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RESUMEN

Dentro de la actividad de acuicultura, que es de las mas impor-
tantes del mundo, existen factores que impiden el desarrollo
esperado y causan pérdidas de millones de ddlares. Uno de es-
tos factores es la vibriosis, una de las enfermedades mas infec-
ciosasyquetiene ungranimpacto en esta actividad. El objetivo
de este articulo es exponer las caracteristicas de esta enferme-
dad que dafa a los peces de las zonas tropicales y subtropica-
les en todo el mundo, ademas de exponer todas las vacunas
que existen para tratar de erradicarla. Actualmente existen 26
vacunas de uso comercial, pero la mayoria estan dirigidas pa-
ra el salmoén del Atléntico y se ha dejado desprotegidas a mu-
chas otras especies de peces, ademas de los altos costos de pro-
duccién de vacunas. A pesar de que existen estos antibiéticos
para la trata de la vibriosis, el uso inadecuado ha traido como

consecuencia la creacién de cepas mas dafinas.
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ABSTRACT

Among the aquaculture activity, which is among the most im-
portant in the world, there are factors that impede the expect-
ed development and cause losses of millions of dollars. One
of these factors is vibriosis, one of the most infectious diseas-
es and it has a great impact on this activity. The objective of
this article is to expose the characteristics of this disease that
damages fish in tropical and subtropical zones around the
world, in addition to exposing all the existent vaccines to try
to eradicate it. There are currently 26 vaccines in commercial
use, but most are aimed at the Atlantic salmon and many other
fish species have been left unprotected, in addition to the high
costs of vaccine production. In spite of the existence of these
antibiotics to treat vibriosis, improper use has resulted in the

creation of more harmful strains.
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La acuicultura es el sector primario de mas rapido crecimiento en el mundo; sin embargo,
las enfermedades infecciosas representan un impedimento importante para el desarrollo de
esta actividad y son la causa mas importante de pérdidas econémicas. Se calcula que el 10%
dela produccién acuicola mundial se ve afectada por enfermedades infecciosas, lo que repre-
senta mas de diez mil millones de ddélares en pérdidas anuales para el sector (Adams, 2019).

En este contexto, la vibriosis es una de las enfermedades infecciosas mas graves que
afectan a peces en zonas tropicales y subtropicales del mundo, causando una alta morta-
lidad en la acuicultura. Entre los patégenos que pueden causar la vibriosis se encuentran
Vibrio harveyi, V. parahaemolyticus, V. alginolyticus y V. anguillarum. Aunque los antibioticos
pueden ser muy efectivos en el tratamiento de enfermedades bacterianas, su uso inapro-
piado ha dado lugar a la generacion de cepas de bacterias resistentes, ademas de causar
dano al ambiente.

Por ello, desde hace algunas décadas, las vacunas se reconocen como una forma segu-
ra, ecoldgica y eficiente para controlar las enfermedades infecciosas. Una vacuna le con-
fiere proteccién a un organismo contra enfermedades infecciosas. Actualmente existen 26
vacunas comerciales para peces; sin embargo, estan dirigidas principalmente al salmoén del
Atlantico (Salmo salar), mientras que para otras especies de peces su uso estd poco esta-
blecido debido a que no existen opciones para ellas, bajo rendimiento o elevado costo
(Ma et al., 2019).

La mayoria de las vacunas comerciales utilizan patégenos muertos que se administran
por inyeccién intraperitoneal, aunque en algunos paises esta permitido el uso de vacunas de
organismos atenuados, por ejemplo, en Estados Unidos donde se utilizan en el bagre (/cta-
lurus punctatus). El uso de organismos completos en vacunas representa un problema cuan-
do éstos son dificiles o costosos de cultivar, aunado a que los organismos atenuados pueden
recuperar su virulencia.

Por ello, la busqueda de nuevas alternativas ha llevado al desarrollo y autorizacién de
una vacuna de ADN contra necrosis hematopoyética infecciosa y de una vacuna basada
en un péptido contra el virus de la necrosis pancreatica infecciosa para peces, en Canada
y Noruega, respectivamente. Por otro lado, las vacunas comerciales para peces se formu-
lan para ser administradas por diferentes vias, dependiendo de la edad y el tamano del
pez. Las vias de administracién incluyen la via oral (mediante mezcla con el alimento), la
inmersion (o bano) y la inyeccién por via intraperitoneal o intramuscular.

La vacunacion por inyeccion normalmente provee la proteccion mas alta, aunque esta
asociada con un manejo intensivo y estrés para los organismos. Debido a esto, la adminis-
tracion oral se considera la ruta ideal para administrar sustancias bioactivas en peces de cul-
tivo. El uso de vacunas orales en peces representa facilidad para los acuicultores, ahorro de

tiempo, bienestar animal y menores costos de manipulacién. Sin embargo, uno de los retos
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alos que se enfrentan las vacunas orales es el riesgo de degradacién de los compuestos acti-
vos en el ambiente intestinal hostil antes de que llegue de manera efectiva al sitio de accion
donde se producira la respuesta inmunitaria.

Una de las alternativas que se han explorado para aumentar la efectividad de las vacu-
nas orales es el uso de nanovacunas. Las nanovacunas son vacunas suministradas utilizan-
do particulas (nanoparticulas) que tienen un tamano inferior a los 100 nanémetros (nm). Un
nanémetro equivale a una mil millonésima parte de un metro y, poniéndolo en perspectiva,
para dimensionar su tamafo, un nanémetro es alrededor de 1/80000 parte del didmetro de
un cabello humano, es decir, una hoja de papel tiene unos 100,000 nm de espesor.

En las nanovacunas, las nanoparticulas son las encargadas de llevar (o acarrear) el com-
ponente vacunal (proteina, péptido, entre otras moléculas) al sitio donde se llevara a cabo
la respuesta. Las ventajas del uso de nanoparticulas como acarreadoras de vacunas incluyen
mejorar la estabilidad, promover la proteccién contra la degradacién digestiva y tener pro-
piedades adyuvantes, las cuales son sustancias que tienen la capacidad de potenciar los efec-
tos de las vacunas. Aunque sus beneficios son evidentes, el desarrollo de nanovacunas pre-
senta ciertos retos, como la dificultad de producirlas con propiedades estables, su potencial
toxicidad y, ademads, que su distribucidn en sistemas biolégicos no esta bien dilucidada, al
igual que su eliminacion.

La citotoxicidad de una nanoparticula estard determinada por diversos factores, entre los
que se incluyen sus propiedades fisicoquimicas, como el tamaiio, la forma, la carga, la via de
exposiciony la dosis. Existen dos enfoques por los cuales se pueden obtener nanoparticulas:
el primero es el enfoque descendente, donde un material a macroescala es transformado en
finas particulas de tamafios nanométricos mediante métodos fisicos, como la molienda o la
litografia, y el segundo se trata del enfoque ascendente, donde las nanoparticulas son sinte-
tizadas por métodos quimicos a partir de precursores atébmicos o moleculares.

La naturaleza quimica de las nanoparticulas es muy variada, pero se pueden dividir en
organicas, inorganicas y con base de carbono. En el caso de las nanovacunas para peces, las
mas investigadas son aquellas que estan basadas en el uso de nanoparticulas organicas, prin-
cipalmente las de quitosano polimérico y de acido poli (lactico-co-glicélico) (PLGA) (Shaalan
etal.,, 2016). No obstante, se ha encontrado que las nanoparticulas de oro (AuNPs) tienen una
alta estabilidad, baja citotoxicidad y alta biocompatibilidad. Ademads, las AUNPs pueden ser-
vir como adyuvantes, pues mejoran su actividad en el organismo donde se administran, lo
que las convierte en candidatas para ser utilizadas como acarreadoras de vacunas (figura 1).

En este contexto, una linea de investigacién que se sigue en el Grupo de Inmunologia y
Vacunologia del Centro de Investigaciones Biolégicas del Noroeste (CIBNOR), en colaboracion
con la Universidad Auténoma de San Luis Potosi (UASLP), es obtener y caracterizar la forma,

tamafo y carga de una vacuna basada en AuNPs y en un péptido proveniente de la toxina A
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de la bacteria Vibrio parahaemolyticus, como una alternativa para ser usada como nanovacu-

na oral contra V. parahaemolyticus en peces.

Figura 1
Nanovacuna basada en nanoparticulas de oroy

un péptido de la bacteria Vibrio parahaemolyticus
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Método

Las nanoparticulas de oro fueron sintetizadas por el método de Turkevich. Este es un méto-
do quimico donde a&tomos de oro provenientes de una sal de oro son quimicamente reduci-
dos a oro metdlico y, al comenzar a unirse, forman pequefos grupos de dtomos agregados
llamados centros de nucleacién, a los que posteriormente se les unirdn mas atomos hasta al-
canzar tamanos entre nueve y 120 nanoémetros.

La reduccién del oroy la estabilizacion de las nanoparticulas se logra mediante la adicidn
de citrato de sodio. Luego de la sintesis, las nanoparticulas de oro, cuya carga superficial es
negativa, fueron puestas en contacto con el péptido, proveniente de la toxina A de la bacte-
ria V. parahaemolyticus, que presenta una carga positiva para que, mediante fuerzas fisicas,
se adhiriera sobre la superficie de las nanoparticulas.

Posteriormente, se realizé la caracterizacidn fisicoquimica de las nanoparticulas y de las
nanoparticulas con el péptido. Los espectros de absorcién de las AUNPs desnudas (sin pép-
tido) y las AUNPs con el péptido adsorbido fueron obtenidos por la técnica de espectrofoto-
metria ultravioleta-visible (UV-Vis). Ademas, la muestras se caracterizaron por dispersion de

luz dindmica y electroforética (Malver-Zetasier nano ZS), con el fin de determinar el tamafio
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y la carga superficial de las estructuras antes y después de las modificaciones debidas a la
adicion del péptido. La forma y el tamano de las nanoparticulas desnudas se determiné por

medio de microscopia electrénica de transmision (TEM).

Resultados

En las absorciones 6pticas que se midieron antes y después de agregar el péptido a las nano-
particulas de oro se encontré que el pico de maxima absorcidn para las nanoparticulas sin
péptido se ubica en 525 nmy en 575 nm para la nanovacuna. La imagen obtenida por TEM de

las AuNPs se muestra en la figura 2.

Figura 2
Micrografia de nanoparticulas de oro (19+5)*
sintetizadas por el método de Turkevich

Imagen obtenida por microscopia electrénica de transmision (TEm) en el Centro de Investigacion
en Ciencias de la Salud y Biomedicina (CICSAB) de la UASLP.
* Es el valor del didmetro hidrodinamico en nm, obtenido en el equipo de dispersion dindmica de luz

al dispersar las AuUNPs con péptido, en una solucion fisioldgica a pH 7.4 (buffer de fosfatos).

En la imagen se observan particulas que tienen forma esférica, con un tamano de alre-
dedor de los 16 nm. Los valores del didmetro y la carga obtenidos por medio de las técni-
cas de dispersion de luz dindmica y electroforética se presentan en la tabla 1. Las AuNPs sin
péptido tienen una carga superficial negativa de-48 miliVolts, mientras que la carga dela nano-
vacuna es de -5.6 miliVolts. Ademas, se encontré que el didmetro de las AuNPs desnudas

cuando estén en solucién es de 19 nmy que aumenta a 317 nm cuando se agrega el péptido.
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Tabla 1

Tamafo y carga superficial de nanoparticulas de oro (AuNPs) y nanovacuna

Muestra Tamanho (nm + DE) Carga superficial (mV+ DE)
AuNPs 19+5 -48
Nanovacuna 317 £ 109 -5.6

Discusion

En los procesos de sintesis de nanoparticulas no es posible observar de forma directa lo que
esta ocurriendo ni tampoco si el producto de la sintesis contiene nanoparticulas debido a
que, por su tamano, son imperceptibles al ojo humano e incluso al microscopio éptico. Sin
embargo, una manera rapida de obtener informacién es utilizando técnicas opticas, como
la espectrofotometria. Las mediciones mediante espectrofotometria UV-Vis arrojan una cur-
va (conocida como espectro de absorcion) que representa la luz absorbida por la muestra al
hacer pasar por ella un laser.

Las AuNPs con formas esféricas y tamafos menores a los 100 nm tienen un espectro de
absorcion con un pico maximo entre las longitudes de onda de 520 y 580 nm. En general,
entre mayor sea la longitud de onda del pico maximo, mayor serd el tamafo de las nano-
particulas de oro. Esto significa que un cambio en el espectro de absorcién también repre-
senta un cambio en la superficie de las nanoparticulas.

En el caso de las nanoparticulas de oro sintetizadas en este trabajo, presentan un solo pi-
co de absorcién, lo que indica que se trata de nanoparticulas con formas esféricas. Ademas,
el hecho de que exista un movimiento en la longitud de onda del pico de maxima absorcion
de la nanovacuna (575 nm) con respecto a las nanoparticulas sin péptido (525 nm) es una pri-
mera evidencia para suponer que hubo un cambio en la superficie de las AuNPs al anadir el
péptido y que éste se adhirié logrando aumentar el tamano de las nanoparticulas.

La microscopia electrénica, a diferencia de la microscopia éptica, utiliza un haz de elec-
trones que permite obtener imagenes de objetos con tamanos del orden de nanémetros. La
medicién de los didmetros individuales de las nanoparticulas que se observan en las image-
nes obtenidas por TEM permiten determinar su tamafio promedio.

El tamafno es uno de los factores que determinan la citotoxicidad de nanoparticulas. Se
ha encontrado un efecto citotéxico en nanoparticulas de oro con tamafos menores de 2 nm,
mientras que las que tiene tamafos mayores a los 15 nm no son téxicas, por lo que las nano-
particulas de oro sintetizadas para este trabajo son potencialmente seguras. Adicionalmen-
te, las imagenes obtenidas por TEM confirman que la forma de las nanoparticulas de oro es
esférica.

La informacion que se obtiene de las técnicas de caracterizacién de nanoparticulas es

complementaria. En este caso, conocer la forma de las particulas permite seleccionar la
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técnica adecuada para conocer otros pardmetros importantes. Por ejemplo, las técnicas ba-
sadas en la dispersién de la luz ofrecen informacion sobre el tamano y la carga de las nano-
particulas, siempre y cuando se trate de muestras con estructuras esféricas, que conservan
su individualidad y se encuentran dispersas en agua u otro solvente.

En la técnica de dispersion de luz dinamica se mide la velocidad del movimiento de las
particulas y se relaciona con su tamafo, bajo la premisa de que las particulas con tamaros
pequenos se mueven mas rapido que las particulas con tamafios mayores. Cabe mencionar
que el tamafo que se obtiene por esta técnica es conocido como didametro hidrodindmico, y
se refiere al didmetro que las particulas tienen en solucion, donde estan en interaccion con
otras moléculas, por lo que es mayor al didametro que se obtiene en una muestra seca.

Esta es la razén por la cual en este estudio el didmetro de las nanoparticulas de oro ob-
tenido por dispersién dinamica de luz (19 nm) es mayor al obtenido por microscopia elec-
trénica (16 nm). El aumento de tamafo de la nanovacuna (317 nm) con respecto a las nano-
particulas de oro (19 nm) y el cambio en la carga de la superficie (de -48 a -5.6 mV) confirma
la unién del péptido a las nanoparticulas. El tamario real de las AuUNPs con péptido puede ser
menor a 317 nm; sin embargo, otro dato claro de la interaccion del péptido con las AuNPs
es el cambio en el pico de absorcidén maxima en el UV-Vis, como se describié anteriormente.

En cuanto a la técnica de dispersién de luz electroforética, la velocidad del movimien-
to de las nanoparticulas a través de un campo eléctrico se relaciona con su carga y las
nanoparticulas se verdn mayor o menormente atraidas hacia los electrodos con carga opues-
ta, dependiendo de su propia carga. La carga esta relacionada con la estabilidad de las nano-
particulas. Los valores por encima de los + 30 miliVolts representan una alta estabilidad, lo
que evita el riesgo de que pierdan su tamafno nanométrico en poco tiempo.

El hecho de que la nanovacuna no tenga altos valores de carga implica que su almace-
namiento a largo plazo es poco conveniente. Sin embargo, las nanoparticulas de oro des-
nudas son altamente estables, por lo que es posible almacenar de manera independiente
las nanoparticulas y el péptido hasta su uso como nanovacuna. Es decir, que la preparacién
de la formulacién se puede realizar mezclando las nanoparticulas con el péptido justo an-

tes de usarse.

Conclusiones

En este trabajo se describid la caracterizacion de un sistema con potencial para ser utilizado
como nanovacuna en peces utilizando nanoparticulas de oro y un péptido proveniente de la
toxina A de la bacteria Vibrio parahaemolyticus. Los estudios realizados muestran que se lo-
gré obtener una nanovacuna con caracteristicas fisicoquimicas adecuadas para ser adminis-
trada en sistemas bioldgicos, por lo cual la siguiente etapa es evaluar la citotoxicidad y el po-

tencial inmunoestimulante e inmunoprotector de la nanovacuna en peces.

ARo 16, nim. 40, noviembre 2020-marzo 2021 7
ISSN: 2007-1760 (impreso) 2448-9026 (digital) | poi: 10.30973/inventio/2021.16.40/7



El conocimiento sobre la inmunomodulacién en las mucosas por nanoparticulas modi-
ficadas con subunidades permitira dilucidar las células blanco, mecanismos (inductores, re-
guladores y efectores) y actividades funcionales, contribuyendo al conocimiento para la ma-

nipulacién del sistema inmune de las mucosas en modelo de pez.
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