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Dos décadas de estudio en camarones, mecanismos de
defensa viral de insectos abren el camino para la
produccion de vacunas y la inmunidad anti-viral
hereditaria
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El Profesor Flegel describe los resultados de su investigacion que
condujeron a un gran avance que puede ayudar a disefiar nuevas
vacunas de camaroén y personalizar las poblaciones de camarén SPF
para tolerar todos los principales virus del camarén. En la imagen: En
su estudio se utilizaron camarones tigre negro (Penaeus monodon)
infectados con el originalmente llamado Virus Infeccioso Hipodérmico
y Hematopoyético (IHHNV). Foto de Darryl Jory.

Este articulo contiene noticias de ultima hora de un descubrimiento que deberia ayudarnos a disefar
nuevas vacunas de camarén y adaptar las poblaciones de camaron libres de patégenos especificos
(SPF) para tolerar todos los principales virus del camarén. Desde el principio, debo dejar muy claro que
los virus a los que me refiero son problematicos solo para el camaron y para los productores de
camarén cuya produccion de camarodn puede verse afectada negativamente por ellos. Estos virus no
infectan a los vertebrados, incluidos los humanos, por lo que no representan una amenaza para la
salud humana o animal, excepto para los camarones y quizas

En 1998, mi alumno Tirasak Pasharawipas (ahora profesor en el Departamento de Ciencias Médicas de
la Universidad de Rangsit en Tailandia) y yo formulamos una propuesta segun la cual los camarones y
los insectos se defendian de los virus tolerandolos en lugar de eliminarlos. Llamamos al fenémeno
“acomodacion viral.” Aunque pocas personas estuvieron de acuerdo con nosotros en ese momento,
nuestro grupo de investigacion en el Centex Shrimp
(https://science.mahidol.ac.th/research/shrimp.php) persistié con nuestra investigacion y demostré
que los camarones y los insectos pueden albergar uno o mas virus durante toda la vida sin efectos
negativos. Sin embargo, no conociamos el mecanismo subyacente que lo hizo posible. Todo lo que
sabiamos era que los camarones no tenian anticuerpos y que algo mas debia estar funcionando.

Luego, en 2009, tuve mi “momento eureka” basado en evidencia dispersa y formulé la hipétesis de un
nuevo mecanismo por el cual los camarones y los insectos podrian usar ADN y ARN en lugar de
anticuerpos para defenderse contra patégenos virales (Flegel, T.W., 2009. Hypothesis for heritable, anti-
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viral immunity in crustaceans and insects. Biology Direct. 4, 32; doi: 10.1186/1745-6150-4-36). La
Figura 1 ilustra la hipotesis de 2009 sobre los mecanismos subyacentes al fendmeno de la
acomodacion viral. Sugeri varias formas de probar esta hipétesis con resultados previstos que
apoyarian o contrarrestarian la hipotesis.
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Fig. 1. Diagrama que ilustra la hipdtesis de 2009 sobre los
mecanismos subyacentes al fenédmeno de la acomodacion viral. Tras
la infeccion viral, el ARN mensajero viral (ARNm) es copiado
fragmentariamente en el ADN por el hospedador en una variedad de
longitudes. Algunos fragmentos se insertan en el genoma del
hospedador y pueden ser heredables si se insertan en el genoma de
los évulosy los espermatozoides. Algunos de estos EVE (elementos
virales endégenos) producen ARN antisentido que puede unirse al
ARNm viral y provocar su degradacion para mantener los virus bajo
control.

Cientificos en Francia (el grupo de la Dra. Maria Carla Saleh en el Instituto Pasteur, Paris, Francia) y en
los Estados Unidos (el grupo del Dr. Raul Andino en la Universidad de California, San Francisco, Calif.,
EE. UU.) trabajando con insectos (moscas de la fruta y mosquitos) entre 2013 y 2020, demostraron que
los elementos clave de la hipétesis de 2009 eran correctos para varios virus de ARN. Basicamente, para
acomodar los virus, los camarones y los insectos copian fragmentos de ARN viral en el ADN e insertan
las copias de ADN en su propio genoma. Estos fragmentos de copia se denominan EVE (elementos
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virales enddgenos) que producen ARN antisentido [un ARN monocatenario que es complementario a un
ARN mensajero (ARNm) que codifica una proteina con el que se hibrida y, por lo tanto, bloquea su
traduccion a proteinal. EI ARN antisentido conduce a la degradacién del ARNm viral, lo que mantiene al
virus bajo control. Si el EVE se presenta en évulos o espermatozoides, se transmiten a la siguiente
generacion. Esta es una gran ventaja sobre los anticuerpos que no se pueden transmitir a la
descendencia.

Un resultado sorprendente de la investigacion sobre insectos en Francia fue que los fragmentos de
ADN copiados del ARN viral se presentaban tanto en formas lineales como circulares. Esto no se
predijo en mi hipotesis de 2009 en la que imaginé solo copias lineales de ADN. El informe francés
describié como la copia viral circular de ADN (cvcADN) podria extraerse especificamente de los
insectos, y cdmo la inyeccion del extracto de cvcADN podria proteger a los mosquitos ingenuos de la
muerte tras la exposicion viral. Estaba muy emocionado con estos resultados porque el ADN circular es
muy estable y sugirio que el cvcADN tenia el potencial de servir como una vacuna viral de camarén que
podria sobrevivir al procesamiento de alimentos para administracion oral. Aunque todo el trabajo de
los insectos se realizé con virus de ARN, planteamos la hipétesis, basandonos en mi hipétesis de 2009,
que el ARNm de los virus de ADN también podria servir como obijetivo para la produccion de cvcADN.

Deberia ser posible desarrollar poblaciones de

camaron tolerantes a todos los virus principales.

En los ultimos meses, nuestro grupo en Tailandia ha podido seguir los protocolos de insectos para
extraer cvcADN de camarones infectados con un virus de ADN y demostrar que puede proteger a los
camarones ingenuos contra ese virus. Especificamente, usamos camaron tigre negro (Penaeus
monodon) infectado con IHHNV (Virus Infeccioso Hipodérmico y Hematopoyético, recientemente
rebautizado como Penstylhamaparvovirus 1). Pudimos extraer IHHNV-cvcADN del camaron infectado e
inyectarlo en el camarén blanco del Pacifico (Penaeus vannamei), donde impidi6 la replicacién del
IHHNV. Una preimpresion de este trabajo ya esta disponible en linea en el sitio web de BioRxiv
(https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2021.06.08.447433v1) para aquellos que estén interesados
en los detalles. Los resultados de este trabajo abren el camino para el posible desarrollo de vacunas
cvcADN para camarones.

Cuando el extracto de cvcADN que obtuvimos de P monodon infectado por IHHNV se envio para la
secuenciacion de proxima generacion, NGS [una tecnologia de secuenciacion de ADN que revolucion6
la investigacion gendmica, reduciendo significativamente el tiempo necesario para secuenciar
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genomas), pudimos demostrar que el extracto contenia una variedad de tipos de cvcADN que se
originaron a partir del IHHNV. Esto proporciond la confirmacion final de que los camarones infectados
con IHHNV podrian producir cvcADN, de manera similar a los insectos infectados con virus ARN.

Sin embargo, también hicimos el descubrimiento muy sorprendente de que algunas de las secuencias
de cvcADN en nuestro extracto provenian de un EVE que habia sido descrito previamente de P.
monodon en Madagascar como “IHHNV no infeccioso” por el grupo del profesor Don Lightner en 2006.
Estos resultados se incluyen en la preimpresion en el sitio web de BioRxiv mencionado anteriormente.
Algunos de estos tipos inesperados de cvcADN incluian IHHNV y secuencias de genes del huésped
unidas entre si, lo que confirma su origen en el genoma del camarén huésped. Encontramos esto aun
mas emocionante, porque indico que los extractos de cvcADN de camarones podrian usarse para filtrar
camarones para detectar la presencia de EVE.

Como se indic6 anteriormente, los cientificos estadounidenses y franceses que trabajan con insectos
han demostrado que algunos EVE producen ARN antisentido que puede proteger contra enfermedades
causadas por el virus homologo. A estos los Ilamo EVE-protectores. Ya habiamos probado en 2011y
2017 que EVE con identidad de secuencia alta para IHHNV y WSSV existentes ocurrié en camarones y
podria ser heredado. Sin embargo, no teniamos ninguna forma de determinar facilmente qué
camarones portaban EVE para un virus en particular o si el EVE era protector. Ahora, parece que
tenemos una manera facil de hacer esto simplemente secuenciando extractos de cvcADN de
camarones aparentemente no infectados.

Ya hemos comenzado a seleccionar muestras de reproductores de poblaciones individuales de P
monodony P vannamei SPF para detectar la presencia de EVE de los virus del camarén mediante la
secuenciacion de su cvcADN. Por ejemplo, estamos evaluando el WSSV-EVE en poblaciones SPF que
incluyen camarones fundadores negativos al WSSV que surgieron de antepasados con probable
exposicion a los tipos existentes de WSSV.

Cualquiera puede hacer este tipo de experimento. Los descubrimientos de que el cvcADN surge de la
infeccidn viral del camaron o se origina en EVE son simplemente revelaciones de fendmenos naturales.
Por lo tanto, no son patentables y cualquiera es libre de buscar aplicaciones basadas en estos
descubrimientos. Los productores de reproductores de camaron pueden aprovechar de inmediato la
extraccion y secuenciacion del cvcADN para seleccionar sus poblaciones en busca de un EVE
potencialmente protector. Una vez identificados, pueden seguir y preservar esos EVE en sus programas
de reproduccion simplemente usando métodos de la reaccion en cadena de la polimerasa [PCR, una
técnica ampliamente utilizada para hacer rapidamente de millones a miles de millones de copias de
una muestra de ADN especifica, donde los cientificos pueden usar una muestra muy pequena de ADNy
amplificarlo (o una parte de él) a una cantidad lo suficientemente grande como para estudiar en
detalle]. De esta manera, creemos que deberia ser posible desarrollar poblaciones de camarén
tolerantes a todos los virus principales.

Ademas, es posible que el cvcADN protector que surge de EVE o de infecciones virales pueda
desarrollarse en vacunas de camaron producidas por PCR para uso en criaderos y estanques de
engorde. También podrian usarse para inyectarlos en los ovarios de reproductores domesticados para
dar lugar a EVE hereditario y protector en su descendencia. Esta tecnologia también deberia aplicarse a
insectos domesticados como gusanos de seda y abejas. Es cierto que la descendencia constituiria
organismos transgénicos, pero los procesos por los que surgen son naturales y ya ocurren en la
naturaleza. Basicamente, simplemente estariamos seleccionando el mas efectivo de los EVE ya
existentes y asegurandonos de que estén presentes en nuestras poblaciones de cria.
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Esencialmente camarones, insectos y quizas otros invertebrados han estado interactuando con virus
de esta manera utilizando antiguos mecanismos naturales para la modificacion genética auténoma
(AGMO). Técnicamente hablando, esto significa que son organismos transgénicos naturales (NTO) con
los que la humanidad ha estado interactuando durante milenios sin efectos negativos. Sus
construcciones de cvcADN consisten en ADN desnudo que no es replicativo, por lo que no pueden
aumentar independientemente en numero y propagarse como los virus de los que se originan.

Este sistema animal AGMO para interactuar con virus es anterior a un sistema AGMO algo similar (es
decir, el conocido mecanismo CRISPR, una tecnologia que puede usarse para editar genes) que
probablemente fue usado por las arqueobacterias [los organismos vivos mas antiguos de la tierra] y
eubacterias [las bacterias “verdaderas,” microorganismos procariotas unicelulares (normalmente un
organismo unicelular sin un nicleo encerrado en una membrana nuclear) — incluye todos los tipos de
bacterias excepto las arqueobacterias] para controlar sus patdgenos virales (bacteriéfagos; virus que
infectan y se replican dentro todas las bacterias) incluso antes de la existencia de protozoos. Por lo
tanto, AGMO y NTO son mucho mas comunes de lo que se pensaba anteriormente, y no hay necesidad
de temer a esta tecnologia.
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