNAvp28 mezcladas en el alimento (seccién 2.2.3). Los tratamientos via oral fueron
suministrados 6.0 pg/camardn/dia en dos raciones de 3 ug para el caso de las VLPs, mientras que
a los organismos que recibieron como terapia anti WSSV nanoparticulas de quitosano
conteniendo dsRNAvp28, la dosis utilizada fue de 3 pg/camardn/dia suministrado en dos raciones
de 1.5 pg. Los parametros fisicoquimicos se mantuvieron constantes: oxigeno >5 mg/L, pH 7.8

0.3, temperatura 28.0 £ 0.5 °C y una salinidad de 33 ppm.

16



WSSV

Bioensayo 1 Temperatura: 28°C Bioensayo 2
pH:7.5%£ 0.5
Juveniles 5g Oxigeno:5a 6 mg/L
p 4 Dosis dsRNA VLP’s=6 pg Juveniles 7g
rMer s 104% Per-os
$=33 psu ‘ 5=15 psu

Duracién: 21 dias (500 hpi) Duracién: 30 dias (720 hpi)
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—

Figura 3. Descripcidn grafica del disefio experimental. En el recuadro anaranjado se sefialan los
pardmetros que compartieron ambos bioensayos, en rojo la salinidad fue el Unico parametro
fisicoquimico variable entre los bioensayos. Con una duracién de 21 dias para el primer bioensayo
y para el segundo bioensayo 30 dias de experimentacidn. La leyenda tiempo de entrega hace
referencia a las horas en que se suministré el tratamiento a los organismos infectados con WSSV,
donde las dosis suministradas antes a la infeccién tienen como simbolo < y las dosis otorgadas
después de la infeccidn con el simbolo > (Ver abreviaciones de los tratamientos y controles en la
tabla 2 de este documento).

2.3.5 Desarrollo experimental Bioensayo 2

A partir de los resultados preliminares de sobrevivencia del primer bioensayo, se eligieron
aquellos tratamientos que tuvieron una mejor respuesta, probando su eficacia en el segundo
bioensayo suministrados Pre, simultaneo y post infeccidn. Con la finalidad de simular la ruta de
infeccion mas recurrente en los sistemas de cultivo, se desafiaron via Per os (seccidn 2.3.2) ocho
grupos de organismos (n=16 dividido en 4 acuarios), un grupo se consideré como control positivo
(C+) alimentado con pellet libre de dsRNA y siete grupos mas de organismos tratados con dsRNA

VP28 via oral (ver tabla 2), utilizando una dosis de 6.0 ug/camardén en dos raciones de 3 pug para
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el caso de las VLPs, mientras que en organismos que recibieron como terapia nanoparticulas de
quitosano conteniendo dsRNAvp28, la dosis suministrada fue de 5 pg/camardn/dia en dos
raciones de 2.5 pg/camardn/racion. Independiente a estos grupos en la zona libre de WSSV se
mantuvo un control negativo (C-) individuos libres de WSSV. Los parametros fisicoquimicos se
mantuvieron constantes: oxigeno >5 mg/L, pH 7.8 + 0.3 y temperatura 28.0 = 0.5 °C. En este
bioensayo se utilizé una salinidad constante de 15 ppm, por lo cual fue necesario disminuir la

salinidad 2 ppm diariamente durante con agua de la llave y a partir del agua de mar.

2.3.6 Muestreos y almacenamiento

Los organismos muertos y moribundos fueron colectados diariamente conforme se fueron
presentando, se etiquetaron, se congelaron con nitrégeno liquido y se almacenaron a -70 °C. Cabe
mencionar que se registro la hora y fecha de colecta, asi como el estado (moribundo/muerto/vivo)

de cada individuo, para elaborar las curvas de sobrevivencia.
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Tabla 2. Abreviaturas utilizadas para los distintos tratamientos

Tratamientos Bioensayo 1

Nomenclatura

Tratamientos Bioensayo 2

Nomenclatura

Control Negativo libre de NO-WSSV-ds | Control Negativo libre de NO- WSSV

WSSV inyectado con dsRNA WSSV

Intramuscular (-)

Control Negativo Quitosano NO-WSSV-Q

Organismos libres de WSSV

VLPs mezclada en el alimento y W-VMS VLP mezclada en el alimento y W-VMS

suministrado simultaneo a la suministrado simultaneo a la

infeccién con WSSV infeccion.

dsRNA inyectado Intramuscular W-dsRNA IM | dsRNA inyectado W-dsRNA IM
Intramuscular

VLP inyectada Intramuscular W-VIM VLP inyectada Intramuscular W-VIM

VLP incorporada en la cubierta del | W-VREC POST | VLP mezclada en el alimento y W -VM POST

alimento y entregado Post suministrado Posterior a la

infeccion. infeccion.

Nanoparticulas de Quitosano W-Qs Nanoparticulas de Quitosano W-Qs

entregadas simultaneas a la entregadas simultaneas a la

infeccidn infeccidn

VLP Recubierto entregado antes | W-VREC- PRE

de la infeccidn.

Control Positivo para WSSV via [ WSSV PER OS | Control Positivo para WSSV via | WSSV PER OS

per-os per-os

dsRNA desnudo en el alimento W-ds-REC dsRNA desnudo mezclado en el W-ds-MIX

adherido en la cubierta. alimento.

VLP incorporada en la cubierta del W-VREC Nanoparticulas de quitosano W- QPOST

alimento entregado de forma mezcladas en el alimento

simultanea a la infeccidn. entregadas post infeccion.

Control Positivo WSSV inyeccidn WSSV IM

Intramuscular

V= VLPs-dsRNAVP28*, Q= Quitosano
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2.3.7 Analisis estadistico de las curvas de sobrevivencia

La proteccion contra WSSV después del suministro via oral de los tratamientos se evalué mediante
las diferencias en los niveles de mortalidad entre los tratamientos fueron analizadas utilizando la
prueba de Kaplan-Meier. Los valores probabilisticos p < 0.05 fueron considerados
estadisticamente significativos. Todos los andlisis y graficos de este trabajo fueron elaborados en

el paquete estadistico GraphPad PRISM (V. 8.4.0).

2.4 Analisis molecular

2.4.1 Extraccidon de ADN

Se seleccionaron 7 organismos muestreados de cada tratamiento durante los bioensayos 1y 2, a
los cuales les fue extraido tejido muscular para obtener ADN total por el método clasico de fenol-
cloroformo (protocolo modificado de Sambrook and Russell 2006). Especificamente el
procesamiento de las muestras consistié en tomar 50 mg de musculo del tercer segmento
abdominal de cada camarén y colocarlo en un tubo eppendorf de 1.5 mL que contenia 500 plL de
amortiguador de lisis SNET (20 mM Tris-HCI, pH 8.0; 5 mM EDTA, pH 8.0; 400 mM NacCl; 1 % SDS),
2.5 pL de Proteinasa K (20 mg/mL) y 1.5 uL de RNasa A (20 mg/mL) para posteriormente
homogenizar con un pistilo estéril. Las muestras fueron incubadas en agitacién a 57 °C durante 45
minutos y centrifugadas 5 minutos a 11,000 x g, transfiriendo el sobrenadante a un tubo
eppendorf estéril. Después se agregaron 500 pL de Fenol:Cloroformo:Alcohol isoamilico (25:24:1)
y se agitaron la muestras en un vortex por 15 s a alta velocidad. Hecho lo anterior se procedié a
centrifugar la solucién a 11,000 x g y al concluir se transfirié el sobrenadante a un tubo de
microcentrifuga limpio afiadiendo 500 pulL de Isopropanol mezclando por inversiéon 5 veces antes
de proceder a incubar durante 10 minutos a -70 °C. Nuevamente las muestras fueron
centrifugadas a 13, 250 x g durante 15 min. Se elimind el isopropanol por decantacidén y se lavé el
pellet adicionando 500 pL de etanol al 70%. Las muestras se centrifugaron por 5 minutos a 13,250
g eliminando mediante decantacién el etanol cuidando no desprender el pellet del fondo; éstos

ultimos se dejaron secar durante 20 min a temperatura ambiente en una campana de extraccién y
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re-suspendieron en 50 pL de PPi (agua grado molecular libre de fosfatos). Finalmente, las

muestras se almacenaron a -20 °C hasta su uso.

La concentracion de ADN total fue determinada por espectrofotometria en un NanoDrop Lite a
260 nm. Por otra parte, se evalué la calidad del DNA mediante electroforesis en geles de agarosa
al 1%, usando Buffer TAE 1X (0.04 M Tris—acetato, 1 mM EDTA) por 45 min, 90 V. Los geles fueron
visualizados mediante irradiacion con luz ultravioleta en un transiluminador Kodak para su

posterior revelado en imagen digital.

2.4.2 Reaccion en cadena polimerasa PCR de Punto Final

Para verificar que hubiese productos a amplificar en el gPCR, se realizé un andlisis PCR punto final
para Actina en las muestras de DNA y del gen VP28 en los casos que aplicara. En el caso del gen
VP28 (WSSV) se utilizé el kit de amplificacion GoTaq® Flexi DNA Polimerasa, en reacciones que
contenian los siguientes elementos: 10 ng de ADN, 3 mM de MgCl2, 0.4 uM dNTPs, 0.4 uM de
cada primer del gen VP28, generando un producto de 533 pb. (Valencia-Yafiez, 2010), 0.5
Unidades de GoTaq® DNA Polimerasa, 1X Buffer Green GoTag® Flexi, en un volumen final de 25
uL. El programa de amplificacién utilizado fue el siguiente: 5 min a 95 °C, 35 ciclos a 94 °C por 30
segundos, 66.5 °C por 30 seg, 1 minuto a 72 °C, 7 min a 72 °C y finalmente 10 min a 12° C para

templar los productos de la reaccion (Ramos-Carrefio et al., 2021).

Programa de amplificacion Actina: Reaccién para Actina:

1. 94°Cpor 5 min
MgCI2 - 2 uM

2. 94°Cpor 30seg,
30 ciclos 0.4 uM dNTPs

3. 55°Cpor 30 seg, 0.4 uM de cada primer del gen VP28

4. 72°Cpor1lmin 0.5 Unidades DNA Polimerasa

. 1X Buffer Green GoTaq® Flexi
5. 72°Cpor5 min

D N N N N NN

10 ng de ADN
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2.4.3 Determinacion de carga viral mediante PCR Tiempo Real (qPCR)

Para determinar la carga viral, seleccionamos siete organismos por tratamiento de ambos
bioensayos (3 camarones en estado moribundo y 4 vivos). El procedimiento del analisis gPCR se
elabord con el kit TagMan® Fast Advanced Master Mix (Applied Biosystems, USA). Cada reaccidn
de amplificacién fue preparada con una mezcla de Master Mix 1X, 0.3 uM de cada primer para el
gen VP664, 0.15 uM de sonda TagMan y 17.5 ng de ADN, en un volumen final de 20 yL (Durand y
Lightner, 2002).

La amplificacidn se efectuo utilizando el sistema de deteccion de secuencia ABI StepOnePlus v2.0
(Applied Biosystems), con el perfil térmico descrito por Durand y Lightner, 2002. El cual consiste
en la activacion de la uracil-N-glycosylase (UNG) a 50 °C por 2 minutos, seguido de 10 min a 95 °C
para activar la AmpliTaq Fast DNA Polimerasa, amplificando por 40 ciclos de 15 segundos a 95 ° C,
la colecta de datos dpticos, 1 minuto a 60 ° C, finalmente 15 min a 12° C para templar los

productos de la reaccién.

2.4.3.1 Curva estandar para cuantificacion absoluta

Para cuantificar la carga viral se utiliz6 una curva estandar elaborada a partir de la diluciéon de un
pldasmido donde fue clonado un fragmento del gen VP664 (Ramos-Carrefio et al., 2021). El rango
de concentracién de la curva fue de 3.9x10° a 3.9x10* copias.ng™. El nimero de copias del gen
VP664 de las diversas muestras se determind utilizando como referencia los valores de CT a partir
de la curva estdndar. La linea de umbral o threshold se definié de forma manual. Todas las
muestras fueron analizadas por duplicado, obteniendo el promedio + SD, expresando el resultado
en numero de copias.ng-" para lo cual se divide el nimero de copias entre los 17.5 ng de DNA

usados en la reaccioén.

2.5 Histologia

Al concluir el bioensayo 2 se colectaron dos camarones por tratamiento para su procesamiento
histolégico. El proceso consistié en fijar las muestras en solucién Davidson (330 mL de alcohol

etilico al 90%, 220 mL de Formalina al 100 %, 115 mL de acido acético glacial, 335 mL de agua

22



destilada) por perfusion, inyectando 0.1 a 10 ml de soluciéon dependiendo del tamafio del
camaron. Los sitios de inyeccion fueron la regidon lateral del hepatopancreas (HP), la regién
anterior al HP y el tercer segmento abdominal. Posteriormente los camarones fueron cortados del
primer segmento abdominal que es la unidon abdomen/cefalotérax para sumergir el organismo en
un frasco estéril que contenia fijador Davidson. Las muestras permanecieron inmersas en el fijador
por 48 horas, continuando el procedimiento con un lavado de alcohol Etilico (EtOH) al 50%
durante 24 horas, finalmente se eliminé el alcohol por decantacién y se procedié a colocar nuevo

EtOH al 50% para preservacion de las muestras hasta su uso.

Para el embebido en parafina de las muestras fue necesario realizar un corte longitudinal del
cefalotdrax, quedando expuestos el HP y el estémago. Con la finalidad de extraer las branquias se
retiraron los apéndices los cuales podrian interferir en la inclusiéon en parafina, ademas se corté
longitudinalmente el sexto segmento abdominal para dejar expuesto el tejido muscular e
intestinal. Los diferentes tejidos fueron colocados en casetes, los cuales se procesaron en un

procesador automatico (LEICA TP 1020).

Los tejidos se procesaron rutinariamente con las siguientes soluciones (en el orden que se
presentan): concentraciones ascendentes de alcohol (70, 80, 95 y 100%), agente clarificante
Xilenol y finalmente embebidos en parafina liquida a 60 °C. La duracién de la inmersién en cada
solucién fue de una hora con dos bafios separados. Una vez finalizado el proceso de
deshidratacién, se colectaron los casettes y se colocaron en parafina liquida para proceder a
retirar la tapa, colocando los casettes sobre un molde de embebido, llenando el molde y

colocandolo sobre una placa de enfriamiento (LEICA, HistoCore Arcadia C).

Los bloques fueron cortados en un micrétomo (LEICA RM 2245) con un grosor de 5 um y
montados sobre un portaobjetos, posteriormente todos los cortes fueron secados en una estufa a
40 °C durante 24 horas. Realizado lo anterior se efectud la tincidn de las muestras por el método
general de Hematoxilina — eosina y se montaron con poli-L-Lisina como se muestra en la (figura 4).
Finalmente, las laminillas se analizaron mediante microscopia éptica en un microscopio (Zeiss,

Axio Scope. Al).
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Figura 4. Descripcion grafica del procedimiento para tincién por el método Hematoxilina-Eosina (Tomado
y modificado de Megias, 2020).
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Ill. Resultados

3.1 Sintesis y caracterizacion de nanoparticulas VLPs-dsRNAvp28

En el ensayo de desplazamiento de movilidad por electroforesis (EMSA) para analisis del
ensamblaje de las VLPs-dsRNAvp28 se observé que la movilidad del dsRNAvp28 (carril 1), del virus
nativo (Carril 2) y de las VLPs-dsRNAvp28 antes de realizar la didlisis fue mayor en comparacion
con las VLPs ensambladas (carriles 4 y 5) las cuales permanecieron en el pozo, con un recorrido a
través del gel practicamente nulo, sugiriendo que el autoensamblaje se realizd de manera exitosa

(figura 5).

Figura 5. Analisis de ensamblaje de VLP-dsRNAvp28 mediante electroforesis en un gel de
agarosa al 1%. 1, dsRNAVP28 (533 pb); 2, BMV nativo; 3, capside de BMV antes del ensamble con
dsRNAvp28; 4 y 5, autoensamblaje de dsRNAVP28 con VLP de BMV. L, marcador de peso
molecular de 100 pb; VLP, Virus Like Particle; BMV, virus del mosaico del bromo.

En la figura 5 se presentan las determinaciones del tamafio del virus del mosaico del bromo (BMV)
(Figura 6A), asi como también, de las VLPs-dsRNAvp28, obtenidas mediante el analisis de
dispersion de luz dindmica (DLS). En la figura 5A se presenta el andlisis del tamafio de las
particulas del virus nativo de BMV por volumen, observando un pico a 32.11 nm donde la mayor
parte de las particulas se agrupan (93%). Los resultados de la medicidn por volumen de las VLPs-
dsRNAvp28 ensambladas (Figura 6B) arrojan una distribucion bimodal, sin embargo, en el primer
pico se agrupa el 96% de las VLPs-dsRNAvp28 con un tamafio de particula de 426 nm. El 85.2% de

las NPQ se agruparon en un tamafio de particula de 314.4 nm (Figura 5C).
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Figura 6. Analisis de dispersion de luz dinamica (DLS) por volumen para determinar el tamafio de
los nanocontenedores; A) Medicion por volumen del BMV nativo, B) medicidn por volumen de las
VLPs-dsRNAvp28, B’) imagen TEM 80 kv (barra 200 nm), C) Medicion por intensidad de las NPQ;
VLP, Virus Like Particle; BMV, virus del mosaico del bromo; NPQ, nanoparticulas de quitosano.
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3.2 Sobrevivencia de camarones desafiados con WSSV y tratados con dsRNAvp28
incorporado en el alimento.

Los camarones infectados con el WSSV mediante inyeccidon IM (tratamiento control positivo)
murieron en su totalidad a las 63.5 hpi, mientras que, los desafiados via Per os a las 158 hpi
presentaron una tasa de supervivencia del 28%, la cual se mantuvo hasta el final de este
bioensayo (Figura 7A). La mejor tasa de sobrevivencia (48%) respecto al control positivo (WSSV-
IM) se observé en el grupo de organismos que recibidé como tratamiento VLPs conteniendo
dsRNAvp28 mezcladas en el alimento administradas simultdneamente con el WSSV (W-VMS). Por
otra parte, los organismos tratados con nanoparticulas de quitosano suministradas de manera
simultanea al desafio con WSSV (W-QS) mantuvieron un 33% de supervivencia en contraste con
WSSV-IM, pero Unicamente el 5% de sobrevivencia comparado con los organismos no tratados e

infectados via Per os (WSSV Per os).
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Figura 7. Efectividad de los tratamientos anti WSSV. A) Bioensayo 1 con una duraciéon de 21 dias
(p = 0.001 y n=21). B) bioensayo 2 finalizé transcurridos 30 dias post-infeccion (p =0.008 y n=16).
La tasa de supervivencia y los valores de p se determinaron al finalizar los bioensayos. NO-WSSV,
control libre de WSSV; W-VIM, VLP Intramuscular; W-dsRNA IM, dsRNA intramuscular; W-ds-Mix,
dsRNA mezclado en el alimento; W-VMS, VLPs mezclados en el alimento; W-Per os, control
positivo via per os; W-QS, nanoparticulas de quitosano mezcladas en el alimento, W-Qpost,
nanoparticulas de quitosano en alimento suministradas post infeccion; W-VM-POST, VLPs en el
alimento suministradas post infeccidén; WSSV IM, desafio con WSSV via intramuscular.

En el segundo bioensayo (Figura 7B), Unicamente se incluyd un control positivo desafiado via per
os (WSSV- Per os), dicho grupo presentd una tasa de supervivencia del 50% al concluir el
experimento, en este caso los grupos desafiados y tratados via intramuscular con dsRNA (W-
dsRNA IM) y VLPs (W-VIM) tuvieron la mayor tasa de supervivencia con un 81 y 62 %
respectivamente. El tratamiento W-VMS presentd una supervivencia del 65 %, representando una
ganancia del 15% respecto a los organismos WSSV- Per os hasta las 480 hpi 6 20 dpi,
posteriormente a las 720 hpi 6 30 dpi la sobrevivencia este tratamiento (W-VMS) bajo al, 50% ,
igualando la sobrevivencia de los organismos positivos a WSSV. El tratamiento quitosano
suministrado post infeccién (W-QPOST) refleja una eficacia del 0% respecto al control positivo
(WSSV- Per os) utilizado en este experimento. Finalmente se observd que en ambos bioensayos la
mayor tasa de mortalidad se presentd entre las 48 y 150 hpi (2 y 6 dpi) en los diferentes

tratamientos.
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3.3 Evaluacidén de calidad de las extracciones de ADN y eficiencia de amplificacion de las
muestras para su posterior cuantificacion.

El ADN total extraido del musculo del camardn fue de buena calidad, esto se vio reflejado en los
productos de amplificacién por PCR punto final (Figura 8); Actina, exclusiva del camarén y vp28
presente en los viriones de WSSV. El gen actina (Figura 8A) amplificé en todas las muestras,
observando una sola banda a 626 pb. Para el gen vp28 (Figura 8B) se observé una sola banda a

533 pb en todas las muestras examinadas, corroborando la amplificacion de dicho gen.

C+ waQ w- WSSV WSSV w. W-ds B 350 250
ACT POST vMs Peros IM Qs REC NTC o ——— >
e 2 s e e g

WSSV |WSSV WSSV| WSSV WSSV WSSV
L

M IM  Peros IM IM  Peros NTC

1 p) 6 7
ob 3 4 5

1Kb
10,000
4,000 pb
4,000
2,500 pb 3,000

2,000
1,500 pb
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1000 pb 1000
750 pb 750
500 pb
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500
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2. JUN.21

27.MAYO.21

Figura 8. Productos de amplificacion por PCR de punto final para Actina y vp28. A) Actina (626
pb), donde el carril 1 corresponde a un control positivo para actina; carriles 2 a 4 muestras del
bioensayo 1 y los carriles 5 a 7, muestras del segundo bioensayo, 8 corresponde a un control
negativo sin muestra. B) PCR de vp28 (533 pb), donde los carriles 1 a 6 corresponden a camarones
infectados con WSSV y el carril 7 a un control negativo sin muestra. L es el marcador de peso
molecular (1kb). Electroforesis en gel de agarosa al 1%. C+ACT, Control positivo para actina; W-
QPOST, nanoparticulas de quitosano suministrado posterior al desafio con WSSV; W-VMS, VLPs
mezcladas en alimento; W-Per os, control positivo via per os; WSSV IM, desafio con WSSV via
intramuscular; W-QS, nanoparticulas de quitosano suministradas simultdaneamente al desafio; W-
dsREC, dsRNA aplicado en la cubierta del alimento y suministrado de manera simultdnea a la
infeccidn con WSSV.
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3.4 Evaluacién de carga viral y efectividad de los distintos tratamientos contra el WSSV

La curva estandar para cuantificar la carga viral del gen vp664 del WSSV presentd los siguientes

valores: ajuste de la recta 6 R” = 0.98, pendiente 6 m=-3.33 y eficiencia 6 E=99.6 % (figura 9).

40 A

39 1

38 1

37

36

35 1

34

331

32

311

30 1

Cr

29

28

27

26

25 1

24

23

22

21

20

19

10000 100000 1000000 10000000 100000000 1000000000 10000000000 100000000000 10000000
No. copias

Figura 9. Curva estandar para qPCR construida a partir de la dilucion serial 1:10 (3.7x10% a 3.7x10*

copias.ng™) del plasmido vp664. R* = 0.98, m=-3.33 y EF= 99.6 %.

En la figura 10, se presenta la amplificaciéon del gen vp664 en camarones moribundos del control
positivo WSSV Per os con un umbral de ciclo (Ct) promedio de 19 . De manera similar, los
individuos infectados con WSSV vy tratados con VLPs mezclados en el alimento e infectados con
WSSV de forma simultdanea en estado moribundo, (W-VMS) amplifican con un Ct = 21.
Comparativamente, los organismos sobrevivientes, sin sintomas de la enfermedad, que fueron

tratados con W-VMS presentaron Ct >34,
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Figura 10. Curva de amplificacion por qPCR de vp664. Organismos desafiados via Per os (WSSV
Per os) e individuos tratados con VLPs-RNAvp28 mezcladas en el alimento suministradas de
manera simultanea al desafio (W-VMS). (n= 7). Individuos moribundos, presentaban sintomas de
la enfermedad y fueron colectados antes de morir; Individuos vivos, colectados al final del
experimento sin signos tipicos de infeccién por WSSV.

Finalmente, se realizé una comparacién de los tratamientos por tiempo de sobrevivencia y carga

viral presentada durante los bioensayos 1y 2 (Figuras 11 y 12 respectivamente).

Para el bioensayo 1 la mejor sobrevivencia (315 hpi ¢ 13 dpi) se presentd en el grupo de
camarones desafiado con el virus de la mancha blanca y tratado con VLPs mezcladas en el
alimento (W-VMS) (Figura 11A), seguido por el tratamiento dsRNA IM con una sobrevivencia
media de 300 hpi (12 dpi), observando asi una ganancia de 100 horas (4 dpi) respecto al control

positivo per os (WSSV- Per os) el cual no recibioé tratamiento alguno. Con relacién a los organismos
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no tratados pero desafiados con WSSV via intramuscular se observdé una ganancia en la
supervivencia de 250 hpi 6 10 dpi (Figura 11A). Por otra parte los resultados de carga viral indican
que el tratamiento W-VMS presenta una carga viral de 1x10® copias.ng’1 en organismos P.
vannamei moribundos y en organismos vivos no se detectd6 WSSV, mientras que, en los
organismos moribundos desafiados via per os no tratados (WSSV- Per os) se observé una carga
viral de 1x10 copias.ng™ y en los vivos este indicador presenté un valor en el rango de 1x10® y

1x10° copias.ng™ (Figura 11B).
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Figura 11. Comparacion de la sobrevivencia media y la carga viral de organismos del primer
bioensayo desafiados con WSSV y tratados con dsRNAvp28. A) Sobrevivencia media de
organismos P. vannamej desafiados con WSSV, tratados con dsRNAvp28 contenido en VLPs y
nanoparticulas a base de quitosano (NPQ) incorporados en el alimento (n=16). B) Carga viral de
organismos desafiados con WSSV y tratados con dsRNAvp28 (n=7; 3 moribundos y 4 vivos por
tratamiento). Circulo organismos colectados vivos, sin signos aparentes de la infeccion causada

por WSSV.

En el segundo bioensayo (Figura 12) la mejor sobrevivencia media (624 hpi 6 26 dpi) se presento
en el grupo de individuos desafiados con WSSV y tratados con VLP IM, seguido por el tratamiento
dsRNA IM con una sobrevivencia media de 570 hpi (casi 24 dpi), presentando, una ganancia de

176 y 122 horas (7 y 5 dias respectivamente) en la sobrevivencia respecto al control positivo per
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os (individuos que no recibieron ningun antiviral). Por otro lado, los individuos infectados con
WSSV pero tratados con VLP IM y dsRNA presentaron una carga viral diferente entre vivos (1x10°
copias.ng’1 a 1x10° copias.ng'l) y moribundos (1x10® copias.ng'1 a 1x10° copias.ng’l) , mientras que
en los moribundos desafiados via per os que no recibieron ningun antiviral (WSSV- Per os),
presentaron mayor carga viral de 1x10° copias.ng™, y por el contrario los individuos vivos de este
mismo tratamiento fueron negativos para WSSV. En este mismo bioensayo, los individuos que
recibieron como tratamiento W-VMS presentaron una sobrevivencia media de 552 hpi (23 dpi),
indicando una ganancia de 104 hpi (4 dpi) respecto al grupo de individuos que no recibieron

tratamiento alguno (Figura 12B).
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Figura 12. Comparacidon de la sobrevivencia media y la carga vial de organismos del segundo
bioensayo desafiados con WSSV y tratados con dsRNAvp28. A) se presenta la sobrevivencia
media de organismos P. vannamei desafiados con WSSV y tratados con dsRNAvp28 contenido en
VLPs y nanoparticulas a base de quitosano (NPQ) incorporados en el alimento (n=16). B) muestra
la carga viral de organismos desafiados con WSSV y tratados con dsRNAvp28 (n=7). Circulo
organismos colectados vivos, sin signos aparentes de la infeccidn causada por WSSV.

3.5 Evaluacién de la presencia de cuerpos de inclusion viral en organismos P. vannamei

Los resultados para el analisis histoldgico sugieren que el control positivo WSSV Per os (Figuras 13
Ay 13 B) presenta nucleos hipertrofiados en la zona del hepatopancreas, asi como, cuerpos de
inclusion viral teifidos basofilicamente, mientras que, en los organismos desafiados con WSSV
sobrevivientes al desafio y tratados con nanoparticulas de quitosano (W-QS), VLPs Mix Post (W-
VM-POST) y VLP mix simultaneo (W-VMS) se observan células normales, es decir, no hay evidencia

que indique la presencia de cuerpos de inclusion viral de WSSV (Figura 13).
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W- VMP
“ 31%
350 hpi

. W-VMS
<y 50%
= 500 hpi

Figura 13. Histologia del virus de la mancha Blanca (WSSV) en P. vannamei (organismos
sobrevivientes al concluir el segundo bioensayo) basado en el método de tincion H&E. (A y B)
Cuerpo de inclusién viral de WSSV (tridngulo negro) en hepatopdncreas de organismo WSSV Per
os; (C y D) células normales (flechas negras), corte transversal de hepatopancreas de organismos
W-QS; (E y F) corte transversal de hepatopancreas de organismos del tratamiento W-VM POST IM;
(G y H) corte transversal de hepatopancreas de organismos del tratamiento W-VMS. Barras de
escala =50 um

36



V. Discusion

Robalino y colaboradores (2004) demostraron que el camardn P. vannamei desafiado con WSSV
tiene mayor sobrevivencia cuando se aplica como terapia dsRNA VP28 mediante inyeccién.
Diversos estudios han corroborado este resultado y el impacto de inhibir este gen via oral e
intramuscular (Robalino et al., 2005; Xu et al., 2007; Sarathi et al., 2008, 2007; Mejia-Ruiz et al.,
2011; Ramos-Carrefio et al., 2021). Sin embargo, consideramos que la via de aplicacion mediante
inyeccion intramuscular tiene dos desventajas para la camaronicultura: 1) los costos de
produccidon del dsRNA per se pueden ser elevados relativos a los costos de produccién del
camaroén y 2) el método por inyeccién no es viable a nivel masivo (Chandrika y Puthiyedathu,

2021).

Como una posible solucidn al método intramuscular en este trabajo se probd la administracion de
dsRNAvp28 contenido en nano vehiculos biolégicos como lo son las VLPs de BMV y nanoparticulas
elaboradas a base de quitosano suministradas via oral como tratamiento antiviral, evaluando su
eficacia para entregar dsRNAvp28. Hasta el momento no se ha reportado ningun efecto adverso

con el silenciamiento del gen vp28 en camardn blanco del pacifico.

De acuerdo con el andlisis de ensamblaje de las VLPs de BMV el dsRNA se encapsuld
eficientemente con la capside de BMYV, utilizando una proporcion de masas de 1:7 de
dsRNAvp28/CP. Lo cual es estrechamente cercano a la relacidn utilizada en estudios realizados
para la elaboracién de VLPs de BMV sintetizadas de forma exitosa encapsidando siRNA (Nufez —
Rivera et al., 2020), asi como, en la produccién de VLPs de BMV a partir de una proteina
recombinante de la cdpside de dicho virus expresada en un sistema bacteriano con una
proporcién de 1:6 tRNA/rCP (Strugala et al., 2021). Es importante destacar que desde nuestra
perspectiva la investigacion de Strugala et al, (2021) respecto a la produccién en vectores de
clonacién en lugar de siembra y cosecha de la planta representa un gran avance para facilitar la

produccién de VLPs de BMV y una posible reduccion de su costo a futuro.

En lo que respecta al tamafio de los VLPs (Figura 6), la presencia de particulas de un tamafio
mucho mayor al del BMV nativo, indica que las particulas se encuentran agregadas, lo cual fue
posible constatar mediante imagen de TEM, donde se observan diversas agrupaciones de dichas
particulas. A pesar de que el tamafio de las VLPs-dsRNAvp28 fue mayor al esperado, la

funcionalidad de las particulas quedo demostrada con los resultados de sobrevivencia y carga viral
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encontrados en este trabajo donde se obtuvieron resultados similares a los reportados por

Ramos-Carrefio et al, (2021).

Desafortunadamente para este trabajo Unicamente se determiné el tamafio de las nanoparticulas
de quitosano por DLS, pero no por MET. Diversos estudios seifalan que el tamafio de las
nanoparticulas de quitosano elaboradas por el método de gelacién idnica dependerd en gran
medida de la relacién quitosano/ tripolifosfato de sodio y el pH utilizados (Calvo et al., 1997; Fan
et al.,, 2012; Carmona et al.,, 2018). Sin embargo, su menor tamafio con respecto a las

agregaciones de BMV y su efecto en sobrevivencia indican que también fueron funcionales.

El método para elaboracidn de las VLPs esta bien estandarizado y ha demostrado su funcionalidad
como nanocontendor de dsRNA para la activaciéon del mecanismo de interferencia como terapia
génica, tanto en camarones P. monodon con el uso de VLPs a base de IHHNV (Jariyapong et al.,
2019) y VLPs elaborados a partir de virus vegetales; tal es el caso del Virus del moteado clordtico
del caupi (VLPs de CCMV) probado en P. vannamei (Ramos-Carrefio et al., 2021), como terapia
contra WSSV. En este estudio la mejor estrategia para realizar la entrega del dsRNAVP28 de
acuerdo con el porcentaje final de sobrevivencia, se observé en los individuos que recibieron
como tratamiento VLPs incorporadas en el alimento (48% bioensayo 1) y via intramuscular (42%
bioensayo 1y 81% para el bioensayo 2). Nuestros resultados son comparables con los de Ramos-
Carrefio et al., (2021) quien obtuvo 40% de supervivencia al suministrar dsARNVP28 encapsidado
en particulas del CCMV contra el WSSV, administrado mediante via oral incorporado en el
alimento en P. vannamei. En otro estudio la administracién oral con una dosis de 6 pug de dsRNA
multi-WSSV ( VP28 y WSSV051) , redujo el 60% de mortalidad acumulada (40% de sobrevivencia a
los 7 dpi) y retrasé el tiempo promedio de muerte en comparacion con el grupo no tratado
después de la infeccion con WSSV (Thammasorn et al., 2015), resaltar que el trabajo de
Thammasorn es uno de los pocos estudios donde la preparacidn del tratamiento oral es mayor a

escala piloto (1 kg).

El grupo de camarones a los que se les suministrd VLPs-dsRNAvp28 via oral de forma simultanea al
desafio (W-VMS), evidencié una tasa de supervivencia del 48 %, asi como un retraso en la carga
viral en los organismos sobrevivientes, sugiriendo que la respuesta al tratamiento dependera del
momento en que sea suministrado. Existen respuestas transcriptdmicas que ocurren en las

primeras etapas de interaccidon entre WSSV y el hospedero, lo cual soporta el hecho de que este
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tratamiento tuviera una mejor respuesta en comparacién con los tratamientos proporcionados
posteriores al desafio (Millard et al., 2021). Mientras que los dosificados pre y post infeccidn
muestran menor incremento en la sobrevivencia respecto a los organismos P. vannamei no

tratados.

La eficacia de los nanocontenedores de dsRNAvp28 y el dsRNAvp28 desnudo reflejan menor
sobrevivencia media y mayor carga viral, y organismos vivos que presentan una baja carga viral,
exhiben una sobrevivencia media alta. En contraste con el primer bioensayo donde la mejor tasa
de sobrevivencia se observd en individuos tratados con VLPs suministradas de manera simultdnea
al desafio W-VMS (48%), observamos que el tratamiento W-VMS para el segundo bioensayo tiene
una sobrevivencia del (50%) al igual que los organismos que no recibieron tratamiento alguno
(WSSV Per os). Es importante sefialar que, en este segundo bioensayo, si bien el tratamiento W-
VMS no tuvo el mismo efecto en la tasa de supervivencia, la ganancia en sobrevivencia media
respecto a las horas post infeccidén es similar en ambos experimentos para este tratamiento (104
hpi), lo cual ofrece una ventana del tiempo al productor para cosechar o para tratar los estanques

una vez que se diagnostican la presencia de casos positivos en la granja de camaron.

En organismos P. vannamei tratados con dsRNAvp28 encapsulado en nanocontenedores de
quitosano, la carga viral evidencia que el retraso en el carga viral (1X10° a 1x10° copias.ng™) y la
sobrevivencia (33% a 21 dpi) son menores en comparacion con los tratamientos donde la entrega
del dsRNA se realizd a través de VLPs de BMV. Sin embargo, durante la colecta de organismos
moribundos tratados con nanoparticulas de quitosano no se observd la signologia tipica de WSSV
(coloracion rojiza, letargia, exoesqueleto blando). Organismos P. monodon a los que se les
suministré via oral nanoparticulas de quitosano conteniendo dsRNA VP28 presentaron un 37% de
sobrevivencia (Sarathi et al., 2008). Mientras que Ufaz et al. (2018) encontraron una sobrevivencia
del 99% al 80% a los 14 dpi, en camarones expuestos a WSSV y tratados con nanoparticulas de
quitosano-RNA via IM, concluyendo que el disefio de los bloques de construccién moleculares
juega un papel importante en la estructura y funcién de la nanoparticula supra-molecular

autoensamblada.

De acuerdo con Chandrika et al. (2021) hasta ahora, ningln producto proteico heterdlogo se ha

fabricado comercialmente con éxito para combatir la infeccién causada por WSSV. Ademds,
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expone que el uso de dsRNA viral especifico podria prolongar la proteccidn hasta 28 dias después
de recibir varias dosis de refuerzo, concordando con algunos de los hallazgos encontrados durante
el desarrollo de este estudio, asi como, con la investigacion bibliografica realizada. Sin embargo,
consideramos que por via oral mas alld del método de entrega, podrian existir barreras naturales
qgue no permiten una mayor absorcidn via oral, debido a que al comprar los resultados de trabajos
donde la via de entrega de dsRNA es IM se encuentra un alto porcentaje de sobrevivencia,
mientras que la entrega via oral parece no superar el 50% de sobrevivencia en la mayoria de los
casos, por lo cual sugerimos se realicen estudios de farmacocinética en este tipo de experimentos,
para conocer mejor los procesos de absorcion, distribucion y alcance de la terapia via oral, ya que,
en la mayoria de los trabajos consultados al igual que en el presente, Unicamente se evalua la
respuesta del hospedero al tratamiento en presencia de WSSV mediante curvas de sobrevivencia 'y

evaluacion de la carga viral.

Esta investigacion corrobora el uso de los VLPs como nancontenedores funcionales para entrega
de dsRNA. Pero es importante tener en cuenta que cada individuo tendra respuestas diferentes
ante la presencia del WSSV. La unica variable modificada entre los bioensayos 1 y 2 fue la
salinidad (34 ups y 15 ups respectivamente), con los controles positivos para WSSV (que no
recibieron tratamiento) fue posible observar la diferencia en sobrevivencia relacionada con dicho
parametro, obteniendo un 28% de sobrevivencia en el bioensayo uno y en el segundo bioensayo
un 50% de sobrevivencia. De acuerdo con lo reportado por Ramos-Carrefio et al. (2014) los
organismos P. vannamei expuestos a WSSV presentan menores tasas de mortalidad cuando se
encuentran cerca del punto isoosmatico (15 a 28 ups). Los resultados anteriores son similares a los
encontrados por Olivas-Valdez en 2008, sugiriendo que en salinidades mayores a los 30 ups (g L™)
la infeccidn por WSSV impacta los procesos de osmorregulacién con posibles efectos adversos en
la salud de estos organismos, mientras que, en organismos expuestos a salinidades por debajo de
los 30 ups parece presentarse una baja tasa de mortalidad (Olivas, 2008). Aunque no fue el
objetivo principal de este trabajo, pudimos observar que la interaccién hospedero — patégeno se

presenta de diferente forma dependiendo el ambiente.
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V. Conclusiones

1-

Se logré encapsidar dsRNAvp28 en VLPs de BMV y en nanoparticulas de quitosano, las

cuales fueron incorporadas y adheridas en alimento tipo pellet.

El tratamiento oral mas eficiente fue VLP-dsRNAVP28 mezclado en el alimento vy
suministrado de forma simultanea (VMS), confiere un 48% de sobrevivencia con respecto

a los organismos desafiados sin tratamiento.

El nanocontenedor elaborado a base de quitosano (NPQ) en las condiciones de este
trabajo, resulté menos eficiente (solo 15% de sobrevivencia ) que las VLPs para hacer la

entrega del dsRNA via oral.

El mejor tiempo de entrega de la terapia es antes o simultaneo al desafio con WSSV, lo
cual sugiere que este tratamiento de forma profilactica puede ser funcional en cultivos
comerciales. A mayor tiempo post infeccidn se ve reducida la eficacia del tratamiento

(sugerimos la aplicacion de un refuerzo transcurridos 14 dias de la primera toma).

El 50 % de los camarones del tratamiento W-VMS vivieron 104 horas (4 dias) mas con

respecto a los camarones infectados con WSSV que no recibieron tratamiento.

En todos los tratamientos los individuos sobrevivientes presentaron una menor carga viral

que los organismos muertos o moribundos (con carga viral elevada).

Los organismos que recibieron por tratamiento nanoparticulas de quitosano y que
vivieron al finalizar el experimento, presentaron una carga viral media, considerandolos

como individuos asintomaticos ya que no manifestaron sintomas de la enfermedad.
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4-

A nivel tisular existe evidencia de cambios (nucleos hipertrofiados y cuerpos de inclusion
viral) en las células de los organismos desafiados con WSSV que no recibieron ningun

tratamiento comparado con los organismos que recibieron tratamiento anti-WSSV.

Es posible realizar la entrega del dsRNA vp28 en diferentes tipos de nanocontenedores
para reducir posibilidades de degradacion y obtener alta eficacia. Sin embargo, se sugiere
hacer mejoras en los protocolos de sintesis de NPQ ya que los camarones de este
tratamiento presentaron baja carga viral sin coloracion rojiza, ni letargias tipicas de la
enfermedad causada por el WSSV lo que lo postula como un mejorador del estado de
salud general del camarén. Es importante resaltar también que los costos para la
produccion de VLPs actualmente son mayores que los costos de produccién de las NPQ.

Aun cuando la activacion del sistema de interferencia se ha perfilado como una de las
herramientas mas eficaces para impedir la replicacidn viral de WSSV, es deseable

incrementar los porcentajes de sobrevivencia.
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VI. Perspectivas

Perspectivas a corto plazo

De acuerdo con los resultados obtenidos con el desarrollo de este trabajo, se propone:

1. Dar el tratamiento por periodos mas prolongados antes y después de la infeccidn.
2. Realizar reinfecciones de WSSV posteriores a la aplicacién del tratamiento antiviral.
3. Probar la eficacia con otras plataformas de entrega mas rentables para la industria

camaronicola.

Perspectivas a largo plazo:
1. Evaluar el estrés generado en el camardn y el nivel de absorcién de las nanoparticulas.

2. Estandarizar la metodologia de produccion y caracterizacion de las nanoparticulas

elaboradas a base de quitosano como nanocontenedor de dsRNA para combatir WSSV.

3. Realizar estudios sobre la respuesta génica para conocer y entender por completo el

mecanismo de proteccidén en camardn.
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