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RESUMEN

Las infestaciones por piojos de mar (Copepoda, Caligidae) representan unos
de los desafios mayores que ha enfrentado la industria salmonera en los ul-
timos afios, extendiéndose a otras especies de peces en cultivo y a las pobla-
ciones salvajes de salmdnidos. El control de este fendmeno por vacunas
puede ser un método seguro y eficaz contra estos ectoparasitos, pero hasta
el momento no existe una vacuna comercial disponible. Para desarrollar una
formulacién vacunal exitosa es preciso conocer la interaccién que se esta-
blece durante el proceso de infestacion entre el hospedero y el parasito; de
ahi la necesidad de estudiar a fondo el sistema inmune de peces en su inter-
accion con los piojos de mar, lo que resulta adn un reto en la Inmunologia. El
antigeno a seleccionar constituye otro aspecto de importancia, con vistas a
la obtencion de respuestas inmunes potentes para el control de las infesta-
ciones por estos crustaceos. Asimismo, resulta necesario el uso de un adyu-
vante que, ademds de potenciar la baja respuesta de anticuerpos tipica de
los peces, no produzca efectos secundarios no deseados como melanizacion
y adherencias. En este trabajo se presenta una vision general de la interac-
cidn entre el piojo de mar Lepeophtheirus salmonis y sus hospederos, asi co-
mo el estado actual del desarrollo de candidatos vacunales contra este ecto-
parasito.

Palabras clave: piojos de mar, respuesta inmune en peces, vacunas, antige-
nos, adyuvantes

ABSTRACT

Infestations of sea lice (Copepoda, Caligidae) are a major health hazard for
salmon farming industry in recent years, spreading to other species of
farmed fish and wild salmonid populations. Vaccination could be a safe and
effective method against these ectoparasites, but until now there are no
commercially available vaccines. To develop a successful vaccine formulation
is necessary to know the immunological interaction between host and
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parasite during infestation; hence the need to deeper study of immune system, which is still a challenge in Immu-
nology. Target antigen is another important issue to obtaining strong immune responses to control these infesta-
tions. Also, it is necessary to use a proper adjuvant to enhance the typical low antibodies responses of fishes with-
out side-effects such as melanization and adhesions. This paper presents an overview of avalaible studies on inter-
action between Lepeophtheirus salmonis and their hosts, as well as the current state development of vaccine can-

didates against this ectoparasite.

Keywords: sea lice, fish immune response, vaccines, antigens, adjuvants

INTRODUCCION

La acuicultura, actividad econdmica de gran impor-
tancia para la produccién de alimentos, constituye
uno de los sectores fundamentales para garantizar a
la poblacién mundial un alimento proteico seguro y
de alta calidad (Bostock et al., 2010). Dentro de este
sector econdmico la industria salmonera tiene gran
importancia debido al costo elevado de estos peces
en el mercado (16% del valor total de los peces culti-
vados a nivel mundial) (FAO, 2012). En las ultimas dé-
cadas esta industria se ha visto muy perjudicada por
diversas enfermedades infecciosas y parasitarias que
afectan a los salmones de cultivo. Entre ellas, las in-
festaciones por los piojos de mar han ganado notorie-
dad, recibiendo la atencién de cientificos, politicos,
los medios de comunicacion y el publico en general
en todos los paises en los que existe la cria del sal-
mon como practica industrial (FAO, 2007). Estos ecto-
parasitos constituyen el patdogeno marino mas expan-
dido en la industria salmonera, extendiéndose en los
ultimos afos a otras especies de peces en cultivo y a
las poblaciones salvajes de salmdnidos (Torrissen et
al.,, 2013). Las pérdidas anuales en la acuicultura
mundial debido a las afectaciones directas e indirec-
tas por estos ectoparasitos superan los 450 millones
de ddlares estadounidenses (Costello, 2009). Este es-
timado representé un 6% del valor total de la produc-
ciéon de salmonidos.

Estos crustdceos se alimentan del mucus, la piel y
la sangre de sus hospederos afectando el crecimien-
to, la fecundidad y la supervivencia de los mismos
(Skugor et al., 2008). Ademas, provocan un aumento
de la susceptibilidad al desarrollo de infecciones se-
cundarias que pueden ocasionar la muerte del pez si
no son tratadas adecuadamente (Heuch et al., 2005).

Lepeophtheirus salmonis es la especie de mayor
impacto econdmico en el hemisferio norte
(Sutherland et al., 2014) debido a que infesta varias
especies de salmoénidos de gran importancia econé-
mica (Mordue y Birkett, 2009).

Existen pocos tratamientos comercialmente dispo-
nibles para el control de estas infestaciones basados
fundamentalmente en el empleo de agentes quimicos
y farmacoldgicos. Sin embargo, hay evidencias que
demuestran el desarrollo de resistencia a dichos tra-
tamientos (Fast, 2013). Esto, unido a la necesidad de
disminuir los costos y los riesgos ambientales asocia-
dos a ellos, son factores que propician el desarrollo
de nuevas alternativas para el control de estos ecto-
parasitos. En este sentido, la vacunacion es el método
mas apropiado para el control de los piojos de mar en
peces teledsteos desde el punto de vista econdmico,
ecoldgico y ético (Rombout et al., 2014).

El desarrollo de vacunas requiere el conocimiento
de la biologia de los peces (ciclo de vida, sistema in-
mune, en otros), asi como la de los patdgenos, y las
interacciones que se establecen entre ambos. Existe
poco conocimiento de los mecanismos inmunolégicos
por los cuales los peces adquieren proteccidn contra
los piojos de mar y la patologia de la infestacidn, lo
que dificulta el disefio de vacunas. Hasta el presente
no se ha desarrollado una vacuna exitosa contra es-
tos ectoparasitos (Martinez, 2012); por lo que se hace
necesaria la identificaciéon de antigenos que resulten
inmundgenos potentes y efectivos para la prevencion
y el control de las infestaciones por estos crustaceos.

En este trabajo se presenta una vision general de
la interaccion entre el piojo de mar Lepeophtheirus
salmonis y sus hospederos, haciendo énfasis en las
caracteristicas de la respuesta inmune en los peces,
asi como el estado actual del desarrollo de candida-
tos vacunales contra este ectoparasito.

DESARROLLO

Caracteristicas generales de los piojos de
mar

Los piojos del mar son parasitos copépodos del orden
Siphonostomatoida, familia Caligidae. Dentro de esta fa-
milia existen 36 géneros que incluyen aproximadamente
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42 especies del género Lepeophtheirus y 300 de Cali-
gus. Numerosos estudios refieren que estos ectopa-
rasitos son hospederos de varias especies de virus y
bacterias que pueden infectar a los peces tales como:
el virus de la necrosis hematopoyética infecciosa, el
virus de la necrosis pancreatica infecciosa, Aeromo-
nas salmonicida, Pseudomonas fluorescens, Pisciri-
ckettsia salmonis, Tenacibaculum maritimum vy Vibrio
spp. (Burka et al., 2011).

Entre todas las especies de caligidos, L. salmonis es el
piojo del mar que mas afecta a la industria salmonera
en el hemisferio norte y se conoce ampliamente su
biologia e interacciéon con sus hospederos (Burka et
al., 2011). Se encuentra distribuido en el Pacifico no-
roccidental, Norte América, Noruega, Irlanda y Esco-
cia. Entre sus hospederos se encuentran mas de diez
especies de salmoénidos de gran importancia econo-
mica como: el salmdn del Atlantico (Salmo salar), la
trucha de mar (Salmo trutta), la trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss), el salmén chinook (O.
tshawytscha), el salmén coho (O. kisutch) y el salmoén
rosado (0. gorbuscha) (Mordue y Birkett, 2009).

Este ectoparasito tiene un ciclo de vida compuesto
por ocho estadios: nauplius I-1l, copepoditos (etapa
infecciosa), chalimus I-1l, pre-adultos y adultos, sien-
do algunos de vida libre o parasitaria (Fig. 1) (Hamre
et al., 2013).Todas estas etapas se separan entre si
por procesos de muda (Burka et al., 2011).

GABRIELA RUDD GARCES ET AL.

En las tres primeras etapas de vida, L. salmonis
forma parte del plancton marino. Su tamafio en este
periodo es de 0,4 a 0,7 mm de largo y vive de sus re-
servas endogenas (Boxaspen, 2006). La dispersién y
6ptimo desarrollo de estas etapas plancténicas esta
influenciada por la temperatura, la luz y las corrien-
tes; su supervivencia depende de una salinidad por
encima del 25% (Burka et al., 2011). Una vez termina-
da la fase de nauplio se desarrolla el primer estadio
infeccioso denominado copepodito, con un tiempo
de vida limitado para encontrar un hospedero del
cual alimentarse, ya que hasta ese momento depen-
de de la reserva de energia enddgena que posea
(Heuch et al., 2000). El copepodito localiza a su hos-
pedero mediante quimio-recepcion, debido a que
presenta en sus anténulas receptores especificos a
sustancias del tegumento del pez (Burka et al., 2011).
Luego de la etapa de copepodito, L. salmonis conti-
nua su desarrollo a través de dos estadios de chali-
mus, los cuales se caracterizan por el desarrollo de un
filamento frontal (Hamre et al., 2013). Esta estructura
posee componentes adhesivos Unicos que le permi-
ten fijarse a sus hospederos (Burka et al., 2011).

L. salmonis termina su desarrollo con los estadios
pre adulto y adulto; en estas etapas los machos son
mas moviles que las hembras, las cuales desarrollan un
complejo genital muy grande que forma la mayor parte
del cuerpo (Burka et al., 2011). Una vez maduros, los
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Figura 1. Estadios del ciclo de vida de Lepeophtheirus salmonis: nauplio I-l, copepodito, chalimus I-ll, pre-adultos y adultos [Tomado de
Schram et al., (1998) y modificado segUn actualizaciones de Hamre et al. (2013)].
Figure 1. Lepeophtheirus salmonis stadiums life cycle: nauplius I-Il, copepodid, chalimus I-ll, pre-adults and adults [Taken of Schram et al.,

(1998) and modified according to upgrades of Hamre et al. (2013)].
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machos fertilizan internamente a las hembras. Luego
de la cépula, las hembras producen varias cadenas de
huevos; el nimero de estos depende de la etapa del
afio, la temperatura, el fotoperiodo y del hospedero
en el cual se desarrolle (Boxaspen, 2006). En general,
las hembras de L. salmonis producen 285 huevos por
cadena (Fast, 2013). Estos ectoparasitos conservan
estas estructuras hasta la eclosién de los nauplios,
momento en que se desintegran y las larvas se unen
al plancton (Boxaspen, 2006).

Respuesta inmune de los peces ante las infestacio-
nes por piojos de mar

Los peces 6seos poseen sistemas inmunitarios innatos
y adaptativos capaces de llevar a cabo respuestas hu-
morales y celulares. Esencialmente, los sistemas de-
fensivos de los peces teledsteos tienen numerosos
componentes similares a los sistemas inmunes de ma-
miferos (Rubio, 2010), pero cuentan también con
componentes y funciones especiales que difieren pro-
fundamente con sus similares en otras especies y que
aun son pobremente comprendidas (Penagos et al.,
2009).

La primera linea de defensa ante una infeccién en
los peces constituye su sistema inmune innato. Este
incluye las barreras fisicas como la piel y las superfi-
cies mucosas, ademas de una variedad de leucocitos y
diversos componentes solubles que inhiben indiferen-
ciadamente el crecimiento de microorganismos infec-
ciosos (Penagos et al., 2009).

El componente celular principal en la respuesta in-
mune innata son los macréfagos. Ademas de su fun-
cién como células presentadoras de antigenos en la
respuesta inmune adquirida, representan los principa-
les fagocitos de los peces, secretan citoquinas proin-
flamatorias, aparecen en los eventos tempranos de
inflamaciéon en diferentes enfermedades y juegan un
papel central en la patogénesis de algunas entidades
particulares, tales como la estreptocosis y la aeromo-
niasis, en las cuales son usados por los patégenos co-
mo vehiculo para llegar a multiples organos y evitar
su destruccién (Ewart et al., 2008).

También existen leucocitos granulares en peces,
denominados al igual que en mamiferos: neutréfilos,
eosinodfilos y basdfilos, aunque no aparecen siempre
en las distintas especies y sus funciones bioldgicas no
son idénticas. Los neutrdfilos, al igual que sus analo-
gos de mamiferos, tienen funciones fagociticas,
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quimiotacticas y bactericidas, actividad de mieloper-
oxidasa, participan en el estallido respiratorio y po-
seen la capacidad de degranulaciéon de granulos pri-
marios. Por otro lado, la funcién de los eosindfilos no
es clara, pero se encuentran facilmente en procesos
inflamatorios, en los cuales liberan su contenido gra-
nular, por lo que se han comparado con los mastoci-
tos de mamiferos (Palic et al., 2007).

Una caracteristica peculiar del sistema inmune de
los peces, es la presencia de los denominados centros
melanomacréfagos (CMMs) principalmente en el bazo
y también en rifdn, higado, génadas, tiroides y timo.
Estos se asemejan a los centros germinales del bazo y
los nédulos linfoides de los mamiferos. Estan consti-
tuidos por macroéfagos, células reticulares, linfocitos y
células plasmaticas (Ferguson, 2006). El papel de los
CMMs en respuesta a la infeccidn es aln especulati-
vo; en infecciones por bacterias intracelulares y por
nodavirus, los CMMs aumentan en numero y sus célu-
las atrapan grandes cantidades de antigeno, con el
aumento en su interior de la cantidad de pigmentos
(Hernandez et al., 2008). A pesar de que en los peces
no existen ganglios linfaticos, placas de Peyer ni teji-
dos linfoides asociados a mucosas (ampliamente ca-
racterizados en mamiferos y aves) hay evidencias cla-
ras de un sistema inmune innato de mucosas desde
los primeros estadios de vida de los peces. Ademas
del bajo pH gastrico, la accidn de las enzimas digesti-
vas, la bilis y el mucus descritos en mamiferos, el sis-
tema inmune de mucosas en los peces incluye otra
serie de propiedades defensivas. Dentro de estas pro-
piedades estan: la activacion y aumento en nimero y
tamafio de las células productoras de mucus, bran-
quiales e intestinales, en respuesta casi siempre a in-
fecciones bacterianas o sustancias irritantes presen-
tes en el agua; la produccion y eliminacién de anti-
cuerpos en la bilis; la migracién de células producto-
ras de anticuerpos a las mucosas branquial e intesti-
nal; la existencia de poblaciones bacterianas nativas
asociadas al epitelio intestinal y pildrico que interfie-
ren con la adhesion y, posiblemente, con el ingreso de
bacterias patdgenas a los tejidos del pez y, por ultimo,
la endocitosis por los enterocitos, de particulas intac-
tas, macromoléculas y de bacterias y sus antigenos,
tanto de la microbiota nativa como de patdgenos en
todos los segmentos intestinales de larvas y adultos
(Penagos et al., 2009).

Los mecanismos primarios de la inmunidad innata
qgue se activan ante una infestacién por L. salmonis
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son los componentes de la inflamacion, el comple-
mento y la respuesta de la fase aguda (Skugor et al.,
2008). En este sentido, Sutherland et al., (2014) reali-
zaron un estudio de reto con L. salmonis en salmdn
rosado, salmén del Atlantico y salmén chum, con el
objetivo de comprobar qué mecanismos de la inmuni-
dad se activaban ante esta situacién de estrés. Como
resultado obtuvieron que numerosos componentes
inmunes innatos se sobrexpresaron, como la proteina
amiloide de la fase aguda del suero, que incrementd
sus niveles en todas las especies estudiadas. Por otra
parte, en la piel del salmén rosado se indujeron las
citocinas preinflamatorias IL (interleucina) -1B vy el
factor de necrosis tumoral-a (TNF-a), las cuales pro-
mueven la quimiotaxis, el aumento de la respuesta
inmune celular, la produccién de otras citocinas y el
control de la respuesta de la fase aguda. Estos proce-
sos son importantes en la regulacién de la inflama-
cién local y sistémica (Sutherland et al., 2014)

Un estudio realizado por Tadiso et al., (2011) reve-
6 que la respuesta inflamatoria ante una infeccion
por piojos de mar es bifasica, donde en cada etapa se
expresan distintos componentes del sistema inmune
innato. En la primera fase, durante los estadios de co-
pepoditos hasta chalimus, se expresan en la piel y el
bazo, genes que codifican la IL-1B, la IL-12, el recep-
tor de IL-1 (IL-1R), el TNF-a, la enzima cicloxigenasa 2
(COX-2), la prostaglandina E2 (PGE2) y el complejo
principal de histocompatibilidad (MHC: del inglés Ma-
jor Histocompatibility Complex) de clase | y de clase II.
Durante los estadios de chalimus se suprime la expre-
sién de estos productos génicos, ademds de molécu-
las involucradas en la presentacion de antigenos, qui-
mocinas involucradas en el reclutamiento de células T
y de proteasas en el bazo. Posteriormente, a partir
del proceso de muda de chalimus a pre-adultos au-
menta de nuevo la expresidn de algunos de estos
marcadores de inflamacién (IL-1B, IL-10, PGE2 y TNF-
a). También se observé la expresion de varias metalo-
proteasas de matriz (MM) como la MM9 (gelatinasa)
y la MM13 (colagenasa 3) como marcadores de la se-
gunda fase de expresion y de la transicion de la res-
puesta aguda a crdnica (Tadiso et al., 2011).

La segunda linea de defensa en los peces es la in-
munidad adaptativa o adquirida. Aunque estos orga-
nismos no tienen médula dsea ni nédulos linfoides, el
timo, el rifidn y el bazo asumen el papel de drganos
de respuesta. La inmunidad adquirida puede dividirse
en celular y humoral, dependiendo en gran medida
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de linfocitos T y B. Similar a como ocurre en mamife-
ros, la inmunidad adquirida humoral en peces involu-
cra el reconocimiento y union de antigenos solubles
circulantes a células B que se diferencian en células
plasmaticas y de memoria que responden para pro-
ducir y secretar anticuerpos antigeno-especificos. Por
otro lado, la inmunidad adquirida mediada por célu-
las involucra el reconocimiento por las células T de
antigenos expuestos en la superficie de las células
presentadoras de antigenos, en asociacién con molé-
culas del MHC, que inducen la activacion de linfocitos
T citotdxicos (LTC, CD8+), células T auxiliadoras (LTA,
CD4+) secretoras de citocinas y células supresoras
(Penagos et al., 2009).

En los mamiferos las inmunoglobulinas (lg) se divi-
den en cinco clases dependiendo de su regién cons-
tante: IgM, IgD, 1gG, IgA e IgE. Durante mucho tiempo
se penso que el isotipo IgM era el Unico que existia en
los peces; durante la ultima década se descubrieron
dos nuevos isotipos en peces teledsteos: IgD e 1gT/IgZ
(zhu et al., 2013). Aunque la I1gM representa la clase
mas abundante, la respuesta inmune fuerte ante una
infeccion o vacunacion es mayormente detectada en
el plasma, mientras que en los tejidos mucosales (ej.
intestino, piel o branquias) los titulos permanecen ba-
jos (Salinas et al., 2011). Asimismo, se ha demostrado
que la IgM recubre una parte significativa de la piel, el
intestino y la microbiota nasal (Tacchi et al., 2014). La
IgD se identifico en el plasma de la trucha y del pez ga-
to, pero en este ultimo carece de la region variable y
se sugiere que pueda funcionar como una molécula de
reconocimiento de patrones innatos (Xu et al., 2016).

Ademas de IgM e IgD, los peces teledsteos tienen
un tercer tipo de inmunoglobulina: la IgT, denomina-
da también IgZ, que se identificd por vez primera en
el 2005 a nivel de genoma (Hansen et al., 2005). Ex-
cepto el pez gato y el pez-arroz japonés o medaka co-
mun, las demds especies de peces dseos expresan es-
te anticuerpo (Fillatreau et al., 2013). La IgT es la prin-
cipal inmunoglobulina que se expresa en el intestino
y el tejido mucoso durante experimentos de retos
con patdgenos y también tiene un rol prevalente en
la capa de la microbiota encontrada en estas superfi-
cies. Recientemente se descubrié un nuevo linaje de
células B que expresan solo IgT y es el subconjunto
mas abundante de este tipo celular en el intestino, la
piel y los tejidos linfoides nasales. La IgT es la inmuno-
globulina de mucosas mas antigua entre las existentes
en vertebrados. Los descubrimientos recientes sobre
sus funciones en la inmunidad mucosal representan
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un desafio al paradigma previo de que la especializa-
cién de los isotipos de anticuerpos en las respuestas
mucosales y sistémicas ocurrié durante la evolucion
de los tetrapodos (Xu et al., 2016).

Un aspecto importante de la respuesta inmunitaria
especifica de los peces dseos es la memoria inmuno-
I6gica, propiedad de los linfocitos que permite una
produccion mas rapida y pronunciada de anticuerpos
tras una exposicion secundaria al mismo antigeno
(Rubio, 2010). Existen muy pocos estudios en salmé-
nidos que examinen si la respuesta de anticuerpos es-
pecificos contra el piojo de mar resulta protectora.
Esto se debe a que la respuesta inducida contra estos
parasitos es baja en comparacion a la inducida contra
otros patdgenos como bacterias y virus (Fast et al.,
2002). Estudios en S. salar infestado por L. salmonis
evidenciaron un aumento de la expresion de IgM e
IgT en el bazo y la piel como un indicio de una res-
puesta humoral (Tadiso et al., 2011). Esta respuesta
de anticuerpos, asi como la susceptibilidad diferencial
que existe en los salmoénidos ante una infestacién por
L. salmonis sugieren que debe existir alguna forma de
seleccion genética o de inmunoestimulacion que pue-
da incrementar la inmunidad de los hospederos con-
tra estos ectoparasitos (Fast, 2013).

El piojo de mar L. salmonis, al igual que otros para-
sitos artropodos, puede secretar sustancias para mo-
dular la respuesta inmune de sus hospederos y favo-
recer su alimentacion. En las secreciones de L. salmo-
nis y en el mucus de salmones del Atlantico infesta-
dos se han identificado varias proteasas semejantes a
tripsinas del intestino de estos crustdceos (Kvamme
et al., 2004). Estas proteasas tienen un papel funda-
mental en la invasidn a los tejidos del hospedero y en
la evasion de la respuesta inmune, ya que actian co-
mo vasodilatadores, anticoagulantes y agentes necro-
santes (Fast et al., 2007). El parasito segrega mayores
proporciones de proteasas de bajo peso molecular en
respuesta al mucus de la trucha arcoiris y del salmén
del Atlantico, respecto al mucus de salmdn coho. Esto
sugiere que las especies hospederas mas resistentes
pueden bloquear la produccién de estas proteasas
por los ectoparasitos, mientras que las mas suscepti-
bles pueden estimular su produccidon (Fast et al.,
2003). Adicionalmente, en estas secreciones se en-
cuentran otras proteinas que suprimen el sistema in-
mune de los peces como la PGE2, la catepsina L
(Lewis et al., 2014) y una proteina semejante a pero-
xinectina (Wotton et al., 2013). La PGE2 es un vasodi-
latador potente que tiene un efecto importante sobre
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la inmunidad ya que suprime la proliferacion de los
linfocitos en los peces infectados (fast, 2012). La pro-
teina semejante a peroxinectina mantiene la respues-
ta inflamatoria localizada en el sitio de infeccién y
modula la respuesta de anticuerpos y la polarizacion
de la respuesta hacia Th2. En general, estas secrecio-
nes pueden inducir un estrés sistémico y una respues-
ta inflamatoria que conlleva a una inmunosupresion
del hospedero (McClure et al., 2004). El deterioro en
factores de transcripcion celulares como NF-kB y la
reaccion de fase aguda se han observado en salmo-
nes infectados por L. salmonis. El factor de transcrip-
cién NF-kB media la expresion de citocinas preinfla-
matorias (TNF-a e IL-1B) y tiene un importante papel
en la diferenciacion de macréfagos en tipo pre o anti-
nflamatorios. La inhibicién de NF-kB puede provocar
alteraciones en las respuestas inmunes, dejando al
hospedero indefenso ante las infecciones secundarias
(Lewis et al., 2014).

En este sentido, Lewis et al., (2014) realizaron un
estudio experimental en el cual la linea celular SHK-1
derivada de leucocitos de rifién anterior pertenecien-
tes a tres especies de salmones (rosado, chum y del
Atlantico) se incubd con las secreciones de L. salmo-
nis, ya que éstas producen sustancias farmacoldgica-
mente activas que modifican la expresion génica de
mediadores de la inflamacion en estos tipos celulares.
Como resultado se observd una supresion de la ex-
presion de NF-KkB en las tres especies al inicio de la in-
feccién. Ademds, se redujo la expresion de IL-1B,
MHC | y MHC Il en macréfagos de rifidn del salmén
del Atlantico luego de su incubacién con PGE2. Esto
pudiera ser un mecanismo mediante el cual este pa-
rasito evita la activacién completa de la respuesta in-
mune especifica, principalmente la activacién de célu-
las B y la consecuente produccién de anticuerpos. El
salmén rosado fue la Unica especie que mostré una
importante regulacién durante las 48 horas siguientes
a la infeccidn, ya que incrementd la expresion de la
proteina C reactiva (proteina de fase aguda), activa-
dora de la cascada del complemento.

Vacunas en peces

La vacunacion ofrece varias ventajas con respecto a la
administraciéon de farmacos. Estas ventajas incluyen
la accion sostenida en el tiempo producto de la induc-
cion de una memoria inmunoldgica, asi como la au-
sencia de farmacos residuales en la carne. Por otra
parte, el empleo de la vacunacién como método de
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control de infecciones evita la contaminacion de otras
especies de invertebrados y del ecosistema en gene-
ral. Una ventaja adicional es la baja probabilidad de
que se desarrolle resistencia, y en caso de ocurrir, se
puede contrarrestar a través de la modificacion o in-
clusién de nuevos componentes antigénicos. Ademas,
el costo de la vacunacion es relativamente bajo, ya
que los antigenos pudieran expresarse como protei-
nas recombinantes o emplearse vacunas de ADN
(Raynard et al., 2002).

Hasta el momento, para la mayoria de las infeccio-
nes en peces, no se conocen los mecanismos inmuno-
l6gicos a través de los cuales se adquiere proteccion,
lo que dificulta en gran medida el disefio de vacunas
de forma racional, no basadas Gnicamente en ensayo
y error (Martinez, 2012). En la actualidad se puede
hablar de dos tipos de productos vacunales: las vacu-
nas en las que el antigeno no se expresa en el pez y
aquellas con replicacion en el organismo hospedero.
Las vacunas sin replicacion inducen una excelente
proteccidn cuando se administran por inyeccién con
un adyuvante adecuado. Entre estas se pueden des-
tacar distintos tipos (Vendrell et al., 2013).

Las vacunas inactivadas, las cuales se elaboran con
microorganismos muertos previamente fermentados
e inactivados. En peces se utilizan, generalmente,
frente a patdgenos bacterianos, aunque se han desa-
rrollado vacunas inactivadas contra el virus de la ne-
crosis pancreatica infecciosa en S. salar y frente a la
enfermedad hemorragica de la carpa con cierto éxito.
Generalmente se administran intraperitonealmente
con adyuvantes oleosos (Martinez, 2012).

Las vacunas de subunidades estan compuestas por
subunidades antigénicas que pueden ser de distinta
naturaleza como: lipopolisacaridos, extractos riboso-
micos, proteinas purificadas o sintetizadas quimica-
mente. Estas vacunas se suelen emplear cuando se
han aislado los componentes responsables de la in-
munogenicidad del agente infeccioso. Su produccion
es sencilla, eficiente y barata (Martinez, 2012). Un
ejemplo de vacuna de subunidades recombinantes es
la desarrollada por Kuzyk et al., (2001) frente a P. sal-
monis en salmoén coho, la cual redujo la mortalidad de
los salmones al 24%.

Las vacunas sintéticas, que estan elaboradas a partir
de la sintesis exclusiva de fragmentos peptidicos consi-
derados esenciales para desencadenar una respuesta
inmunoldgica. Sin embargo, hoy en dia no estan dispo-
nibles para peces ya que, aunque son seguras,
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estables y sencillas, es necesario conocer mas sobre
la respuesta inmune en teledsteos y el papel de las
células inmunitarias para que sean eficaces y renta-
bles (Martinez, 2012). Estudios experimentales reali-
zados por Coeurdacier et al., (2003), mediante vacu-
nas elaboradas con péptidos sintéticos obtenidos de
la capsida del nodavirus causante de la encefalopatia
y retinopatia virica de la lubina, demostraron una dis-
minucion de la mortalidad en un 4% respecto a la ob-
tenida en el grupo control (31%).

Por otro lado, las vacunas con replicacién en el
hospedero ofrecen una mayor proteccidon porque son
capaces de estimular una respuesta inmune mas
completa. Dentro de este grupo se encuentran: las
vacunas atenuadas, las vacunas con vectores recom-
binantes y las vacunas de ADN con pldsmidos
(Vendrell et al., 2013).

Las vacunas atenuadas se formulan con el agente
patogénico completo, pero su funcién vital esta inac-
tivada. Debido a esto producen un efecto similar a
una infeccién real (con una cepa atenuada) y, como la
propagacion de la cepa la llevan a cabo los peces va-
cunados, la diseminacion del antigeno en la poblacidn
tendria lugar durante un largo periodo de tiempo. Su
suministro es simple y las dosis requeridas son bajas
debido a la diseminacién del patégeno por los indivi-
duos vacunados (Martinez, 2012). El mayor inconve-
niente es la seguridad bioldgica, debido al riesgo de
liberar un organismo vivo al medio y de que la cepa
vacunal revierta su virulencia (Vendrell et al., 2013).
Desde finales de la década de 1990 existe una vacuna
atenuada con licencia, desarrollada por Shoemaker et
al. (1999), contra Edwardsiella ictaluri que resulta efi-
caz cuando se aplica por inmersion en alevines de pez
gato.

Las vacunas con vectores recombinantes tienen
como principio la insercién de genes codificadores de
antigenos protectores en virus o bacterias que se ad-
ministran al hospedero, donde se replican sin causar
enfermedad, produciendo gran cantidad de antigeno
recombinante capaz de estimular el sistema inmune
del hospedero. La principal ventaja es la posibilidad
de crear vacunas polivalentes que podrian estimular
simultaneamente la proteccion frente a varios pato-
genos. Actualmente se estan investigando vacunas
basadas en proteinas recombinantes frente a P. sal-
monis, agente responsable de la septicemia ricketsial
de los salménidos (Vendrell et al., 2013).
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Las vacunas de ADN con plasmidos se basan en la
administracion de un plasmido de expresion eucario-
ta que codifica para una o varias proteinas patogenas,
capaz de expresar dicho antigeno de modo eficaz y
con una correcta conformacion dentro del hospede-
ro. La inmunizacidn con ADN recombinante ofrece
ventajas sobre los métodos convencionales, ya que al
parecer no provoca efectos secundarios, tiene una
gran estabilidad y ademds suele conferir una protec-
cion eficaz contra las enfermedades virales (Martinez,
2012). Lorenzen y LaPatra, (2005) plantean que una
sola inyeccion intramuscular con pocos microgramos
de ADN induce, en salménidos de criadero, una pro-
teccion rapida y duradera contra los agentes causales
de enfermedades de gran importancia econdmica co-
mo el virus de la necrosis hematopoyética infecciosa
o el virus de la septicemia hemorragica.

Los principales métodos de vacunacién en los pe-
ces son la inmersidn en una solucion vacunal, inyec-
cion intraperitoneal (requiere que el animal tenga
mas de 15 g de peso), inyeccion intramuscular
(principalmente para vacunas de ADN) y administra-
cion oral. Otros métodos que se han investigado son
la infiltracidn anal y el método de spray (Penagos et
al., 2009). Actualmente, la via mas utilizada es la in-
traperitoneal. Esta ruta es muy efectiva a la hora de
inducir proteccidn, asegura una dosis idéntica en to-
dos los individuos y permite la adicién de adyuvantes
que estimulen la proteccion durante un tiempo ma-
yor. Sin embargo, los costos y las dificultades de im-
plementacion, el estrés excesivo que induce en los
peces y la estimulacion deficiente de inmunidad a ni-
vel de superficies, hacen que la inyeccidn de vacunas
se limite a ciertas especies de peces, a determinados
patogenos y a sistemas de produccion particulares,
como es el caso de la vacunacién de salménidos con-
tra patogenos bacterianos.También es un método po-
sible para la administracion de virus inactivados o in-
cluso particulas virales semejantes a virus (VLPs)
(Martinez, 2012). Estudios previos de vacunacion in-
traperitoneal con VLPs frente al virus de la necrosis
pancreatica infecciosa en trucha arcoiris demostraron
una disminucién de la mortalidad aun sin la utiliza-
cion de adyuvantes (Shivappa et al., 2005).

Ademas de las vacunas, existen otros métodos que
han resultado factibles en la estimulacion del sistema
inmune de peces y en el tratamiento frente a diversos
patogenos. Tal es el caso del empleo de inmunoesti-
muladores, los cuales son principalmente elementos
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estructurales de microorganismos, que basan su fun-
cionamiento en la estimulacién del sistema inmune
innato. Dentro de los inmunoestimuladores mas utili-
zados en peces se encuentran los B-glucanos, los oli-
godeoxinucledtidos CpG, los lipopolisacdridos y las
bacterias benéficas denominadas probidticos. Los es-
tudios realizados en peces se han enfocado en eva-
luaciones in vitro e in vivo de las respuestas celulares
y humorales, la modulacidn de la transcripcién génica
y los efectos de resistencia frente a patdogenos de in-
terés; mostrando, de manera general, efectos positi-
vos sobre el estado inmunolégico de los peces y su
resistencia a enfermedades (Vasquez et al., 2012).

Vacunas contra ectoparasitos

Los ectoparasitos complejos son, probablemente, los
organismos contra los cuales sea mas dificil desarro-
llar una vacuna. Esto se debe a que viven en el exte-
rior del hospedero y los érganos que estan en contac-
to con él evolucionan constantemente, de forma tal
que el sistema inmune no los reconozca y por tanto,
no logre dafiarlos o destruirlos (Raynard et al., 2002).
El control de las infestaciones por ectoparasitos se ha
basado principalmente en el empleo de acaricidas,
pero se ha demostrado que no son efectivos ni renta-
bles, debido a que los parasitos han desarrollado re-
sistencia ante ellos y ademas son perjudiciales para el
ambiente. La vacunacidn es una alternativa emergen-
te que demostrd tener ventajas sobre los acaricidas
respecto al costo-beneficio, prevencion de la polucion
ambiental y la aparicién de resistencia (Canales et al.,
2010). Adicionalmente, el desarrollo de vacunas basa-
das en antigenos de artropodos vectores es una alter-
nativa para el control de las infestaciones y la capaci-
dad del vector de transmitir virus y bacterias perjudi-
ciales para la salud humana y animal (Moreno-Cid et
al., 2013).

El desarrollo de vacunas contra ectoparasitos es toda-
via incipiente y complejo. Hasta el momento sdlo
existe una vacuna comercialmente disponible Gavacy
es contra la garrapata del ganado tropical, Rhipicep-
halus (Boophilus) microplus Can (Willadsen, 2004). El
enfoque utilizado para desarrollar esta vacuna esta
basado en el empleo de un antigeno oculto, los cua-
les son moléculas del parasito que no entran en con-
tacto con el sistema inmune del hospedero durante
las infestaciones (Willadsen et al., 1988). Esto provo-
ca que los parasitos no desarrollen estrategias para
escapar a la accidon de una repuesta contra ellos
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(Nuttall, 2006). En este sentido, el antigeno oculto
empleado en Gavac es Bm86, una glicoproteina pre-
sente en la parte externa de la membrana celular di-
gestiva del intestino de la garrapata (Bastos et al.,
2010). El modo de accidn de la vacuna consiste en
que los anticuerpos contra Bm86 presentes en la san-
gre del hospedero sean ingeridos por las garrapatas,
estos se unen a las células digestivas del intestino y
causan un incremento en la permeabilidad de la
membrana celular, lo que conlleva posteriormente a
la lisis celular. Como resultado del dafio al intestino,
aumenta la tasa de mortalidad y en las hembras so-
brevivientes hay una reduccion de la fecundidad (de
la Fuente et al., 2005). La seguridad y eficacia de las
vacunas basadas en el antigeno Bm86 se han demos-
trado en numerosos experimentos y su uso comercial
por mas de 10 afios (Cobon et al., 1995; Willadsen et
al., 1996; de la Fuente et al., 1998, 1999, 2007; Jons-
son et al., 2000; Garcia-Garcia et al., 2000; Rodriguez
et al., 2004; Willadsen et al., 2006; Sudrez et al., 2016)

La tecnologia del ADN recombinante ha permitido la
produccion de antigenos a gran escala para el desa-
rrollo y comercializacién de vacunas contra vectores
ectoparasitos. Escherichia coliy Pichia pastoris son los
sistemas de expresion mas utilizados para la produc-
cion de estos antigenos debido a su rdpida multiplica-
cién y bajo costo industrial (Canales et al., 2010).

Estudios recientes sugieren que las proteinas quimé-
ricas basadas en la subolesina son buenos candidatos
como antigeno oculto para el control de infestaciones
por artrépodos vectores (Canales et al., 2010). En es-
te sentido, Moreno-Cid et al., (2013) compararon el
efecto de la vacunacién en ratones con dos quimeras
Q38 y Q41, basadas en la fusion de varios epitopos B
conformacionales de las subolesinas de Ixodes scapu-
laris y Aedes albopictus. Ambas proteinas se expresa-
ron en E. coliy se adyuvaron con Montanide ISA 50v2
para potenciar la respuesta inmune. Adema3s realiza-
ron un ensayo de reto con Ixodes ricinus, A. albopic-
tus y Phlebotomus perniciosus para probar el efecto
de la vacunacién en la fertilidad, muda, ovoposicion y
mortalidad de estos ectoparasitos. Como resultado,
la respuesta de anticuerpos generada por los ratones
contra ambas quimeras fue significativamente mayor
respecto al grupo control. La inmunizacién con la qui-
mera Q41 redujo la supervivencia y fertilidad de los
mosquitos en un 99%, mientras que la vacunacion
con Q38 mostré un mayor efecto en la disminucién
de la ovoposicién en mosquitos (28%) y acaros (26%).
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Ademas de la subolesina, el factor de elongacién lay
la ubiquitina son nuevos candidatos para el control
de las infestaciones por ectoparasitos (Almazan et al.,
2012). En este sentido, Almazan et al., (2012) obtu-
vieron en E. coli tres proteinas quiméricas: SUB-
MSP1a, EF1a-MSP1a y UBQ-MSP1a constituidas por la
subolesina, el factor de elongacién 1a (EF1a) y la ubi-
quitina (UBQ) de R. microplus fusionadas a la proteina
MSP1a de la superficie de la bacteria Anaplasma mar-
ginale, respectivamente. Con el objetivo de evaluar el
efecto protector de las quimeras, se realizé un ensa-
yo de inmunizacion y reto en vacas con tres formula-
ciones vacunales compuestas por las proteinas y el
adyuvante Montanide ISA 50v2. Finalmente, la vacu-
nacién con la quimera SUB-MSP1la mostré la mayor
eficacia (81%) en el control de las infestaciones por R.
microplus.

Con el propdsito de evaluar la eficacia de la proteina
SUB-MSP1a en el control de las infecciones secunda-
rias por ectoparasitos vectores Torina et al., (2014)
realizaron un ensayo de inmunizaciéon en grupos de
ganado vacuno (N=66) y ovino (N=256) bajo condicio-
nes de campo. Como resultado obtuvieron que el
principal efecto de la vacunacién en las vacas fue la
reduccién del porcentaje de animales infestados pero
no se redujo el grado de infestacidn, mientras que en
las ovejas el efecto fue el opuesto que en las vacas.
Ademas, se mostrd una disminucion en el peso de las
hembras de ectopardsitos colectados en ambos gru-
pos de animales. En cuanto a las infecciones secunda-
rias, se encontrd una baja seroprevalencia de Babesia
bigemina en vacas y de A. marginale en ovejas. Estos
resultados proveen nuevas evidencias para respaldar
que las vacunas basadas en subolesina tienen efecto
doble en el control de las infestaciones por ectopara-
sitos y en la transmision de patégenos microbianos.

Teniendo en cuenta los antecedentes descritos en va-
cunas contra garrapatas, el concepto de antigeno
oculto que se utilizé para desarrollar exitosamente la
vacuna Gavac lo siguieron varios grupos de investiga-
dores interesados en desarrollar una vacuna exitosa
contra los piojos de mar (Reilly y Mulcahy, 1993;
Grayson et al., 1995; Raynard et al., 2002). El modo
de accién de una vacuna contra los piojos de mar es-
taria basado en que el parasito ingiera los anticuer-
pos del salmén. Estos anticuerpos podrian interactuar
con proteinas presentes en las células del intestino,
ocasionando un dafio que impida el correcto funciona-
miento del mismo. Esto conllevaria a una reduccién de
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la nutricidn, la fisiologia, la sobrevivencia o la fecundi-
dad del patégeno (Raynard et al., 2002).

Para que este enfoque sea valido es necesario que
exista una semejanza bioldgica en la relacion parasito
-hospedero y en la fisiologia digestiva del piojo de
mar con los pardsitos hematéfagos de mamiferos.
Ademas, las propiedades fisicas y bioquimicas del in-
testino de este parasito deben permitir que los anti-
cuerpos del salmén funcionen. Se conoce que la san-
gre es un componente importante en la dieta de
hembras adultas de L. salmonis, a diferencia de los
machos adultos y pre-adultos. Sin embargo, existen
diferencias importantes entre el consumo de sangre
del piojo de mar y los parasitos hematdfagos, como la
garrapata del ganado. Las garrapatas, a diferencia de
los piojos, tienen en la boca estructuras especializa-
das para la ingestién de sangre y consumen una gran
cantidad en relacion al tamafio de su cuerpo. Los pio-
jos de mar no sélo se alimentan de la sangre de sus
hospederos, sino también del mucus y de la piel, por
lo que ingieren pocos anticuerpos en comparacion
con las garrapatas. Por tanto, se debe identificar un
antigeno critico que pueda causar el mayor dafio con
poca exposicion de anticuerpos (Raynard et al.,
2002).

En los uUltimos afios se investigaron varias proteinas
con el objetivo de utilizarlas como candidatos vacuna-
les en el control de las infestaciones por piojos de
mar. Entre estas moléculas se encuentran las tripsi-
nas, catepsinas, proteinas semejantes a la vitelogeni-
na y proteinas de adhesion al hospedero (Ross et al.,
2008). En este sentido, Ross et al., (2012) obtuvieron
un antigeno quimérico basado en la tripsina de L. sal-
monis y epitopos T del virus del tétano. Para probar la
efectividad del mismo realizaron un ensayo de inmu-
nizacion y reto en S. salar. Los peces se inmunizaron
con dos formulaciones de la vacuna con tripsina: A/B
(tripsina recombinante + epitopos T del virus del té-
tano) y Y/Z: (sélo tripsina recombinante) y, como ad-
yuvante, se utiliz6 Montanide ISA 763 A VG. Como re-
sultado obtuvieron que los peces tratados con la va-
cuna A/B mostraron la mayor reduccién de piojos de
mar por centimetro y gramo de pez, que los tratados
con la vacuna Y/Z.

Por otra parte, Carpio et al., (2011) y Carpio et al.,
(2013) caracterizaron un nuevo gen denominado
my32 (ortélogo de las proteinas akirin-2 de mamife-
ros y subolesina de artropodos) en las especies Cali-
gus rogercresseyi (my32-Cr) y L. salmonis (my32-Ls).
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Estos investigadores evaluaron la funcién del gen
my32-Cr mediante experimentos con ARN de interfe-
rencia (ARNi) y observaron una reduccion del nimero
de ectoparasitos en los grupos de peces tratados.
Ambas proteinas se expresaron en E. coli y se purifi-
caron por cromatografia de afinidad a quelatos meta-
licos bajo condiciones desnaturalizantes obteniéndo-
se con un 95% de pureza. Ademas, en un ensayo de
inmunizacién y reto con la proteina my32-Cr adyuva-
da en Montanide 888 VG obtuvieron una reduccion
significativa del nimero de parasitos por pez, princi-
palmente en la segunda generacion de los piojos de
mar (Carpio et al., 2011). Adicionalmente, demostra-
ron la capacidad de inducir una respuesta de anti-
cuerpos especificos en tilapias (O. niloticus) y en rato-
nes (Mus musculus), en un ensayo de inmunizacién
con la proteina my32-Ls adyuvada en Montanide 888
VG (Carpio et al., 2013).

Siguiendo esta linea, Acosta et al., (2014) realizaron
un ensayo de inmunizacidn en tilapias con la proteina
my32-Ls y el péptido antimicrobiano de tilapia
Oreochromicin-1 formulados en Montanide 888 VG.
A los 28 dias post-inmunizacién la respuesta de anti-
cuerpos IgM anti-my32-Ls generada por los peces re-
sulto significativa respecto al grupo control. Estos re-
sultados indican que la proteina my32 puede ser un
blanco prometedor para el desarrollo de una vacuna
que controle las infestaciones por piojos de mar.

El empleo de adyuvantes, potentes y seguros, consti-
tuye un aspecto de marcada relevancia en el disefio
de una vacuna. Su papel principal es mejorar la pre-
sentacidn del antigeno al sistema inmune, preservar
la integridad conformacional de éste y prolongar la
exposicion al sistema inmune del mismo. Debe ser
biodegradable, biocompatible y efectivo después de
una dosis Unica (Kurella et al., 2000). Como se men-
ciond anteriormente, la serie de adyuvantes Monta-
nide es ampliamente utilizada en estudios de inmu-
nogenicidad en diversos grupos animales. Son adyu-
vantes oleosos compuestos por aceite mineral, desa-
rrollados para preparar emulsiones tipo agua en acei-
te (W/0) (Tafalla et al., 2013). El mecanismo de ac-
cion de este tipo de adyuvante consiste en la forma-
cion de un depdsito en el sitio de inyeccidn, permi-
tiendo una liberacidn lenta del antigeno que mejora
la estimulacion de las células plasmaticas productoras
de anticuerpos. Por lo tanto, pertenecen a la catego-
ria de adyuvantes denominados facilitadores de la se-
fial tipo 1 cuya funcidén es, en primera instancia, la

REVISTA CUBANA DE CIENCIAS BIOLOGICAS

RNPS: 2362 « ISSN: 2307-695X « VOL. 5 + N.°3+ FEBRERO 2017 — JUNIO « 2017 «pp. 1- 14



INTERACCION PI0JO DE MAR-HOSPEDEROS: DESARROLLO DE VACUNAS 11

presentacion del antigeno a las células del sistema in-
mune (Martinez, 2012). Debido a su estabilidad, baja
toxicidad y reactogenicidad (Roestenberg et al., 2008)
se recomienda su UsSO en vacunas para peces, en es-
pecial para salmdnidos (Evensen, 2009).

Consideraciones finales

El desarrollo de vacunas eficaces para el control de
las infestaciones por piojos de mar en la acuicultura
requiere de una profunda investigacion del ciclo de
vida y la inmunologia de estos ectoparasitos, ademas
de las interacciones que establecen con sus hospede-
ros durante la infestacion. En la ultima década, con el
desarrollo de la ingenieria genética, se han obtenido
resultados promisorios en la obtencion de candidatos
vacunales que emplean como antigenos proteinas de
unién al hospedero, tripsinas, entre otras, y Monta-
nide vegetal (VG) como adyuvante. No obstante, no
existe hasta el presente ninguna formulacién vacunal
que permita controlar las infestaciones de los salmé-
nidos con piojos de mar.
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