Vacunas

Transcriptomica sanguinea
revela como las vacunas
remodelan la respuesta inmune
de salmén del Atlantico frente
a patogenos
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Resumen

La salmonicultura chilena enfrenta
desafios persistentes asociados
a patégenos como Piscirickettsia
salmonis y Caligus rogercresseyi.
La vacunacién constituye una
estrategia sostenible para reducir
el uso de antibiéticos y mejorar
la salud de los peces. Si bien la
mayoria de los estudios En este
estudio se evalué el transcriptoma
de células sanguineas de salmén del
Atlantico inmunizados con la vacuna
recombinante IPath y dos vacunas
comerciales, frente a desafios
sucesivos con ambos patégenos.
Los resultados demostraron que,
aunque las vacunas comerciales

ofrecen mayor proteccion clinica
frente a P. salmonis, IPath promovié
una respuesta transcriptémica mas
robusta, activando vias relacionadas

con homeostasis del hierro,
sefalizaciéon del HIF-1, apoptosis
y ferroptosis, lo que indica un rol
inmunometabédlico complementario
al de las vacunas comerciales.
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Introduccion

La salmonicultura chilena es un pilar
productivo del sur del pais, pero enfrenta
desafios sanitarios persistentes que
limitan su sostenibilidad. Entre ellos
destacan la  Septicemia  Rickettsial
Salmonidea  (SRS),  causada  por
Piscirickettsia salmonis, y la Caligidosis,
provocada por Caligus rogercresseyi.
Ambas enfermedades generan altas
mortalidades y pérdidas econdmicas,
incrementando la  dependencia de
antibidticos y antiparasitarios, cuyo uso
intensivo ha favorecido la aparicién
de resistencias (Bravo y col, 2015b;
Henriquezy col., 2016; Rozas-Serri, 2022).

La vacunacién se ha consolidado como
una estrategia clave para reducir el uso
de antibidticos en la acuicultura (Maisey,
2016). En Chile se han desarrollado
vacunas contra P salmonis, tanto
inactivadas como la viva atenuada LiVac
SRS, con eficacia variable en condiciones
de campo (Pontigoy col., 2021).

También se han probado vacunas
experimentales contra C. rogercresseyi,
dado que este ectoparasito no solo
dafia al pez, sino que lo predispone
a infecciones secundarias. Entre ellas
destaca la vacuna recombinante IPath,
basada en proteinas quiméricas de

transferrina y ferritina, que en ensayos
preliminares redujo cargas de piojo de
mar y afecté su biologia (Valenzuela-
Mufioz y col., 2021). Asimismo, BlueGuard
es una vacuna comercial polivalente
inactivada usada en Chile, que combina
antigenos de varios patogenos, entre ellos
P.salmonis.

El hierro ocupa un rol central en la
interaccién hospedero-patégeno. Este
micronutriente es esencial para multiples
procesos  celulares, pero también
indispensable para la proliferacion
de bacterias y parasitos. Durante la
infeccion, el pez activa mecanismos de
inmunidad nutricional para restringir
la disponibilidad de hierro y limitar la
proliferacion de patégenos (Gehrery col.,
2023; Schaible & Kaufmann, 2004).

Se ha demostrado que P. salmonis
depende del hierro del hospedero para
su replicacion  (Valenzuela-Miranda &
Gallardo-Escérate, 2018), mientras que
infestaciones por C. rogercresseyi alteran
genes reguladores como hepcidina vy
hemo-oxigenasa (Valenzuela-Mufioz
& Gallardo-Escarate, 2017b). Estas
evidenciasrespaldaneldisefiodevacunas
como IPath, orientadas a modular el
metabolismo férrico como estrategia
defensiva.



Una alternativa novedosa para evaluar
estas respuestas es la transcriptomica de
células sanguineas. A diferencia de los
mamiferos, los peces poseen eritrocitos
nucleados capaces de transcribir ARN
(Glomski y col,, 1992; Morera y col,
2011), lo que convierte a la sangre en
una ventana accesible al estado inmune
y metabdlico del organismo. Estudios
en trucha y rodaballo han demostrado
que el perfil transcriptémico de la sangre
refleja infecciones y estrés, constituyendo
un biomarcador temprano de inmunidad
(Nombelay col., 2017; Ronza y col., 2021).
Sin embargo, en salmén del Atléntico este
enfoque aun es incipiente.

En este estudio se evalud, mediante
transcriptdbmica sanguinea, la respuesta
inducida por la vacuna recombinante
IPath frente a vacunas comerciales, bajo
un modelo experimental de coinfeccion
con C. rogercresseyiy P. salmonis.

Metodologia
Diseiio experimental

Juveniles de salmén del Atlantico
(=80 g) fueron distribuidos en cuatro
grupos: un control (PBS + adyuvante),
un grupo vacunado con la formulacién
recombinante IPath, otro con las vacunas
comerciales BlueGuard SRS (inactivada) y

LiVac SRS (viva atenuada), y un cuarto que
combind ambas vacunas comerciales con
IPath (Figura 1A).

Lasvacunas (0,1 mL/pez) se administraron
por via intraperitoneal, y los peces
se mantuvieron en estanques con
condiciones controladas de temperatura,
oxigeno y salinidad hasta alcanzar
400 unidades térmicas acumuladas.
Posteriormente se realizé una infestacion
con 35 copepoditos de C. rogercresseyi
por pezy 25 dias més tarde, una infeccién
intraperitoneal con P salmonis (1x10"8
células/mL). Durante el desafio se
monitored la mortalidad, se calculd el
porcentaje relativo de supervivencia
(RPS)y se cuantificé la carga parasitaria.

Analisis transcriptomico
y validaciones

A los 12 dias post-infeccién se tomaron
muestras de sangre. El ARN total fue
extraido y evaluado para calidad (RIN >
8,0),y se construyeron bibliotecas de cDNA
para secuenciacion en lllumina NovaSeq
6000. Las lecturas fueron alineadas contra
el genomade Salmo salar, identificindose
genes  diferencialmente  expresados
(DEGs) con criterios de significancia
(p < 0,05; [fold-change| = 2). El analisis
funcional incluyé enriquecimiento de
términos de Gene Ontology (GO) y rutas
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Figura 1. (A) Ensayo de vacunacién experimental y coinfeccién con C. rogercresseyiy P. salmonis (B) Abundancia de hembras de
C. rogercresseyi por pez. *Indica diferencias significativas entre los cuatro grupos experimentales (p < 0,005). (C) Probabilidad de
supervivencia del salmén del Atlantico tras la infeccién con P. salmonis (Kaplan-Meier).
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Figura. 2. (A) Representacién en mapa de calor de los perfiles de expresién diferencial para los grupos experimentales: Blueguard + Livac

+ IPath® (B + L + Ip), Blueguard + Livac (B + L), IPath® (Ip) y Control (Ctrl). (B) Representacién en diagrama de Venn del ARNm expresado
diferencialmente en cada grupo experimental vacunado en comparacién con el grupo control (lcambio de plieguel > 2,5, valor p <0,05) (C, D)
Representacién en diagrama de puntos del enriquecimiento en términos GO de Funciones Moleculares (C) y Procesos Biolégicos (D) de los DEG
exclusivos y compartidos de cada grupo experimental vacunado, obtenidos a partir del anélisis de expresién diferencial.
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KEGG, con énfasis en inmunidad innata,
metabolismo del hierro, sefializacién
hipdxica (HIF-1) y ferroptosis.

Resultados

Eficacia de las vacunas frente a C.
rogercresseyiy P.salmonis

La vacunacién con IPath  redujo
significativamente la infestacion por
C. rogercresseyi, con solo 3-4 hembras
adultas por pez en los grupos que la
incluyeron, frente a unas 10 en el grupo
con solo vacunas comerciales (Figura
1B). En el desafio con P salmonis, IPath
retrasé la mortalidad al 50% hasta los 14
dpi, mientras que con B+L+Ip se alcanz6
alos 12 dpiy con B+L a los 9 dpi (Figura
1C). El célculo del RPS confirmé mayor

proteccién clinica con las vacunas
comerciales (86,7% B+L; 83,3% B+L+Ip)
respecto a IPath sola (43,3%). Para
entender el origen de estas diferencias
clinicas, se analizd la respuesta
transcriptémica en células sanguineas.

Perfil transcriptomico global y analisis
funcional

Cada vacuna generd6 un patrén
caracteristico de  expresién  génica
(Figura 2A). Se identificaron tres
clisteres  principales, con  genes
vinculados a reorganizacion celular,
inflamacién y metabolismo. Entre los
méas expresados destacaron [B-timosina
y fibroleukina, relacionadas con control
de la inflamacion, y ferritina, asociada al
metabolismo del hierro.



Del andlisis de expresion diferencial, se
observé un “ndcleo comin” de 812 genes
alterados en todos los grupos vacunados,
lo que evidencia una respuesta inmune
compartida. Sin embargo, cada vacuna
dejé su huella propia: IPath reguld
2411 genes exclusivos, 1.882 genes
exclusivos en B+L y la combinacién
B+L+lp mostré 1.055 genes exclusivos
(Figura 2B). Un hallazgo clave fue que,
independientemente de la formulacion,
todas las vacunas enriquecieron procesos
biolégicos vy funciones moleculares
asociadas al metabolismo y homeostasis
del hierro (Figura 2B,C), confirmando su
rol central como eje inmunitario.

Remodelacion de vias inmunitarias y
metabélicas

El anélisis de vias especificas mostré que
la vacuna contra Caligus activé méas genes
en rutas clasicas de inmunidad innata
como TLRs y apoptosis, reforzando la
deteccién de patdgenos vy la regulacion
de la muerte celular controlada (no
mostrado). Mas relevante aln, esta
vacuna modulé procesos metabdlicos
vinculados al hierro.

En la via de sefializacion HIF-1, se observd
la activacién de genes de metabolismo
anaerébico (glutl, gapdh, enol, pgkl)
y respuesta inflamatoria (stat3, nf-«B),

mientras que hifla permanecié reprimido,
sugiriendo un equilibrio entre respuesta
a hipoxia y control de pseudo-hipoxia
(Figura 3). En la via de ferroptosis, IPath
reguld genes como gpx4, transferrina,
ferritina, slc3a2, lpcat3 y satl, lo que
indica un control fino de la homeostasis
del hierro y de la defensa antioxidante.
La sobreexpresion de gpx4 es clave
para proteger a las células de la muerte
oxidativa, manteniendo su funcionalidad
frente a la infeccién (Figura 4).

Discusion

El andlisis transcriptomico de células
sanguineas demostré que las vacunas

Figura 3. Remodelacién transcripcional de la via de sefalizacién HIF-1 (A) Representacién en mapa de calor de los niveles de expresién (TPM) de
los genes pertenecientes a la via para cada grupo experimental. (B) Anélisis de expresién diferencial representado en un diagrama de Venn para
cada grupo experimental vacunado en comparacién con el grupo control. (C) Representacién en la via de sefalizacién HIF-1 del comportamiento
de cada DEG obtenido para el grupo experimental vacunado con IPath®.
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Figura 4. Remodelacién transcripcional de la via de la ferroptosis (A) Representacién en mapa de calor de los niveles de expresién (TPM) de los
genes pertenecientes a la via para cada grupo experimental. (B) Anélisis de expresién diferencial representado en un diagrama de Venn para

cada grupo experimental vacunado en comparacién con el grupo control. (C) Representacién en la via de la ferroptosis del comportamiento de
cada DEG obtenido para el grupo experimental vacunado con IPath®.

no solo confieren proteccion clinica,
sino que también remodelan de
manera significativa la  inmunidad
del salmoén del Atléntico. Mientras las
vacunas comerciales entregaron mayor
supervivencia frente a P salmonis, la
vacuna recombinante destacé por activar
un repertorio mas amplio de genes vy
rutas metabdlicas, lo que evidencia un
mecanismo complementario de accién.

Un hallazgo comuin fue la activacion
de genes asociados a la homeostasis
del hierro, confirmando que este
micronutriente constituye un recurso
estratégico en la interaccion patégeno-
hospedero. La sobreexpresion de ferritina
y transferrina en los peces vacunados
sugiere que la inmunidad nutricional se
activacomo una primera linea de defensa,
restringiendo el hierro para limitar la
proliferacién de bacterias y parésitos
(Gehrery col., 2023; Schaible & Kaufmann,
2004). Estos resultados coinciden con
evidencias de que P salmonis depende
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del hierro del hospedero (Valenzuela-
Miranda & Gallardo-Escérate, 2018) y las
alteraciones en genes relacionados con
metabolismo férrico duranteinfestaciones
por C. rogercresseyi (Valenzuela-Mufioz &
Gallardo-Escarate, 2017b).

Mas alld del hierro, la vacuna contra
Caligus destacé por modular vias
metabdlicas criticas. La sefializacién HIF-
1 presentd un patrén particular: mientras
hifla se reprimid, genes de metabolismo
anaerébico (glutl, gapdh, enol, pgkl) y
de respuesta inflamatoria (stat3, nf-kB)
fueron activados. Esto sugiere que la
vacuna evitd una sobre-estabilizacién de
hif-1a, que puede conducir a estados de
pseudo-hipoxia perjudiciales (Chepelev
& Willmore, 2011; Myllyharju, 2013) al
mismo tiempo que mantuvo activas rutas
necesarias para sostener el metabolismo
celular bajo infeccién.

En términos préacticos, los peces
vacunados con IPath podrian tolerar

mejor los microambientes hipoxicos
inducidos  por la inflamacién. En
paralelo, la ferroptosis aparecié como
otra via modulada de forma destacada.
La sobreexpresion de gpx4, junto con
ferritina y transferrina, indica que la
vacuna reforzé defensas antioxidantes
que protegen frente a la peroxidacion
lipidica y la muerte celular dependiente
de hierro (Fuhrmanny col., 2020; Lv & Liu,
2023; Zhou y col., 2018). Este balance es
clave: mientras una ferroptosis excesiva
debilita al hospedero, su regulacion
puede contribuir a eliminar células
infectadas por bacterias intracelulares (Lv
& Liu, 2023). Nuestros resultados sugieren
que la vacuna recombinante promovi6
un control fino de esta via, protegiendo
las células sanguineas sin desactivar
mecanismos de defensa.

En contraste, las vacunas comerciales
estimularon principalmente rutas
inmunes clasicas, como la sefalizacién
TLR y la apoptosis, vinculadas a la



deteccién de patdgenosy la regulacion de
lamuerte celular (Diazy col.,2017; El-Zayat
y col., 2019). Si bien estos mecanismos
resultaron efectivos contra P salmonis, no
abordaron con la misma intensidad los
procesos metabdlicos ligados al hierro,
lo que podria explicar la menor amplitud
transcriptémica en comparacién con la
vacuna contra Caligus.

En conjunto, estos hallazgos refuerzan la
utilidad de la transcriptémica sanguinea
como herramienta no letal para
comprender y monitorear la inmunidad
en salmoénidos (Ronza y col, 2021).
Desde una perspectiva aplicada, aportan
evidencia de que integrar estrategias de
inmunidad nutricional, como la quelacién
de hierro, puede complementar a las
vacunas tradicionales y abrir paso al
disefio de vacunas multivalentes de
nueva generacion, mas eficaces frente a
coinfecciones en condiciones productivas
reales (Maisey, 2016; Pontigo y col., 2021).

Conclusiones

Este estudio demuestra que las vacunas
probadas en salmén del Atlantico
inducen  respuestas  transcriptémicas
diferenciadas en sangre, con un sello
comiUn marcado por la regulacion del
hierro como eje inmunitario. Mientras las
vacunas comerciales ofrecieron mayor
protecciéon clinica frente a P. salmonis,
la vacuna recombinante IPath aportd un
valor afiadido al reducir la infestacion
por C. rogercresseyi y activar rutas
inmunometabdlicas mas amplias, como
la sefializacion de HIF-1 y ferroptosis.
Estos resultados confirman el potencial
de la transcriptémica sanguinea como
una herramienta préctica y no letal
para evaluar inmunidad en peces,
abriendo la posibilidad de trasladar este
conocimiento hacia aplicaciones en
terreno.

De cara al futuro, la integracién de
la inmunidad nutricional en nuevas
formulaciones vacunales, junto con el
desarrollo de paneles de biomarcadores
sanguineosy la validacién en condiciones
productivas reales, se perfila como un
camino prometedor hacia vacunas
multivalentes més efectivas y sostenibles,
capaces de enfrentar coinfecciones y
reducir la dependencia de antibiéticos en
la salmonicultura chilena o
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