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Resumen

La acuicultura es el sector de produccion de alimentos que mas se ha desarrollado en las
ultimas décadas, sin embargo, en los ultimos afios, las enfermedades infecciosas se han
convertido en un factor limitante para el progreso de la acuicultura. Debido a la
proliferacion y diseminacion de las enfermedades, asi como la imposibilidad de tratar
algunas enfermedades y a problemas ambientales emergentes, se requieren alternativas
sostenibles. Los inmunoestimulantes se muestran como una medida preventiva
prometedora para minimizar los dafos por enfermedades infecciosas. En este estudio, se
evaltan los LPS de Vibrio alginolyticus y poly (I:C) como inmunoestimulantes de la
lubina y las células E-11 como agentes preventivos de la Encefalopatia y Retinopatia
Virica (VER). Los resultados muestran que poly (I:C) estimula la respuesta antiviral
tanto en lubina como en las células E-11, siendo ademas, capaz de reducir la replicacion
del virus en las células E-11. Los LPS, en cambio son incapaces de producir una
respuesta inmune antiviral en la lubina y células E-11, probablemente debido a la
ausencia de una via de activacion del sistema inmune. Ademas, dados los resultados del
experimento con células E-11, se sugiere que los modelos de experimentos in vitro

podrian ser una alternativa adecuada para sustituir los experimentos in vivo.
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Abstract

Aquaculture is the food production sector that had developed the most in recent
decades, however, in last years, infectious diseases have become a limiting factor for the
progress of aquaculture. Due to the appearance and spread of diseases, as well as the
inability to treat some diseases and emerging environmental problems, sustainable
alternatives are required. Immunostimulants are shown as a promising preventive
measure to minimize the damage produced by infectious diseases. In this study, LPS
from Vibrio alginolyticus and poly (I:C) are evaluated as immunostimulants of sea bass
and E-11 cells as preventive agents of Viral Encephalopathy and Retinopathy (VER).
The results showed that poly (I:C) stimulates the antiviral response both in sea bass and
in E-11 cells, and is also capable of reducing viral replication in E-11 cells. LPS, on the
other hand, are unable to produce an antiviral immune response in sea bass and E-11
cells, probably due to the absence of an immune system activation pathway. In addition,
given the results of the experiment with E-11 cells, it is suggested that in vitro

experiment models could be a suitable alternative to replace in vivo experiments.
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Estudio de la respuesta temprana del sistema inmune de lubina (Dicentrarchus labrax L.) y células E-11
ante inmunoestimulantes y Nodavirus

1. Introduccion

1.1. Importancia de la acuicultura

Los alimentos de origen acuatico suponen una esencial fuente de proteinas y
micronutrientes importantes para la salud y economia humana. La acuicultura es una
actividad que ha ganado una gran importancia en las Gltimas décadas, siendo el sector
de produccion de alimentos con el crecimiento mas elevado actualmente, con una gran
cantidad de avances tecnologicos y de sistemas de cultivo novedosos, que han permitido

a la acuicultura consolidarse en numerosas partes del mundo (FAO 2020; El-Saadony et

al. 2021).

Un desafio al que habremos de enfrentarnos en los préximos afios, es la produccion de
alimento para abastecer a la poblacion humana, en rapido crecimiento demografico, a la

vez que se reduce el impacto ambiental de la produccion (Robinson y Pozzi, 2011).

Especialmente en algunas regiones, la acuicultura cobra especial importancia, siendo
necesarias mejoras en la seguridad alimentaria y reduccion de gastos de produccion, en
particular en paises en desarrollo. Ademas, el rapido crecimiento de la poblacién
humana aumenta la necesidad de la obtencion de fuentes de proteina de bajo costo,
sumado al descenso de las capturas por parte de la industria pesquera, especialmente en
masas de agua continentales, aumenta la necesidad de la obtencion de fuentes de
proteina de bajo costo, creando asi la urgencia de desarrollar y perfeccionar las técnicas

de acuicultura (El-Saadony et al. 2021).

Un gran numero de estudios sugieren que, para solventar la creciente necesidad de
proteina por parte de la poblacién de manera sostenible, sera necesario un aumento en la
consumicion de pescado y marisco, que se espera sera provisto en gran parte por la
acuicultura, la cual se espera que crezca un 62% hasta 2030 (Kobayashi ef al. 2015;

Froehlich et al. 2018).

La produccion acuicola se encuentra en continuo auge, produciendo 120 millones de
toneladas en 2019, con un valor de 274.376 millones de dolares, alcanzandose un récord

de cantidad de produccion y beneficios hasta la fecha. La contribucion de la acuicultura
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a la produccion global de alimento de origen acudtico alcanzé el 46% en 2018,
comparado con el 25,7% que era en el ano 2000. Excluyendo a China, el principal pais
productor, la produccion de acuicultura respecto a la produccion global fue del 29,7%
en 2018, respecto al 12,7% en el afio 2000. El cultivo de especies marinas en 2019
estuvo constituido predominantemente por peces (85,3 millones de toneladas), siendo
un 71,07% de la produccion total, que fueron cultivados en medio marino (23,2
millones de toneladas), salobre (9,8 millones de toneladas) y dulceacuicola (52,2

millones de toneladas) (FAO 2020).

Actualmente mas de 100 millones de personas viven de la acuicultura, de las cuales la
mayoria, y al contrario que los sistemas de produccion de alimentos terrestres, se
encuentran en paises en vias de desarrollo. En dichos paises se realiza aproximadamente
el 95% de la produccion global de acuicultura, aumentando hasta un 6,13% su
produccion cada afio (FAO, 2019). En estos lugares se hace todavia mas patente la
necesidad de reducir el impacto ambiental y mejorar la seguridad alimentaria (Robinson

y Pozzi, 2011; El-Saadony et al. 2021).

La Union Europea es el principal importador y exportador de productos acuaticos del
mundo, siendo el principal mercado de alimento tanto de origen pesquero como de
acuicultura. El consumo per cépita de alimentos de origen acudtico fue de
aproximadamente 24,35 kg en 2017, con un consumo total de hasta 12,8 millones de
toneladas. Globalmente el consumo per cépita tiende a aumentar cada afio junto con la
produccioén acuicola, no obstante, y al contrario de la tendencia global, la produccion
interna de la Unién Europea cada vez es menor, lo que obliga a aumentar la importacion

de productos frente a la produccion local (APROMAR, 2020).

En el ambito de la Unién Europea, Espafia se posiciona como el mayor productor
acuicola, con 342.867 toneladas en 2019, con un valor de hasta 501 millones de euros.
Las principales especies producidas fueron mejillones (261.513 toneladas), lubina
(27.335 toneladas), trucha arcoiris (18.995 toneladas) y dorada (13.521 toneladas)
(APROMAR, 2020; Iglesias, 2020). En cuanto a la lubina (Dicentrarchus labrax), se
trata de uno de los peces 0seos mas cultivados en el Mediterraneo y areas adyacentes,

donde lo cultivan hasta 19 paises. Los valores de producciéon alcanzaron las 212.977
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toneladas en 2019, con un crecimiento de 8,3% frente al anterior afo, sin embargo, y
debido a la situacion sociosanitaria actual, se espera un acusado descenso en la

produccion (APROMAR, 2020; FAO, 2020).

1.2. Dificultades en la acuicultura actual

En la actualidad, la acuicultura ha evolucionado hacia una mayor especificidad y
especializacion de las producciones. Las mejoras tecnologicas y metodologicas han
permitido aumentar el rendimiento de las instalaciones, produciéndose una
intensificacion. Si bien la intensificacion de la acuicultura tiene grandes ventajas, como
obtener un mayor beneficio econdémico o aprovechar de manera mas eficiente el
espacio, plantea nuevos retos, exponiendo a los organismos cultivados a una gran
cantidad de factores estresantes como la alta densidad de individuos, transportes,

pesticidas, desechos metabolicos, etc. (Toni et al., 2017; Boyd et al., 2020).

De cara a la imagen publica, debido a que se trata del sector de produccion de alimentos
con el crecimiento mas rapido de la actualidad, ademas de haber superado a la pesca en
cuanto a produccion de biomasa, la acuicultura se encuentra en el punto de mira de la

sociedad en cuanto a sostenibilidad e impacto en el medio ambiente (Boyd et al., 2020).

El auge de la acuicultura ha traido consigo la apariciéon o reaparicion de una gran
cantidad de enfermedades infecciosas. Debido a que la acuicultura usualmente requiere
de instalaciones de produccion a gran escala, las altas densidades de animales
proporcionan las condiciones ideales para la proliferacion y diseminacion de
enfermedades infecciosas, causando elevadas pérdidas economicas (Pérez-Sanchez et
al., 2018). Ademas, el aumento de la temperatura de los océanos aumenta todavia mas
la frecuencia con la que surgen nuevas enfermedades (Barange ef al. 2018). En la
acuicultura, las bacterias son la causa mas habitual de enfermedades, sin embargo, los
virus, hongos y parasitos también tienen una repercusion importante en las instalaciones
acuicolas. Los virus suponen la mayor amenaza, debido a la susceptibilidad de los
animales acudticos de infectarse a edades tempranas, asi como la dificultad o
imposibilidad de tratarlos, existiendo una gran limitacion en cuanto a tratamientos

preventivos o paliativos para su control (Kibenge, 2016).
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Los antibioticos se utilizan normalmente como agentes terapéuticos, aunque en algunos
paises, usualmente los menos desarrollados, también se emplean como agentes
profilacticos en las actividades acuicolas, siendo insuficiente su regulacion en un gran
numero de paises. Su uso indiscriminado tiene un impacto considerable en el medio
ambiente, ademas de provocar la aparicién de bacterias resistentes a los antibidticos,
que aumentan en gran medida la gravedad y mortalidad de las infecciones (Pérez-
Sanchez et al., 2018). En algunos de los principales paises productores de acuicultura, y
especialmente en aquellos en vias de desarrollo, se produce en ocasiones, un uso
excesivo de los antibidticos. En China por ejemplo, se utilizaron 162.000 toneladas de
antibioticos en 2013, de los cuales el 52 % fueron utilizados en animales, utilizandose
83.200 toneladas de antibidticos inicamente en producciones animales, siendo una cifra
muy elevada en comparacion con otros paises como EEUU (14.618 toneladas). Este uso
de antibidticos ha producido la diseminacion de residuos y apariciéon de bacterias

resistentes a antibidticos en el medio (Zhang et al., 2015).

Se requiere investigar mas acerca de otras opciones al uso de antibioticos, como pueden
ser los alimentos funcionales (Dawood et al., 2018), probioticos y productos bacterianos
(Hai, 2015; Dawood et al., 2018), virus bacteridofagos, etc. Seria recomendable prohibir
por completo el uso de antibidticos como factor de crecimiento o tratamiento
profilactico, ademas del uso de antibidticos que se emplean en la medicina humana

(Chen et al., 2020).

La vacunacion es una estrategia que supone una medida de prevencion alternativa al uso
de antibidticos contra las enfermedades infecciosas, sin embargo, su eficacia esta
limitada debido a que los peces juveniles a los que se la aplica, todavia no son
inmunocompetentes. Ademas, la vacunacion no es viable para crusticeos y moluscos,
debido a que no tienen la capacidad de desarrollar inmunidad a largo plazo (Pérez-

Sanchez et al., 2018).

1.2.1. Enfermedades infecciosas

Las enfermedades infecciosas se producen cada vez mds con las condiciones que

ocurren en las producciones de la acuicultura actual, afectando negativamente a la
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produccion, rentabilidad y sostenibilidad de las producciones (Ina-Salwany et al.,

2016).

Principalmente, se tratan de enfermedades de origen bacteriano, siendo la Vibriosis, una
de las patologias bacterianas cada vez mas frecuentes en acuicultura. Vibriosis es un
nombre general para un grupo de condiciones clinicas, que varian en gravedad,
asociadas a las bacterias del género Vibrio y Photobacterium, que son bacilos
anaerobios facultativos, oxidasa positivos, gramnegativos y que usualmente requieren

sal para crecer (Janda et al., 2015).

Las especies de Vibrio que afectan con mayor medida a las producciones acuicolas son
V. parahaemolyticus, V. alginolyticus, V. harveyi, V. owensii y V. campbellii. Las
condiciones de temperaturas mayores de 15 °C, junto al estrés, proporcionan las
condiciones ideales para que se desarrollen infecciones naturales por Vibrio en la

acuicultura (Cheng et al., 2009; Nor-Amalina et al., 2017).

Las enfermedades viricas son menos comunes, pero mas graves y dificiles de erradicar.
Entre las especies de virus dafiinas en acuicultura, se encuentra el virus de la necrosis
nerviosa viral (VNN o NNV) o Nodavirus, agente causal de la encefalopatia y
retinopatia viral (VER). Causa serias pérdidas economicas y mortalidades entre una
gran cantidad de especies de peces, principalmente marinas, en todo el mundo (Munday

et al.,2002; Costa et al., 2016; Buonocore et al., 2019; Bandin y Souto, 2020).

El NNV se encuentra clasificado en la familia Nodaviridae, dentro del género
Nodavirus. Se trata de un virus icosaédrico (T=3) no envuelto de tamafio pequefio (25—
30 nm), cuyo genoma esta compuesto por dos segmentos de RNA monocatenario
positivo, el RNA1 (3 kb de longitud), que se responsable de la RNA polimerasa y del
RNA3 subgendmico, y el RNA2 (1,4 kb de longitud) que codifica la proteina precursora
de la capside (Moreno et al., 2018; Buonocore et al., 2019). E1 RNA3 subgen6émico, que
no esta incluido en los viriones, codifica dos proteinas virales no estructurales (B1 y B2)

(Bandin y Souto, 2020).

En peces, considerando la region variable T4 del RNA2, se han identificado cuatro

genotipos de Nodavirus: striped jack nervous necrosis virus (SINNV), tiger puffer
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nervous necrosis virus (TPNNV), barfin flounder nervous necrosis virus (BFNNV) y
red-spotted grouper nervous necrosis virus (RGNNV) (Buonocore et al., 2019). Cada
genotipo tiene un rango de temperatura y salinidad determinado y caracteristico en el

que es capaz de infectar y producir la enfermedad (Toffan ez al., 2016).

El Nodavirus afecta principalmente al sistema nervioso central, la médula espinal y la
retina. La sintomatologia esté relacionada con el dafio que produce la enfermedad en el
sistema nervioso, y consiste principalmente en anomalias en el movimiento, espasmos,
letargia, cambios en la pigmentacion, hiperinflacion de la vejiga natatoria y falta de
apetito (Buonocore et al., 2019; Bandin y Souto, 2020). En la lubina, la patologia tiene

altas tasas de mortalidad, especialmente en larvas y juveniles (Bandin y Souto, 2020).

En lubina, se ha reportado la transmision del virus de manera vertical y horizontal,
ademads de interespecifica. También son reservorios naturales de la enfermedad otros

organismos que no la padecen, como crustaceos o bivalvos (Bandin y Souto, 2020).

Las infecciones agudas por Nodavirus usualmente se tornan en enfermedades
persistentes debido a la capacidad del virus de evadir el sistema inmune. Una de las
principales estrategias de evasion del virus, es la habilidad de la proteina B2 para

antagonizar el ARN interferente del hospedador (Costa y Thompson, 2016).

Una vez han sido introducidas en las instalaciones de acuicultura, las enfermedades
viricas son dificiles de controlar. En el caso del Nodavirus, su control es todavia mas
complejo debido a la elevada estabilidad del virus en el medio (Frerichs et al., 1999).
Las medidas de control del virus han cambiado a lo largo de los afios, centrandose
actualmente en el manejo prudente, bioseguridad e higiene. El virus puede ser
inactivado por tratamientos quimicos, como desinfectantes (hipoclorito de sodio,
hipoclorito de calcio, iodina, ozono...) y por tratamientos fisicos (calor, luz ultravioleta)

(Bandin y Souto, 2020).

Dado que el Nodavirus tiene transmision horizontal y vertical, es de vital importancia la
prevencion de la transmision por parte de los individuos reproductores. Para ello, se
realizan selecciones de reproductores libres del patdgeno mediante el analisis PCR o

ELISA de los fluidos gonadales, huevos y sangre (Bandin y Souto, 2020).
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1.3. Sistema inmune de los peces teledsteos

El sistema inmune de los peces es similar al de otros vertebrados, sin embargo, existen
algunas diferencias importantes respecto a los demas grupos de animales. Se compone
de un gran numero de elementos que incluyen tejidos, células y moléculas, que se
relacionan entre si con el fin de proteger el hospedador. A diferencia de otros
vertebrados, durante su fase embrionaria los peces son organismos de vida libre, por lo
que necesitan que el sistema inmune se desarrolle en estadios muy tempranos de la

embriogénesis (Kordon et al., 2018).

El sistema inmune se puede subdividir en el sistema innato o inespecifico y el sistema
adaptativo o especifico. Los peces dependen en mayor medida del sistema inmune
innato, mas que otros grupos de vertebrados, estando el sistema inmune especifico
menos desarrollado. En la respuesta inmune, actuan distintos componentes, como son
las barreras fisicas, la respuesta inmune humoral y la respuesta inmune celular. La
respuesta se encuentra mediada en gran parte por los 6rganos linfoides (Uribe et al.,

2011).

1.3.1. Organos linfoides
Los principales 6rganos linfoides en teledsteos son el timo, el rifion anterior y el bazo.

El timo es un 6rgano homogéneo compuesto por una fina capa de tejido linfoide
dividida en dos lobulos, su estructura se podria estimar como una agregacion de
macrofagos, que promueven la proliferacion de linfocitos T siendo esta la funcion
principal del o6rgano. En el timo también pueden encontrarse células mieloides,
granulocitos eosinofilos y corpusculos de Hassal. El desarrollo del timo difiere entre las
distintas especies de peces, y esta afectado por el crecimiento y la temperatura (Ellis,

2001; Bowden et al. 2005; Pearse, 2006).

El rifién anterior es un 6rgano exclusivo de los peces teledsteos, que actia como drgano
andlogo a la glandula adrenal o suprarrenal de los mamiferos. Carece de estructura
clara, no pudiéndose distinguir médula y corteza como en su 6rgano homodlogo en

mamiferos, en su lugar, se encuentran células interrenales productoras de cortisol y
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células cromafines productoras de catecolamina, ambas envueltas por tejido
hematopoyético productor de anticuerpos y citoquinas. Las células mas abundantes en el
rindén anterior son los macréfagos, que se agregan formando estructuras llamadas
centros melanomacrofagicos (MMCs), y células linfoides en todos los estadios de
desarrollo, principalmente linfocitos B. En el 6rgano también se encuentran foliculos
tiroideos, que producen hormonas tiroideas, posiblemente existiendo una relacion
bilateral entre el sistema endocrino y el inmune en peces (Press et al. 1994; Geven y

Klaren, 2017).

El bazo estd compuesto principalmente por sinusoides esplénicos, MMCs y tejido
linfoide. Los sinusoides esplénicos son capilares de pared gruesa que resultan de la
division de las arteriolas esplénicas y, en la mayoria de especies, se encuentran
alrededor del tejido linfoide y centros de MMCs. Tiene una importante funcién de
fagocitosis de antigenos por parte de los macréfagos que se encuentran en el 6rgano.
Los antigenos, ya sea en forma de anticuerpos o subproductos metabolicos, permanecen
prolongados periodos de tiempo en el 6rgano, lo que tiene una funciéon importante en la

memoria inmune (Ferguson, 1989).

1.3.2. Sistema inmune innato o inespecifico

En los peces, la respuesta inmune innata se considera un componente totalmente
esencial en la defensa del organismo frente a patogenos, principalmente debido a su
naturaleza poiquilotérmica, baja proliferacion y memoria de linfocitos o las limitaciones
entre su sistema inmune especifico y en el repertorio de anticuerpos. Ademas, a
diferencia de otros vertebrados mas complejos, los peces son organismos de vida libre
ya desde su fase embrionaria, por lo que dependen de su sistema inmune innato o
inespecifico para su supervivencia. Ademds de ser su mecanismo de defensa
fundamental, la inmunidad inespecifica en peces cumple un papel esencial en la
regulacion de la homeostasis y funcion gonadal (Valero et al. 2018; Mokhtar y

Abdelhafez, 2021).

Una gran cantidad de factores internos y externos afectan al sistema inmune de los
peces, y pueden determinar e inducir cambios en la respuesta inmune innata de forma

positiva o negativa. Por ejemplo, los cambios bruscos en la temperatura, estrés
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prolongado o altas densidades poblacionales pueden causar un efecto adverso o supresor
en la respuesta inmune, mientras que las dietas funcionales o los inmunoestimulantes

pueden promoverla (Uribe et al. 2011).

El sistema inmune innato provoca la “sefial de peligro” que provoca el contexto
bioldgico para que se produzca posteriormente la respuesta inmune adaptativa, por lo
que no es necesaria una exposicion previa a un patdgeno para su puesta en marcha

(Whyte, 2007).
1.3.2.1. Barreras fisicas

Los peces estan continuamente expuestos a un ambiente en el que abundan los
microorganismos, entrando en contacto con cualquier barrera epitelial del organismo.
Ademéds, en comparacion con los organismos terrestres, los organismos acuaticos han de
lidiar con mayores cargas bacterianas, que se encuentran en contacto continuo con las

barreras fisicas del sistema inmune (Salinas, 2015).

Las escamas, piel y mucus son la principal superficie de intercambio entre el pez y el
medio, y actian como primera barrera frente a infecciones. Una gran cantidad de
compuestos con actividades bioestaticas y biocidas se encuentran en la piel y mucus de
los peces teledsteos (sistema complemento, proteinas C-reactivas, proteasas, lecitinas,
lisozimas, hemolisinas, aglutininas, enzimas proteoliticas, AMPs, anticuerpos,
inmunoglobulinas...), teniendo un importante papel evitando la entrada de patdgenos

(Ingram, 1980; Palaksha et al., 2008; Angeles Esteban, 2012).

La epidermis es capaz de reaccionar frente a diferentes amenazas, teniendo la
posibilidad de engrosarse mediante hiperplasia de las células, siendo su integridad
esencial para el balance osmotico y la prevencion de la entrada al organismo de agentes
foraneos. También se encuentran presentes diversas células del sistema inmune, como

linfocitos, macréfagos o granulocitos eosindfilos (Mokhtar y Abdelhafez, 2021).

La mucosa de los peces se divide en dos compartimientos efectores, el epitelio y la
lamina propia, separados por la membrana basal permeable, que permite el paso de

leucocitos de un compartimiento al otro (Bjergen y Koppang, 2022). Los principales
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tejidos de la mucosa son los tejido linfoide asociado a las mucosas (MALT), tejido
linfoide asociado al intestino (GALT), tejido linfoide asociado a la piel (SALT), tejido
linfoide asociado a las branquias (GIALT) y el tejido linfoide asociado a la nasofaringe

(NALT) (Salinas, 2015).

Cuando se produce una sefal de peligro en cualquier mucosa, inmediatamente comienza
la respuesta inmune innata, crucial para el desempefio de la posterior respuesta inmune
adaptativa. En las barreras de la mucosa, los linfocitos B y T forman una red dinamica
que induce y regula la secrecion de anticuerpos y linfocitos T citotoéxicos en el ambiente
de la mucosa. Los linfocitos B y T, asi como los anticuerpos producidos, estan
altamente especializados en los tejidos linfoides asociados a la mucosa (Salinas et al.,

2011).

Las células del sistema inmune de la mucosa evitan la respuesta inmune frente a
antigenos no patdégenos como restos de comida o microbiota. El sistema inmune de la

mucosa, es tolerante frente a dichos antigenos para mantener una correcta homeostasis

(Kim et al., 2012; Salinas, 2015).
1.3.2.2. Receptores de membrana

El sistema inmune innato de los peces tiene una funcion esencial en la respuesta del
sistema inmune adquirido y el mantenimiento de la homeostasis mediante el sistema de
receptores de membrana o celulares. Dichos receptores proteicos, denominados
receptores de reconocimiento de patrones (PRR), reconocen patrones moleculares
asociados a patdégenos (PAMPs), como pueden ser los polisacaridos, lipopolisacaridos
(LPS), ADN bacteriano, ARN viral, moléculas que no se encuentren de forma habitual
en la superficie de los organismos multicelulares o patrones moleculares asociados al
dafio (DAMPs), como pueden ser moléculas intracelulares secretadas al medio
extracelular por células dafiadas, como ADN o ARN gendmico, proteinas S100 o “Heat

Shock Proteins” (HSP) (Uribe et al. 2011; Land, 2015).

Dentro de los PRR, en peces se encuentran los tipos de receptores “Toll like receptor”
(TLR), “Nod like receptor” (NLR), receptores lecitina tipo C (CLR) y receptores de

dominio de oligomerizacion de nucledtidos NLR (NOD). Los receptores se diferencian
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principalmente en la localizacion en la célula y en la selectividad de los PAMPs, siendo
los TLR, CLR y NOD receptores extracelulares transmembrana y los NLR receptores

intracelulares citoplasmaticos (Uribe et al., 2011; Sahoo, 2020).

Al reconocer los PAMPs o DAMPs, los PRR inician cascadas de sefializacion celulares
que desembocan en la activacion de la transcripcion de los factores NF-k, que dan lugar
a la produccion de citoquinas proinflamatorias, quimiocinas e interferones (Li ef al.,

2017).

En los peces teledsteos, se han encontrado hasta 18 TLRs distintos, compartiendo con
los mamiferos los receptores TLR1, TLR2, TLR3, TLRS, TLR7, TLRS8, y TLRY, a
excepcion del receptor TLR4, que unicamente se ha descrito en el pez cebra (Danio
rerio) y en un nimero muy limitado de especies mas (Takano ef al., 2011; Uribe ef al.,

2011; Sahoo, 2020).
1.3.2.3. Fagocitosis

La fagocitosis es un proceso que interconecta el sistema inmune innato y adquirido,
mediante el cual los patdégenos y cuerpos extrafios son procesados por células
especializadas (neutréfilos, macrofagos, monocitos, eosinoéfilos o linfocitos B1) que
presentan dichos antigenos a las células T, iniciando de esta manera la respuesta inmune
adquirida, y siendo esencial en el desarrollo de esta y de procesos tan importantes como
la produccion de anticuerpos. Durante la fagocitosis, también se producen especies
reactivas de oxigeno y consecuentemente radicales libres, que dan lugar a la formacion
de fuertes compuestos bactericidas capaces de combatir microorganismos (Biller y

Takahashi, 2018; Kordon et al., 2018).

El proceso de fagocitosis es especialmente importante en los peces, debido a que, a
causa de su naturaleza poiquiloterma, la temperatura influye fuertemente en el
funcionamiento de la mayoria de los procesos del sistema inmune, siendo la fagocitosis
una de las pocas excepciones que no ve modificada su actividad por las condiciones

ambientales de temperatura (Magnadottir et al., 2005).
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1.3.2.4. Péptidos antimicrobianos

Los péptidos antimicrobianos (AMPs) son moléculas de bajo peso molecular
(aproximadamente entre 1 y 5 kD) que poseen actividad inhibitoria frente a un amplio
espectro de organismos patdgenos, como bacterias, virus u hongos, teniendo una
funcién importante en la defensa del hospedador en peces. Ademas, en peces, los AMPs
actiian en un rango de temperatura mas amplio que en el de otros vertebrados (Zasloff,

2002; Chinchar, 2004).

La eliminacion de las bacterias por parte de los AMPs se realiza mediante
despolarizacion de membrana con la formacioén de poros en la membrana, que producen
la liberacion de los contenidos intracelulares, induccion de hidrolasas, alteraciones de
las funciones de la membrana o dafio especifico a estructuras intracelulares esenciales

(Lichtenstein, 1991; Oren y Shai, 1998).

Los AMPs también tienen un importante papel en la respuesta antiviral. En peces, se
obtienen respuestas frente a los virus muy distintas dependiendo del AMP y la especie
del virus, por lo que se cree que existe cierto grado de especificidad de los mismos

(Chinchar, 2004).
1.3.2.5. Citoquinas y quimiocinas

En peces, las citoquinas proinflamatorias mas comunes en vertebrados como son IL-1,
TNF-a y IL-6 estan presentes, ademds de aquellas relacionadas con la respuesta inmune
adaptativa, como son IL-2, [FN-y, IL-4—13, IL-10, IL-17, IL-21, IL-22 y TGF-B1 (entre

otras) con multiples pardlogos (Zou y Secombes, 2016).

La IL-1B ha sido detectada en un gran nimero de especies de peces teledsteos, esta
involucrada en la regulacion de la inmunidad a través de la estimulacion de los
linfocitos T, ademas de tener un papel en la proliferacion y apoptosis celular. La funcion
de esta citoquina en peces es homodloga en los mamiferos (Mathew et al., 2002; Zou y

Secombes, 2016).

TNF-a es una de las principales citoquinas de expresion temprana ante una infeccion en

los peces, teniendo una funcion clave en la regulacion de la inflamacion. La funcion de
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la citoquina es similar a IL-1p, coincidiendo en algunos casos. Produce la activacion de
macrofagos y fagocitos, ademds de estimular la expresion de otros genes inmunes como
IL-1B, IL-8, IL-17C, TNF-a y COX-2 también involucrados en la respuesta frente a la
infeccion. Ademas de su papel en la fase aguda de la infeccion, también se relaciona
con la patogenia de muchas enfermedades cronicas en peces (Hong et al., 2013; Zou y

Secombes, 2016).

La IL-10 es una citoquina de funcion antiinflamatoria, que suprime la respuesta inmune.
Generalmente actia como supresora o amortiguadora de la respuesta inmune
inflamatoria, estimula la produccion de linfocitos T de memoria, diferenciacion de
linfocitos B y secrecion de IgM. Ademas, también inhibe la expresion de genes

involucrados en el MHC (Zou y Secombes, 2016).

Los IFN de tipo 1 inducen la expresion de los mecanismos de defensa antiviral,
estimulan la apoptosis y tiene un efecto regulador en la respuesta inflamatoria. También
preceden y estimulan la produccion otras citoquinas como Mx, ISG15 e IRFs (Zou y

Secombes, 2016).

Los IFN de tipo 2 tienen una importante funcion en las respuestas inmunes tanto innatas
como adaptativas, incluyendo la activacion de macrofagos, induccion de la respuesta
antiviral y estimulacién de la apoptosis. El IFN-y activa la respuesta fagocitica y
estimula la presentacion de antigenos. Ademas, aumenta la expresion de las citoquinas
Thl, Mx, GBP1 o ISG15, ademas de muchas otras. Tiene una funcién importante en la
modulacion de la respuesta mediante los linfocitos T (Sun et al., 2011; Zou y Secombes,

2016).
1.3.2.6. Transferrina

La transferrina es un componente esencial de algunos de los fluidos corporales de los
peces, con una amplia variedad de funciones, siendo un componente importante del
sistema inmune, pero también actuando en el transporte y metabolismo de los iones de
hierro o en la regulacion de la proliferacion, diferenciacion y respiracion celular

(Fletcher y Huehns, 1968; Johnson y Wessling-Resnick, 2012).
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La transferrina reduce el hierro drasticamente en el plasma en el momento en el que se
produce una infeccion bacteriana, reduciendo la capacidad de las bacterias de formar
biofilms, inhibiendo bacterias que sobreviven a las defensas iniciales e impide que los
patogenos que necesitan el hierro para replicarse lo hagan. Ademads, la transferrina

activa como una de las principales moléculas activadoras de los macréfagos (Stafford y

Belosevic; 2003; Ganz, 2009).
1.3.2.7. Inhibidores de la proteasa

Los inhibidores de la proteasa son compuestos producidos por el organismo que
interfieren con las enzimas que degradan las proteinas. Una de sus funciones, por
ejemplo, es la inhibicidn de la replicacion viral impidiendo la actividad proteolitica que
permite formar los precursores proteicos necesarios para la replicacion viral. Se pueden
encontrar diversos inhibidores de la proteasa en el suero y otros fluidos de los peces.
Estas moléculas estan relacionadas con la respuesta inmune de fase aguda y la defensa

contra patdgenos que secretan enzimas proteoliticas (Magnadottir et al., 2005; Singh y

Benjakul, 2018).
1.3.2.8. Lectinas

Las lectinas comprenden una amplia variedad de proteinas y glicoproteinas, que forman
parte del sistema inmune humoral. Para el hospedador, las lectinas asociadas a
membranas son esenciales para reconocer moléculas que permiten el establecimiento de
relaciones mutualistas con la microbiota o para iniciar la respuesta inmune innata y
adaptativa en defensa de organismos patdgenos. Intervienen en la inmovilizacion,
aglutinacion, opsonizacion y eliminacion mediada por el sistema complemento de
potenciales patogenos. Ademas de ello, tienen otras funciones, actuando de reguladores,
manteniendo la homeostasis de las respuesta inmune adaptativa, modular la
diferenciacion de células durante el desarrollo embrionario o activacion de las células

dendriticas, linfocitos B y T (Rabinovich, y Toscano, 2009; Vasta et al., 2011).

En teledsteos se encuentran un amplio rango de lectinas e isoformas distintas, algunas
descubiertas Unicamente en peces, y otras compartidas con otros organismos

invertebrados y vertebrados (Vasta et al., 2011).
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Las lectinas de tipo C, estan caracterizadas por su requerimiento de Ca*", especificidad
y formacion de estructuras quiméricas. Dentro de este grupo, se encuentran las
colectinas, selectinas, receptores endociticos, receptores manosa de los macrofagos o
lecticanos, algunos de ellos relacionados directa o indirectamente con la respuesta
inmune, siendo las colectinas especialmente importantes para la respuesta inmune

innata frente a virus y bacterias (Vasta y Ahmed, 2008; Vasta et al., 2011).

Las galectinas son lecitinas de tipo S, que contienen dominios de reconocimiento a [3-
galactosidos. Actuan como mediadoras en interacciones entre células durante procesos
de apoptosis, aunque hoy en dia, todavia no se conocen la totalidad de sus funciones en

peces (Vasta y Ahmed, 2008).

Las lectinas de tipo F o ficolinas, tienen como ligandos principales GInNAc y GalNAc y
se localizan en la membrana celular o en el medio extracelular. Actian en el
reconocimiento de patdégenos y aglutinacion de bacterias, aumentando durante la fase
aguda de la respuesta inmune. Ademas, las ficolinas aisladas son capaces de actuar en la
respuesta inmune en condiciones de temperatura muy baja (Tasumi et al., 2002; Vasta

etal., 2011; Dara et al., 2021).

Otros grupos de lectinas también detectados en peces teledsteos son las lectinas de
unioén a ramnosa, las lectinas de unién a manosa, lectinas de tipo X y pentraxinas.
Dentro del grupo de las pentraxinas, se encuentra la proteina C-reactiva (CRP) de
extremada importancia en la fase aguda. La CRP se une a la fosfocolina, cationes
divalentes, carbohidratos y sus estructuras asociadas. Aumenta sus niveles de forma
notoria durante los procesos inflamatorios en respuesta a ciertas citoquinas. Es capaz de
distinguir entre microbiota y organismos patdgenos, opsoniza bacterias y activa el

sistema complemento (Bottazzi et al., 2009; Vasta et al., 2011).
1.3.2.9. Lisozima

Las lisozimas, también conocidas como muramidasas, son unas moléculas de elevada
importancia para el sistema inmune innato en peces, especialmente importantes en la

mediacion de la defensa antimicrobiana. Son enzimas mucoliticas de origen
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leucocitario, principalmente producidas por macréfagos, aunque también por monocitos

y neutrofilos (Saurabh y Sahoo, 2008; Song et al., 2021).

La accion antimicrobiana de la lisozima se produce debido a la capacidad de la enzima
de hidrolizar los enlaces P (1-4) entre el acido N-acetil muramico y la N-acetil
glucosamina de las paredes celulares de peptidoglicano de las bacterias grampositivas.
Las bacterias gramnegativas no son dafiadas directamente por la enzima. Cuando la
pared externa de las bacterias gramnegativas es dafiada por la accion del sistema
complemento y otras enzimas, dejando expuesta la pared de peptidoglicano interior, es

cuando la lisozima se vuelte efectiva (Saurabh y Sahoo, 2008).

La lisozima también estimula la accidon bactericida de los macrofagos y leucocitos
polimorfonucleares mediante opsonizacion. Ademads, ataca otras estructuras con acido
murdmico, teniendo un efecto limitado en la quitina, que es el componente mayoritario
de las paredes celulares de los hongos y exoesqueletos de algunos invertebrados.
También degrada a los virus actuando sobre los polisacaridos virales (Lee-Huang et al.,

1999; Saurabh y Sahoo, 2008; Song et al., 2021).

En peces teledsteos, se pueden encontrar las lisozimas de tipo ¢ y g. Las lisozimas de
tipo ¢, tienen funciones inmune y digestivas, y se encuentran en peces principalmente en
el higado, estdbmago y tejidos del sistema inmune, como el bazo o rifilones anteriores y
posterior. La lisozima de tipo g se encuentra en una gran variedad de tejidos del pez,
como son el bazo, riiidén anterior, piel, corazodn, intestino, sangre, cerebro, branquias...

(Yeet al., 2010; Sha et al., 2012; Song et al., 2021).
1.3.3. Conexiones entre el sistema inmune innato y adaptativo
1.3.3.1. Linfocitos

En peces teledsteos, los linfocitos constituyen el grupo mas abundante de leucocitos,
siendo un 70-90% del total. Son los leucocitos de menor tamafio, de entre 5-8 um hasta
12 pum, tienen una forma redondeada y con un nucleo que ocupa practicamente la

totalidad del citoplasma. Los linfocitos se distribuyen ampliamente por el organismo,
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siendo frecuentes en los espacios intercelulares de la epidermis de la boca o narinas y en

los vasos sanguineos (Mokhtar y Abdelhafez, 2021).

Los linfocitos B (CD20) son esenciales en la respuesta inmune humoral. Se producen en
su mayoria en el rifién anterior, y su principal funciéon es la produccion de anticuerpos
contra antigenos. En peces, los linfocitos B brindan proteccion desde el estadio
embrionario, siendo capaces de producir IgM desde antes del final del periodo de

incubacion (Zapata et al., 2006; Mokhtar y Abdelhafez, 2021).

En peces, se distinguen diferentes subpoblaciones de linfocitos T, diferenciandose
diferentes genes (TCR) como son CD3, CD8 y CD4, ademas de los genes del MHC 1y
MHC II (Fischer et al., 2006).

Los linfocitos T citotoxicos (CTL) poseen el marcador CD8, y responden ante el
complejo péptido/MHC 1. Cumplen las funciones junto a los NCC de eliminar células

infectadas por virus, bacterias o parasitos intracelulares (Wang et al., 2018).
1.3.3.2. Citotoxicidad celular

En los mamiferos, la respuesta inmune celular no especifica se lleva a cabo mediante los
linfocitos T “Natural killer” (NK), sin embargo, en peces, se lleva a cabo mediante las
células citotoxicas no especificas (NCC), que son de pequefio tamafo, sin granulos,
usualmente encontradas en los tejidos linfoides como el rifién anterior, aunque siendo
escasas en sangre. El rango de actuacion es amplio, e incluye parésitos y otros agentes
externos, células tumorales, células alteradas por virus, ademés de los objetivos tipicos

en mamiferos (Evans y Jaso-Friedmann, 1992; Shen et al., 2002).

Como homologas de las células NK, también liberan citoquinas proinflamatorias tras
entrar en contacto con productos bacterianos. Las NCC participan en la respuesta
inmune inespecifica junto con los otras células como los fagocitos frente a infecciones
por organismos oportunistas, patdogenos, parasitos, condiciones climatoldgicas adversas

y la vigilancia inmunologica frente a tumores (Evans y Jaso-Friedmann, 1992).

1.3.3.3. Complejo mayor de histocompatibilidad
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El complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) es un conjunto genes de alto
polimorfismo alélico, que interactian con los linfocitos T, haciendo posible el
reconocimiento de antigenos y el desarrollo de la respuesta inmune adaptativa. En peces
teledsteos se encuentra el MHC de tipo 1 y II. El elevado polimorfismo alélico del
MHC, permite aumentar la proteccion contra patégenos que de otra manera podrian
evadir mas facilmente la presentacion de antigenos del MHC. Los MHC de tipo [ 'y II
presentan antigenos peptidicos para que los receptores de los linfocitos T (TCR) de las
células T CD8" citotoxicas y CD4" helper los reconozcan y reaccionen frente a ellos

(Secombes et al., 2005; Yamaguchi y Dijkstra, 2019).

El MHC de tipo I esta relacionado cominmente con procesos inmunologicos antivirales
y anticancerigenos. En peces, su expresion se produce principalmente en el epitelio y
los tejidos linfoides, siendo regulada por los procesos de inmunoestimulacion. Al
tratarse de animales ectotermos, la expresion del MHC de tipo I es dependiente de la

temperatura (Yamaguchi y Dijkstra, 2019).

El MHC de tipo II esta envuelto en el reconocimiento de patégenos en el medio
extracelular, que desencadena la respuesta inmune mediante la activacion de los
linfocitos CD4", sin embargo, en peces todavia no se ha caracterizado la estructura y
funciones exactas de la presentacion de antigenos peptidicos (Yamaguchi y Dijkstra,

2019).
1.3.3.4. Sistema complemento

El sistema complemento es un complejo de mas de 35 proteinas plasmaticas, que se
activan mediante distintas cascadas bioquimicas con objetivo de combatir organismos
patogenos. Se considera uno de los componentes mas importantes del sistema inmune,
siendo esencial en el sistema inmune innato y en la posterior respuesta adaptativa. El
sistema complemento se puede activar mediante tres vias: alternativa, lecitina y clasica

(Gasque, 2004; Boshra y Sunyer, 2006).

La via clésica se inicia de forma anticuerpo-dependiente mediante la interaccion del
complejo C1 con la IgG, o bien independientemente de los mismos, cuando diversos

antigenos como pueden ser restos de apoptosis celular, proteina C reactiva o bacterias
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gramnegativas reaccionan con el complejo C1 (Kishore y Reid, 2000; Gasque, 2004;

Acosta et al., 2006).

La via alternativa estd regulada por el factor H, properdina y el factor acelerador de la
desintegracion, y se provoca mediante la escision del complejo C3 mediante antigenos

como paredes celulares, LPS o anticuerpos (Dempsey ef al., 1996).

La activacion mediante la via de la lecitina, cuando la lecitina se une a la pared

bacteriana mediante grupos de fructosa, manosa o N-acetilglucosamina (Gasque, 2004).

Tras la activacion de la cascada en cualquiera de las tres vias de activacion, se provoca
finalmente la formacion del complejo de ataque de membrana (MAC) que se forma en
la superficie de las células patdgenas y provoca la lisis celular de estas (Gasque, 2004;

Boshra y Sunyer, 2006).

1.3.4. Sistema inmune adaptativo o especifico

La respuesta inmune adaptativa comprende un complejo entramado de células
especializadas, proteinas, genes y sefiales bioquimicas, que permite al organismo
responder de forma especifica a un antigeno, mediante anticuerpos, células efectoras y
otros componentes del sistema inmune de alta especificidad y afinidad (Uribe et al.

2011).

La respuesta inmune adaptativa se compone de la respuesta humoral y celular. La
respuesta humoral estd mediada por los anticuerpos (Ig), que pueden reconocer
antigenos de microorganismos patdgenos, neutralizar su capacidad de infeccion y
ayudar en su eliminacidn. La respuesta inmune celular, estd regulada por los linfocitos
T, que son capaces de eliminar patdgenos localizados intracelularmente, promoviendo la

destruccion de células infectadas (Diaz-Rosales et al., 2019).
1.3.4.1. Anticuerpos

En peces teledsteos podemos encontrar tres clases de anticuerpos, IgM que se encuentra

en todas las especies de vertebrados, IgD, también encontrada ampliamente en una gran
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cantidad de vertebrados, e IgT, especifica de peces. Estan ausentes las formas IgG, IgA

e IgE (Fillatreau et al., 2013).

Las inmunoglobulinas predominantes en peces teledsteos son los tetrameros de IgM, de
ocho fragmentos de union a antigenos. Algunas especies también presentan formas
monoméricas de IgM en el suero. IgM se expresa en la superficie de los linfocitos B o

es secretada (Fillatreau ef al., 2013).

La IgT es especialmente importante en la proteccion de la mucosa de los peces, siendo
el ratio IgT/IgM 60 mas alto en mucosa que en suero. También tiene especial relevancia
en la neutralizacion de patogenos en el lumen. En trucha arcoiris, la IgT se encuentra en
forma de monomero en suero y tetramero en mucus (Zhang et al., 2011; Fillatreau et al.,

2013).
1.3.4.2. Memoria inmunolégica

Los peces teledsteos desarrollan una respuesta de memoria tras la exposicion a
antigenos. Se necesitan dos exposiciones antes de que se produzca la respuesta frente a
un antigeno T-dependiente, mientras que so6lo una para antigenos T-independientes
(Uribe et al. 2011). Tras la exposicion a un antigeno, se produce la diferenciacion de las
células B con la ayuda de las células T “helper” en las células B de memoria. Sin
embargo, en peces teledsteos, la memoria inmunoldgica es deficiente en comparacion

con otros grupos de vertebrados (Secombes ef al., 2005; Magnadottir, 2006)

Actualmente se cree que las células NK pueden adquirir memoria tras su primer
encuentro con un patégeno, mostrando una respuesta mas rapida y pronunciada después
de una segunda exposicion con el mismo patogeno. Las células NK parecen tener
funciones propias del sistema inmune adaptativo, como la especificidad y la memoria

(O’Sullivan et al., 2015).

1.4. Prevencion de enfermedades en peces

En las producciones acuicolas, especialmente en aquellas con un mayor grado de
intensificacion, se expone a los animales a un gran numero de factores estresantes,

desde el estadio larvario hasta que se alcanza el peso comercial final. Cuando los peces

20



Estudio de la respuesta temprana del sistema inmune de lubina (Dicentrarchus labrax L.) y células E-11
ante inmunoestimulantes y Nodavirus

se ven afectados por factores estresantes se produce la interrupcion de la homeostasis,

produciendo el proceso de aclimatacion o alostasis.

Cuando un pez se encuentra en periodo de alostasis durante un periodo mas o menos
prolongado de tiempo, comienzan a deteriorarse otras estructuras y procesos, como el
crecimiento, desarrollo, resistencia a las enfermedades, las primeras defensas epiteliales
(piel, intestino o branquias) y el sistema inmune, que finalmente, pueden desembocar en
la muerte del pez (Segner et al., 2012). El estrés en acuicultura puede ser reducido
mediante el manejo prudente, sin embargo, nunca podra ser eliminado por completo,
perjudicando procesos como el crecimiento y desarrollo sexual, o haciendo que aumente
la susceptibilidad de los animales a contraer enfermedades (Abdel-Latif et al. 2020; Ciji
y Akhtar, 2021).

En algunos de los principales paises productores de acuicultura, y especialmente en
paises en vias de desarrollo, se produce en ocasiones, un uso excesivo de los
antibioticos. En China por ejemplo, se utilizaron 162.000 toneladas de antibidticos en
2013, de los cuales el 52 % fueron utilizados en animales, utilizandose 83.200 toneladas
de antibidticos tinicamente en producciones animales, siendo una cifra muy elevada en
comparacion con otros paises como EEUU (14.618 toneladas). Este uso de antibioticos
ha producido la diseminacion de residuos y de bacterias resistentes a antibidticos en el

medio (Zhang et al., 2015; Zhou et al., 2021).

El aumento de distintos factores durante las ultimas décadas como la frecuencia de
enfermedades infecciosas, asi como la aparicion de nuevas, el abuso del uso de
antibidticos o el calentamiento global, hace necesario la elaboracion de estrategias por
parte de los productores para prevenir y controlar enfermedades (Pérez-Sanchez et al.,

2018; Ciji y Akhtar, 2021).

La prevencion de enfermedades en acuicultura se enfrenta a limitaciones, como son la
poca efectividad de las vacunas en estadios tempranos de desarrollo, aparicion de
bacterias resistentes a antibioticos, dificultad en el ensayo experimental de productos y
sustancias, limitaciones a la hora de comercializar animales con ciertos tratamientos o el

bajo niimero de productos disponibles (Pérez-Sanchez et al., 2018).

21



Estudio de la respuesta temprana del sistema inmune de lubina (Dicentrarchus labrax L.) y células E-11
ante inmunoestimulantes y Nodavirus

1.4.1. Inmunoestimulantes

Los inmunoestimulantes en acuicultura son un conjunto de compuestos naturales o
sintéticos, cuya funcion principal es la de activar y modular el sistema inmune de los
animales cultivados, produciendo una respuesta inespecifica del sistema inmune, dando
lugar a la respuesta inmune humoral y celular no especifica. La promocién de la
respuesta inespecifica da lugar a un estado inmune que permite un incremento de la
posterior defensa adaptativa que se desencadena, y, de esta forma, mejorar la resistencia

frente a enfermedades en peces (Barman et al., 2013).

El tratamiento con inmunoestimulantes permite prevenir o controlar un amplio espectro
de enfermedades, sin necesidad de recurrir a antibidticos o tratamientos quimicos en los
sistemas de acuicultura, reduciendo notablemente el impacto ecologico de las
actividades de produccién. Actualmente, la aplicacion de tratamientos con
inmunoestimulantes (Tabla 1) combinados con vacunas, se muestra como uno de los
métodos mas prometedores para el control de enfermedades en acuicultura (Barman et

al., 2013; Wangkahart et al., 2019).

Tabla 1. Algunos de los inmunoestimulantes probados en acuicultura. Fuente: Jeney, 2017;
Farooqi y Qureshi, 2018.

Levamisol, FK-565 (derivado de Streptomyces
Compuestos sintéticos ‘ _
olvaceogriseus), compuestos de amonio cuaternario.

Compuestos bioldgicos

Aloe vera, polisacaridos de Astragalus sp.,
Extractos de plantas astaxantina, isoflavonas de soja, extracto de semillas de

Trigonella foenum

MDP (Muramil dipéptido de Mycobacterium spp.),

) ) LPS, adyuvante completo de Freund (FCA), EF203
Derivados bacterianos )

(producto fermentado de huevo), peptidoglucanos,

vacunas con bacterias inactivadas, cimosano,

22



Estudio de la respuesta temprana del sistema inmune de lubina (Dicentrarchus labrax L.) y células E-11
ante inmunoestimulantes y Nodavirus

dextranos
Derivados de la levadura B-1, 3 glucano, B-1, 6 glucano
Factores nutricionales Vitaminas A, B, C y E, acidos grasos omega 3
Hormonas Hormona del crecimiento, prolactina, triyodotironina
Citoquinas Interferon e interleucinas

' ' Quitosano, quitina, letinano, esquizofilano,
Polisacaridos ) .
oligosacaridos

] Extractos de tunicados, abalon, calamar luciérnaga,
Extractos de animales o ‘
glicirricina saponina.

Otros Lactoferrina, proteina de soja, espirulina

En peces concretamente, se ha demostrado que los inmunoestimulantes son capaces de
diversas funciones como pueden ser incrementar la supervivencia frente a infecciones
bacterianas, antiparasitarias, antiviricas, incremento del crecimiento, incremento de la
produccion de anticuerpos tras la vacunacion, incremento de los niveles y actividad de
los lisozimas, modulacion y migracion de los macrofagos, incremento de la actividad
fagocitica, produccion de radicales libres o aumento de la producciéon de citoquinas,

entre otras funciones (Ragap ef al., 2012; Barman et al., 2013; Bravo et al., 2013).
1.4.1.1. Probioticos

Los probioticos son bacterias vivas, con funciones beneficiosas, que se introducen en el
tracto gastrointestinal mediante el alimento, mejorando el balance de la microbiota

interna y produciendo un beneficio para la salud del hospedador (Azad et al., 2019).

Algunas de las funciones de los probioticos en acuicultura son las de incrementar la tasa

de crecimiento, la resistencia a enfermedades, activar el sistema inmune, mejorar los
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mecanismos funcionales de los peces, aumento de la durabilidad de la microbiota
intestinal, antioxidantes, mejora de pardmetros hematoldgicos o mejora de la calidad del

agua (Wang et al., 2008; El-Saadony et al., 2021).

Una vez en el tracto gastrointestinal, los probidticos tienen un efecto positivo sobre la
inmunidad del hospedador. Liberan bacteriocinas, siderdforos, lisozimas y otros
compuestos antibidticos, participando junto al hospedador en la defensa frente a

enfermedades (Hoseinifar et al., 2018).

Ademéas de inhibir el crecimiento y proliferacion de bacterias, los probidticos modulan
los parametros inmunes inespecificos del hospedador, ya que poseen estructuras con
patrones que pueden ser reconocidos por los PRRs, como peptidoglicano, &cidos
lipoteicoicos, proteina A, exopolisacaridos o flagelina, que al interaccionar con los
receptores resulta en una cascada de sefializacion que promueve la produccion de
citoquinas, quimiocinas y otras moléculas que activan el sistema inmune del
hospedador, aumentando las cantidades de monocitos, macroéfagos, neutrofilos, células
NK o linfocitos entre otras células. Promueven la actividad fagocitica y afectan

positivamente a la actividad humoral (Kumar et al., 2006; Amenyogbe et al., 2020).
1.4.1.2. Prebioticos

Los prebidticos son moléculas no digeribles, que tienen un efecto sobre la microbiota
intestinal y la inmunidad del hospedador. Los subproductos generados por la microbiota
intestinal al fermentar los prebiodticos tienen un efecto positivo en la inmunidad del
hospedador, aunque el sistema inmune también puede ser estimulado de forma directa

por los prebidticos (Delgado et al., 2011).

La modulacioén del sistema inmune por parte de los prebidticos sucede de dos maneras,
por estimulacion directa debido al reconocimiento de los prebidticos por los PRRs o
mediante el aumento del crecimiento de la microbiota comensal. Estimulan Ia
inmunidad activando moléculas sefalizadoras promotoras del sistema inmune,
aumentan la actividad y numero de leucocitos, aumentan la actividad fagocitica y del

lisozima, activan el sistema complemento por la via alternativa e inducen la liberacion
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de citoquinas y otras moléculas estimuladoras, entre muchas otras funciones (Seong et

al., 2014).
1.4.1.3. Simbioticos

Los compuestos que conllevan una utilizacion simultdnea de prebidticos y probioticos
se denominan simbidticos, que pueden tener efectos sinérgicos. Actualmente, no existe
una gran cantidad de informacion disponible acerca de los simbidticos, aunque se ha
observado que su aplicacién es capaz de tener efectos positivos sobre el crecimiento,
aumento de la digestibilidad y utilizacion de los nutrientes y la activacion del sistema

inmune (Dehaghani et al., 2015).
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2. Objetivos

2.1. Objetivo general

Valorar la mejor respuesta temprana del sistema inmune dependiendo del
inmunoestimulante (LPS y poly I:C) inoculado en la lubina y células E-11, para dotarlas

de una mayor resistencia frente a enfermedades infecciosas.

2.2. Objetivos especificos

* Evaluar diversos inmunoestimulantes (LPS y poly I:C) para modular la respuesta

inmune de la lubina frente al VER.

» Comprobar in vitro la respuesta temprana del sistema inmune en células E-11

ante inmunoestimulantes (LPS y poly I:C).

* Determinar la inmunosusceptibilidad en células E-11 inducida con un

inmunoestimulante frente a una infeccion por Nodavirus.

* Comprobar la posibilidad de utilizar un método alternativo al experimento in

vivo por un modelo in vitro cuando se trata de una infeccion por Nodavirus.
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3. Material y métodos

3.1. Obtencion de la bacteria

En el presente trabajo se utilizd la bacteria V. alginolyticus para la obtencion de los LPS
empleados en el estudio. Se empleo el V. alginolyticus cepa 521 de la coleccion del
Grupo de Investigacion en Acuicultura (GIA) en las instalaciones del Servicio de
Acuicultura y Biotecnologia de Alta Especializacion (SABE), en el Parque Cientifico
Tecnoldgico Marino (PCTM) de la Universidad de Las Palmas de Gran Canaria

(ULPGC), en Taliarte, municipio de Telde, ubicado en la isla de Gran Canaria.

Se cultivo la bacteria utilizando agar de infusién de cerebro-corazén (BHI, del inglés
Brain Heart Infusion) (Pronadisa, Laboratorios Conda S.A.), un medio de cultivo s6lido
(BHIA) o liquido (BHIB) y general, apto para el crecimiento de un gran nimero de
especies de microorganismos. Debido a que V. alginolyticus es natural de medios

marinos, se afiadid cloruro de sodio (NaCl) al 1% a los medios de cultivo.

Para confirmar la obtencién de un cultivo puro, se identifico la bacteria centrandose en
los aspectos fenotipicos mediante pruebas bioquimicas y enfocandose en los aspectos

genotipicos por medio de la PCR cuantitativa (qPCR).

3.2. Identificacion de la bacteria

3.2.1. Identificacion de la bacteria mediante pruebas bioquimicas

Para poder caracterizar la bacteria objeto de estudio se realizaron una serie de analisis
bioquimicos, como son las pruebas de Gram, movilidad, prueba de oxidasa, catalasa,

oxidacion-reduccion, requerimiento de sal o degradacion de aminoacidos.

Con objetivo de determinar la naturaleza de la pared celular de la bacteria, se realizo la
tincion de Gram, que distingue entre bacterias grampositivas, con pared de
peptidoglicano gruesa, sin membrana externa y sin antigeno O, y bacterias
gramnegativas, con pared de peptidoglicano fina, con membrana externa y antigeno O.
Inicialmente se colocod una gota de PBS en un portaobjetos, en el que se resuspendid
una colonia bacteriana y se dejo secar, para comenzar con la tincién. Se cubri6 el

portaobjetos con cristal violeta durante 1 minuto, tras lo que se lavd con agua y se
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aplico el mordiente (Lugol) durante 1 minuto. Se lavd con agua, para después aplicar el
decolorante (alcohol 70°) durante 15 segundos y lavar. Finalmente, se afiadi6 safranina
durante 15 segundos, se lavd, y se dejé secar la preparacion. Una vez seca, el
portaobjetos se observo al microscopio en el objetivo de 100x con ayuda de aceite de
inmersion. Las bacterias grampositivas se muestran de color violdceo o azulado,

mientras que las gramnegativas poseen un tono rosado o rojizo.

Para determinar la movilidad de la bacteria, se diluy6 una colonia en una gota de PBS
en un portaobjetos, colocando un cubreobjetos encima. Se observo la preparacion al

microscopio en el objetivo de 100x con aceite de inmersion.

Para comprobar si el microorganismo era capaz de usar la enzima de la oxidasa y por
tanto utilizar el oxigeno en el transporte de electrones y si se trata de organismos
aerobios, se procedié a realizar la prueba de la oxidasa mediante tiras reactivas
(PanReac AppliChem, USA). Para ello, se colocd una colonia bacteriana en el extremo

inferior de la tira reactiva, que vira a azul en caso de poseer la enzima mencionada.

Para conocer si la bacteria era capaz de descomponer el perdxido de hidrégeno en agua
y oxigeno, se realizo la prueba de la catalasa, para la cual fue necesario colocar una gota
de agua oxigenada (Kern Pharma, Barcelona, Espafia) en un portaobjetos, en la que se
resuspendid una colonia bacteriana. Un resultado positivo se indica mediante la

aparicion de burbujas en el agua oxigenada.

Con el fin de distinguir entre bacterias capaces de metabolizar la glucosa por via aerobia
o anaerobia, se sembro la bacteria mediante picadura en tubos con medio semisolido de
Hugh-Leifson, sin sellar para la prueba aerobia y otro que fue sellado con parafina
liquida para generar un medio anaerobio. Los resultados se consideran positivos para

cada prueba en caso de que el medio virase a un tono amarillento.

Con objetivo de establecer si la bacteria requiere NaCl o no para crecer, se sembrd en
un medio de agar sin NaCl y se observo a diario para determinar si existia crecimiento

bacteriano.
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Al fin de comprobar la capacidad de la bacteria para metabolizar los aminoéacidos
arginina, lisina y ornitina, se prepararon distintos medios, cada uno suplementado con

los aminoacidos mencionados, y se sembro6 la bacteria durante 24 h.

3.2.2. Identificacion de la bacteria mediante qPCR

Previamente a la realizacion de la técnica de qPCR, se procedio a extraer el ADN de la
bacteria, mediante el kit comercial “E.Z.N.A.® Tissue DNA Kit” de Omega Bio-tek,
Inc., empleando el protocolo comercial del producto. Inicialmente se centrifugd la
bacteria a 3500 Xg durante 10 minutos, tras lo que se desecho el sobrenadante y
resuspendid la bacteria en 200 ul de PBS. Después, se afiadio 25 ul de OB Protease
Solution y se homogenizo la muestra en el Vortex. Tras ello, se afiadieron 4 pl de
RNasa A (100 mg/ml) y se dejo incubar la muestra durante 2 minutos a temperatura
ambiente. Se afiadieron 220 pl de BL Buffer, se homogeniz6 con Vortex y se incubd la
muestra durante 10 minutos a 70 °C. Después, se anadieron 220 pul de etanol 100%, y se
transfirid la muestra entera a una columna (DNA Mini Column) insertada en un
microtubo de 2 ml, tras lo que se centrifugd a maxima velocidad durante 1 minuto. Se
desech¢ el sobrenadante, y se anadieron 700 pul de DNA Wash Buffer diluido con etanol
100% con objetivo de lavar el ADN, se centrifugd a velocidad maxima durante 30
segundos, se descarto el filtrado, y repiti6 el lavado de ADN. Se centrifugd la columna
vacia en un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml y se realizo la elucion del ADN, para lo
que se afiadieron 100 ul de Elution Buffer calentado previamente a 70 °C. Se atemperd
durante 2 minutos y centrifugd a maxima velocidad durante 1 minuto. Se realizé una

segunda centrifugacion y elucion, y se guard6 el ADN obtenido a -20 °C.

Una vez obtenido y purificado el ADN bacteriano, se procedié a realizar la técnica de la
qPCR, que amplifica y cuantifica de forma simultdnea el ADN. Mediante la qPCR, se
separan las hebras de ADN, para permitir la uniéon de los cebadores o “primers” en
ambos sentidos (“forward” y “reverse”) de los extremos de la cadena de ADN, 5’ y 3°.
Tras la unién, la enzima Taq polimerasa comienza la replicacion exponencial
(amplificacion) del ADN, que es cuantificada mediante la deteccion de un fluoréforo
previamente afiadido, que es detectado por los sensores de fluorescencia del

termociclador tras cada ciclo de amplificacion.
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La gqPCR se realizé utilizando iQ™ SYBR® Green Supermix (Bio-Rad), junto a los
primers “gyrB forward” y “gyrB reverse”, que estan disefiados para amplificar la
subunidad B del gen de la ADN girasa del V. alginolyticus. Para cada muestra que se
analizo, se prepar6 una mezcla de 25 pl, que contenia, 12,5 pl de SYBR Green, 0,5 pl
de cebador “gyrB forward” y 0,5 ul de cebador “gyrB reverse” (Tabla 2), 2 ul del ADN
a amplificar y 9,5 pl de agua ultrapura estéril. En caso del control negativo, el volumen
de ADN fue sustituido por agua ultrapura estéril. Los procesos de amplificacion y
cuantificacion fueron llevados a cabo por un sistema de deteccion CFX96™ mediante
PCR en tiempo real (Bio-Rad), utilizando un programa disenado especificamente para la
deteccion del V. alginolyticus que consistié en 1 minuto a 95 °C, seguido de 45 ciclos de
15 segundos a 95 °C, 15 segundos a 60 °C y 45 segundos a 72 °C, 1 minuto a 95 °C y 1
minuto a 60 °C. La amplificacion y deteccion fue llevada a cabo en el instrumento

CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad).

Tabla 2. Cebadores utilizados en la qPCR.

gyrB forward  5'— ATT GAG AAC CCG ACA GAA GCG AAG —3'
AF007288
gyrB reverse 5'"—CCT AAT GCG GTG ATC AGT GTT ACT —3'

Finalmente, los resultados obtenidos de la qPCR fueron exportados e interpretados para

confirmar la cepa bacteriana.

3.3. Extraccion de LPS

Uno de los inmunoestimulantes utilizados en el presente experimento fueron los LPS
ubicados en la pared bacteriana de la bacteria V. alginolyticus, tal y como fueron
utilizados previamente por Bravo ef al. (2011). Para realizar la extraccion, se utilizo una
modificacion del método de Rezania et al. (2011), basado en la extracciéon con agua-

fenol de Westphal y Jann (1965).

Se sembro la cepa bacteriana en BHI liquido suplementado al 1% de NaCl, dejando

crecer la bacteria durante 24 horas, en agitacion suave a 26 °C. Tras ello, se centrifugd
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la suspension bacteriana a 8.000 xg durante 30 minutos. Los precipitados se lavaron dos
veces con PBS suplementado con CaCl; 0,15 mM y MgCl, 0,5 Mm, para después ser
resuspendidos en 10 ml de PBS y sonicados, inmersos en hielo para evitar que suba la

temperatura durante la sonicacion, durante 10 minutos.

Con objetivo de eliminar las proteinas y acidos nucleicos no deseados, se procedid a
realizar un tratamiento con Proteinasa K, DNasa y RNasa. Primeramente, se afadio
Proteinasa K (Omega Bio-tek, Inc.) a la muestra, a una concentracion de 100 pg/ml, y
se incubo a 65 °C durante 1 hora. Posteriormente, se afiadi6 a la mezcla RNasa (Omega
Bio-tek) a una concentracion de (400 ul/ml) y DNasa I (Takara Bio) a una
concentracion de (8 U/ul) en presencia de MgSO4 20 % 1 pl/ml y cloroformo 4 pl/ml.

La mezcla se dejé incubando a 37 °C durante toda la noche.

Para el siguiente paso, se afadio el mismo volumen que la muestra de fenol 90% a 65-
70°C y se agitd vigorosamente durante 15 minutos a una temperatura de 65-70°C,
después se enfrio la suspension en hielo. Posteriormente se repartié el volumen total de
la muestra entre tubos de propileno de 1,5 ml, y se centrifugaron a 8.500 xg por 15
minutos, tras ello, se transfirieron los sobrenadantes a tubos de centrifuga de 50 ml. Las
fases de fenol restantes de los tubos de propileno de 1,5 ml, fueron extraidas de nuevo
anadiendo 300 pl de agua destilada estéril. Se afiadio acetato de sodio a 0,5 M de
concentracion a cada tubo con sobrenadante, y se afiadié etanol 95 % a un volumen 10

veces mayor. La suspension se dejo precipitando a -20 °C durante 24 horas.

Posteriormente, se centrifugaron los tubos a 2.000 xg a 4 °C durante 10 minutos. Los
sedimentos se resuspendieron en 1 ml de agua destilada estéril, se colocaron en una
tripa de dialisis, en agitacion suave durante 48 horas y a 4 °C, para eliminar por

completo las trazas restantes que pudieran quedar de fenol, asi como otros residuos.

Para finalizar la extraccion los LPS se liofilizaron durante 24 horas, se pesaron y fueron

almacenados a 4 °C.

Se comprobd la pureza de los LPS obtenidos en la extraccion mediante una
electroforesis en gel de agarosa (Pronadisa, CONDALAB, Madrid, Espafia) para

comprobar la presencia de material genético y una electroforesis SDS-page en gel de
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poliacrilamida (Bio-Rad Laboratories, Hércules, California), para detectar posibles

proteinas en la muestra.

3.4. Cultivo y mantenimiento de células E-11

En este trabajo fueron cultivadas células E-11, una linea celular fibroblastica,
inmortalizada e infectada permanente por un retrovirus, que proviene de la linea celular
SSN-1 de alevines pez cabeza de serpiente rayada (Channa striata). Las células E-11
son susceptibles a ser infectadas por cualquiera de los cuatro genotipos del Nodavirus,
siendo ideales para la replicacion de este. Las células fueron cultivadas en medio de
Leibovitz L-15 (Sigma-Aldrich, L4386) suplementado con 10% de suero fetal bovino
(Biowest, S181B-500) para su multiplicacion o 5% para su mantenimiento, a una

temperatura de 25 °C en una estufa de cultivo celular.

Cada cierto tiempo, las células fueron multiplicadas para su mantenimiento a largo
plazo. Para cada una de las multiplicaciones, se eliminé el medio del frasco de cultivo, y
se lavo el interior del mismo con PBS, para eliminar cualquier resto de medio y facilitar
la separacion de las células del frasco. Después, mediante accion mecanica, se separ6 el
tapiz celular del frasco y se suspendio en 5 ml de medio L-15, pipeteando para eliminar
los agregados celulares. Finalmente, se afiadié el volumen necesario para el nimero de
frascos a los que se iba a realizar el traspaso, y se repartieron las células en suspension

en los nuevos frascos de cultivo celular.

3.5. Replicacion y titulacion viral

3.5.1. Replicacion viral

Los cuatro genotipos de Nodavirus tueron replicados en células E-11. Para ello, se
inocularon 100 ul de virus suspendido en medio L-15 + 5% FBS en frascos celulares
con un tapiz celular abundante y crecido, que se dejaron incubar en 25 °C para las cepas
RGNNV y SINNV, y 20 °C para las cepas TPNNV y BFNNV. Se revisaron los frascos
a diario en el microscopio optico, hasta que finalmente se observo vacuolizacion en las
células y el desprendimiento del tapiz, sintomas de la infeccion por el virus, entonces, se
raspd con una punta de pipeta la superficie de los frascos de cultivo celular para recoger

el mayor numero posible de células infectadas, y se centrifugaron a 6000 rpm durante
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15 min a 4 °C. Finalmente, se desecho el precipitado y se guardo el sobrenadante donde

se encontraba el virus a -80 °C.

3.5.2. Titulacion viral

Para conocer la cantidad de particulas o cargas virales de las muestras de Nodavirus
obtenidas tras la replicacion del virus, se empled el método de titulacion viral
desarrollado por Reed y Muench (1938). Para ello, se prepararon 27 pocillos con 100 pl
de células E-11 en medio L-15 + 5% FBS, que se dejaron incubar a 25 °C durante dos
dias, para permitir al tapiz celular asentarse, hasta un recubrimiento del pocillo de entre

70y 80%.

Se prepararon diluciones seriadas con medio L-15 + 5 FBS de cada cepa del virus,
desde 10" a 10°. A cada dilucién le fueron asignados un triplicado de pocillos,
inoculandose una cantidad de 100 pl, y dejando la placa incubar a la temperatura 25 °C
para las cepas RGNNV y SINNV, y a 20 °C para las cepas TPNNV y BFNNV. Las
placas fueron revisadas diariamente, hasta la produccion del efecto citopatico (ECP),
caracterizado por espacios en el tapiz celular y vacuolizacion en las células (Figura 1).
Finalmente, conociendo las diluciones que causaron al menos un 50% de ECP en las
células, se aplico la formula de Reed y Muench (1938) para calcular el titulo viral. La
formula calcula el titulo viral mediante neutralizacion cuantitativa, utilizando la dilucion

del virus a la cual se produce el ECP en al menos el 50% de las muestras.

> 50% — 50%
>50% — <50%

Titulo viral = 10T(PiL%>50)+X]
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Figura 1. Efecto citopatico en las células E-11 tras la infeccion con Nodavirus. Se puede
observar la separacion del tapiz celular (A) y la vacuolizacion de las células (B).

3.6. Diseiio experimental

El experimento fue llevado a cabo en instalaciones del Parque Cientifico Tecnoldgico
Marino (PCTM) de la Universidad de Las Palmas de Gran Canaria (ULPGC) en

Taliarte, municipio de Telde en la isla de Gran Canaria.

3.6.1. Evaluacion in vivo de los LPS y poly (I:C) como inmunoestimulantes

para modular la respuesta inmune en lubina

Un total de 153 individuos de lubina provenientes de la empresa Aquanaria (Castillo del
Romeral, San Bartolomé de Tirajana, Gran Canaria, Espana), con un peso medio de
19,88 £ 5,51 g fueron dispuestos en 12 tanques cilindricos de fondo cénico de 500 litros

de volumen, con un suministro de agua continua a partir de agua marina y controlando

34



Estudio de la respuesta temprana del sistema inmune de lubina (Dicentrarchus labrax L.) y células E-11
ante inmunoestimulantes y Nodavirus

la saturacion de oxigeno mediante aireadores. Durante el experimento la temperatura del
agua de los tanques oscil6 entre 18,4 °C y 19,8 °C. El fotoperiodo se controlé con 12
horas de luz y 12 horas de oscuridad. Los peces fueron alimentados ad libitum dos

veces al dia con una dieta comercial (Skretting Alterna, D2).

Se aplicaron tres grupos experimentales con tratamientos distintos (PBS, LPS y poly
(I:C)), para lo cual se distribuyd cada grupo en tanques triplicados y con un circuito
distinto por grupo (Figura 2), a un total de 17 peces por tanque, que fueron inoculados
via intraperitoneal al inicio del experimento tras un periodo de aclimatacién. Los
individuos del primer grupo experimental fueron inoculados con 100 pl de PBS, que
actuaron como grupo control negativo. El segundo grupo experimental fue inoculado
con 100 pl de LPS a una concentracion de 1 pg/pl, con objetivo de comprobar la
eficacia del inmunoestimulante. El tercer grupo fue inoculado con el inmunoestimulante

poly (I:C) (BIOSIGMA) a una concentracion de 5 pg/pl.

Dos peces de cada tanque fueron sacrificados mediante sobredosis de aceite de clavo
para tomar muestras en el momento inicial tras la inoculacion y a 12 horas, 1 dia, 2 dias,
3 dias, 7 dias y 15 dias tras la inyeccion intraperitoneal. Se recogieron muestras de
cerebro que se conservaron en TRItidy G (ITW Reagents) a -20 °C hasta el momento de

su procesado.
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Figura 2. Esquema del ensayo experimental con lubina.

3.6.2. Evaluacion in vitro de la respuesta inmune de células E-11 ante LPS

y poly (I: C)

Para la realizacion del experimento, se transfirieron las células E-11 a cuatro placas de
cultivo celular de 24 pocillos, a una densidad de 175.000 células/ml, en medio L-15 +

5% FBS y se incubaron durante 24 h.

Se le asignd a cada placa un tratamiento distinto, y a cada pocillo un tiempo de toma de
muestras, que se realizaron por triplicado. Se sustituyo6 el medio de cultivo de las células
por 400 pl de medio L-15 + 5% FBS por cada pocillo para la placa asignada como
control negativo, 400 pl de medio L-15 + 5% FBS con 50 ng/ul de LPS para el segundo
grupo y 400 pl de medio L-15 + 5% FBS suplementado con 50 ng/ul de poly (I:C)

como tercer grupo.

Las tomas de muestras se realizaron al tiempo inicial tras el cambio del medio (Oh), 3, 6,
12, 24, 48 y 72 horas posteriores. Las muestras se recogieron eliminando el medio y
lisando las células con TRK Lysis Buffer (Omega Bio-tek, PR021) del kit de extraccion

de ADN, almacenandose a -20 °C para su posterior procesado.
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3.6.3. Inmunosusceptibilidad de células E-11 inducidas con LPS y poly

(I:C) e infectadas con Nodavirus

Para llevar a cabo el experimento, se utilizaron células E-11 en placas de cultivo celular
de 24 pocillos, a una densidad de 175.000 células/ml, con medio L-15 + 5% FBS
durante 24 h.

Se utilizaron 8 placas en total, inoculando cuatro placas con poly (I:C) a una
concentracion de 50 ng/ul en un total de 400 pl de medio L-15 + 5% FBS por pocillo.
Tres dias después, debido a los resultados obtenidos en el experimento realizado
anteriormente de estimulacion del sistema inmune en células E-11, las cuatro placas que
no habian sido inmunoestimuladas, fueron inoculadas cada una por una cepa de
Nodavirus (RGNNV, SINNV, TPNNV y BFNNV) con una titulacion viral de 10°
TCID/50 en los grupos RGNNV y TPNNV, y de 10* TCID/50 en los grupos SINNV y
BFNNV, realizando también el mismo proceso en las placas inmunoestimuladas. Se
recogieron muestras a 0, 6, 12, 24, 48 y 72 h tras la infeccién. Las muestras se

recogieron lisando las células mediante TRK y conservandolas a -20 °C.

Para calcular el titulo viral de cada una de las muestras una vez realizada la qPCR, se
extrapolaron los resultados obtenidos realizando una curva de calibrado, obteniendo los
valores de Cq para una serie de diluciones seriadas de cada cepa del virus, que partieron

de una concentracion conocida.

3.7. Procesamiento de las muestras

Se extrajo el ARN total de las muestras de cerebro y células utilizando una modificacion
del protocolo designado por el Kit comercial de Omega “E.Z.N.A. Total RNA Kit 1”.
Inicialmente se homogenizaron las muestras con un ultraturrax y se dejaron reposar
durante 5 minutos a temperatura ambiente. Tras ello, se afiadieron 100 ul de cloroformo
a cada muestra, para después homogenizar con ayuda de un Vortex, dejando la muestra
3 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se centrifugaron las muestras a
13.000 xg durante 15 minutos, para recoger el sobrenadante y transferirlo a un tubo de
microcentrifuga de 1,5 ml, al que se le afiadieron 350 pl de etanol 70% frio. Se

traspasaron las muestras a columnas (“Silica Mini spin column”) que se introdujeron en
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microtubos de 2 ml, para después centrifugar a 10.000 xg durante 1 minuto a
temperatura ambiente, tras lo que se eliminé el contenido del microtubo. Se afiadieron
500 pl de “RNA Wash Buffer I” a la columna, y se centrifugd a 10.000 xg durante 1
minuto a temperatura ambiente, tras lo que se desecho el volumen del microtubo.
Después, se afiadieron 500 pl de “RNA Wash Buffer II” a la columna, y se centrifug6 a
10.000 xg durante 1 minuto a temperatura ambiente, se desechd el volumen del
microtubo y se repitid el paso mencionado previamente una segunda vez. Tras ello, se
moviod la columna a un microtubo nuevo, y se centrifug6 a 13.000 xg durante 2 minutos
a temperatura ambiente, para desechar el microtubo y colocar la columna en un
microtubo de centrifuga de 1,5 ml. Se afiadieron 60 pl de agua ultrapura con 1% de
dietilpirocarbonato (DEPC) a la columna, y se centrifugd durante 2 minutos a 13.000
xg. Finalmente, se recogi6 el volumen total del microtubo de centrifuga y se transfirio
de nuevo a la columna, para realizar un centrifugado a 13.000 xg durante 2 minutos, y
almacenar las muestras de ARN obtenidas a -20 °C para continuar posteriormente con el

trabajo.

Tras la extraccion de ARN, se realizé una cuantificacion del ARN obtenido mediante el
instrumento Nanodrop 1000 (Thermo Fisher Scientific). Se diluyeron las muestras hasta
una concentracion de 100 ng/ul. Mas tarde se utilizd el kit comercial “iScript” de
BIORAD para realizar el proceso de retrotranscripcion del ARN y obtener ADN
complementario (ADNc) en un termociclador BIORAD T100.

Para realizar la retrotranscripcion, se afiadieron 5 pl de Tampon 5X (BIORAD) y 12 pl
de agua DEPC a cada muestra de 2 pl (1 pg/ul) de ARN, y se dejaron incubar a 70 °C
durante 10 minutos. Después se anadidé 5 pl de agua DEPC y 1 pl de enzima
transcriptasa inversa a cada muestra, para incubar 10 minutos a 25 °C, 50 minutos a 42
°C y 15 minutos a 70 °C. Finalmente, las muestras de ADNc se almacenaron a -20 °C

para su posterior procesado.

3.7.1. Evaluacion de la expresion génica mediante qPCR

La expresion de genes del sistema inmune se evalué mediante qPCR. Para ello, se
emplearon placas de 96 pocillos disefiadas previamente, evaluando cada muestra por

triplicado. Los genes valorados en el experimento fueron la f-actina como gen
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constitutivo (“housekeeping”), Mx e IRF-3 como genes indicadores de respuesta
antiviral, IL-1 y TNF-a como genes indicativos de respuesta inflamatoria, IL-10 como
gen indicador de la respuesta antiinflamatoria y el gen Snod R1 para la deteccion del

Nodavirus (Tabla 3).

Tabla 3. Cebadores empleados para evaluar la expresion de genes mediante qPCR.

Cebador Secuencia Referencia

Forward 5— ATGTGGATCAGCAAGCAGG - 3’
B-actina AJ537421

Reverse 5—- AGAAATGTGTGGTGTGGTCG -3’

Forward  5—- GGTCAAGGAGCAGATCAAACAG -3’
Mx AM?228974

Reverse 5’— CTCGCATCAGGTTAGGGAATC -3’

Forward 5 — AGAGGTGAGTGGCAATGGTC -3
IRF-3 CBN81356

Reverse 5" -~ GAGCAGTTTGAAGCCTTTGG - 3’

Forward 5~ ATTACCCACCACCCACTGAC - 3°
IL-1B AJ269472

Reverse 5" —=TCTCTTCCACTATGCTCTCCAG -3’

Forward 5’ - GCCAAGCAAACAGCAGGAC -3’
TNF-a DQ200910

Reverse 5> - ACAGCGGATATGGACGGTG -3’

Forward 5" - ACCCCGTTCGCTTGCCA -3
IL-10 DQ821114

Reverse 5’ - CATCTGGTGACATCACTC -3

Forward 5-TCC AAA AGA AAG AAGCATAC-3
Snod R1 AB056571

Reverse 5’ - TGG CAT GTA CCA CGG AAC-3¥

39



Estudio de la respuesta temprana del sistema inmune de lubina (Dicentrarchus labrax L.) y células E-11
ante inmunoestimulantes y Nodavirus

Una vez obtenidos los valores de ciclo de umbral (Ct) para cada una de las muestras, se
normalizaron los resultados respecto al tiempo inicial de cada uno de los tratamientos

mediante el método de Livak y Schmittgen (2001).

3.8. Analisis estadistico

El anélisis estadistico y la representacion grafica de los datos se realizaron mediante el
programa IBM SPSS Stadistics v26. Se analizaron los resultados de los experimentos de
estimulacion del sistema inmune de lubina y células E-11 mediante un test ANOVA de
un factor y la prueba de rango post hoc Tukey, considerando que las diferencias en la
expresion de genes eran estadisticamente significativas cuando p < 0,05. Los resultados
del experimento de infeccion de células E-11 inmunoestimuladas fueron analizados
mediante una prueba T para muestras independientes, considerando que las diferencias

entre grupos eran estadisticamente significativas cuando p < 0,05

Los graficos de los resultados obtenidos se realizaron utilizando el programa GraphPad

Prism 9.
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4. Resultados

4.1. Identificacion de la bacteria

4.1.1. Identificacion de la bacteria mediante pruebas bioquimicas

Tras aplicar la tincion de Gram, las bacterias se observaron de una tonalidad rojiza, por

lo que se puede afirmar que se trataba de bacterias gramnegativas (Figura 3A).

Al realizar la prueba de movilidad y observar las bacterias al fresco en el microscopio

optico, se pudo determinar que las bacterias eran moviles.

Mediante la aplicacién de una colonia en una tira reactiva para la prueba de oxidasa, se
observo el viraje de la franja reactiva a color azul, por lo que se estableci6 un resultado

positivo (Figura 3B).

Después de aplicar agua oxigenada a una colonia bacteriana, se advirti6 la presencia de

burbujas, determinante de un resultado positivo para la prueba de catalasa (Figura 3C).

Sembrando la bacteria en medio de Hugh Leifson en condiciones aerobias y anaerobias,
se observo el viraje de ambos medios a una tonalidad amarillenta, siendo positiva para

ambas reacciones de oxidacion y fermentacion (Figura 4A).

Tras sembrar la bacteria en un medio sin sal, se comprobd que no se produjo
crecimiento de la bacteria, por lo que se considera positiva para el requerimiento de sal

(Figura 4B).

Inoculando la bacteria en los medios preparados con aminoécidos, se produjo el viraje
de color, que indico el resultado negativo para arginina, positivo para lisina y negativo

para ornitina.
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Figura 3. Identificacion de V. alginolyticus mediante tincion de Gram, mostrando bacilos
gramnegativos (A), prueba de la peroxidasa con formacion de burbujas (B) y prueba de la
oxidasa con un viraje de la tira reactiva a color azul (C).

Figura 4. Identificacion de V. alginolyticus mediante sembrado en Hugh Leifson, donde se
aprecian los medios antes de ser sembrados (izquierda) y tras el crecimiento de la bacteria
(derecha) (A) y mediante siembra en un medio sin sal, donde no se produjo crecimiento
bacteriano (B).

4.1.2. Identificacion de la bacteria mediante qPCR

El resultado de la qPCR para la identificacion de V. alginolyticus se valor6 como
positivo, con un ciclo de cuantificacion (Cq) medio para las muestras analizadas de
15,02 £ 0,166 (Figura 5). Se consider6 que no existia presencia de bacteria en el control

negativo, con un Cq de 31,19 + 0,487.
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Figura 5. Resultado de la qPCR para la deteccion de V. alginolyticus.

4.2. Extraccion de LPS
4.2.1. Electroforesis en SDS-PAGE

Se realiz6 una electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sodico (SDS-
PAGE) para la deteccion de posibles proteinas y determinar la pureza en los LPS

obtenidos tras la extraccion.

Como se puede observar en la Figura 6, no se detectaron proteinas en la muestra de

LPS extraida, ya que no se percibieron bandas en el pocillo de la muestra.
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Figura 6. Perfil electroforético de marcador Precision Plus Protein™ WesternC™ Standars
(carriles 1y 4), V.alginolyticus sonicado como control positivo (carril 2) y muestra de LPS
(carril 3) en gel SDS-PAGE.

4.2.2. Electroforesis en gel de agarosa

Se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa con el objetivo de determinar la presencia

de material genético (ADN gendmico o ARN) en las muestras de LPS extraidas.

Tras la ejecucion de la electroforesis (Figura 7), no se pudieron observar bandas en
ninguno de los pocillos ocupados por las muestras, por lo que se determind que no

existia presencia de material genético en las muestras extraidas.
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Figura 7. Perfil electroforético de V. alginolyticus calentado a 99 °C como control positivo
(carril 1) y muestras de LPS (carriles 2 a 8) en gel de agarosa.
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4.3. Evaluacion in vivo de los LPS y poly (I:C) como
inmunoestimulantes para modular la respuesta inmune en

lubina

En las gréaficas se representan los cambios en la expresion de los distintos genes
analizados del sistema inmune de lubina en el experimento con inmunoestimulantes. La
expresion génica fue normalizada mediante el método de Livak y Schmittgen (2001) y

respecto a los resultados del tiempo inicial del gen constitutivo (B-actina).

En la Figura 9A se puede observar un elevado efecto estimulante de la respuesta
antiviral mediada por el gen Mx para el grupo tratado con poly (I:C) entre los tiempos
12 y 72 h tras la inoculacion del inmunoestimulante. Tras 48 h después de la
inoculacién, se observa una estimulacion en el grupo control tratado con PBS, que
coincide con una infeccion natural por Vibrio harveyi que fue identificada mediante
PCR (Figura 8A) al observar una sintomatologia en los peces del experimento
compatible con Vibriosis (Figura 8B). En el tiempo 72 h, los tres tratamientos muestran
una estimulacion del gen Mx que concuerda con la infeccion. Una semana tras la
inoculacion, los grupos PBS y poly (I:C) permanecen con un nivel de estimulacion

mayor que el grupo LPS como se observa en las diferencias significativas (p<0,05).

Como se observa en la Figura 9B, el grupo tratado con poly (I:C) muestra una
estimulacion de la respuesta antiviral regulada por el gen IRF-3 a partir de las 12 h,
hasta las 72 h tras la inoculacion. En el tiempo 48 h, se produjo una estimulacion en el
grupo control PBS a la par que la infeccion natural mencionada anteriormente. A 72 h
tras la inoculacion, la infeccion fue generalizada para los tres tratamientos, que se
muestran inmunoestimulados. En los tiempos 7 d y 15 d, se retomaron valores basales

sin diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre grupos.
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Figura 8. Perfil electroforético de marcador de peso molecular (carril 1), control negativo
(carril 2), y muestras de ADN obtenidas a partir de bacterias sin identificar obtenidas del cultivo
de organos de peces enfermos (carriles 3 a 7) en gel de agarosa (A) y pez fallecido a causa de la

enfermedad, con hemorragias en boca, branquias y aletas (B).
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Figura 9. Expresion de los genes Mx (A) e IRF-3 (B) para los tratamientos utilizados en el
experimento de estimulacion del sistema inmune de lubina. Las diferencias se consideraron
estadisticamente significativas para p < 0,05.
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Como se aprecia en la Figura 10A, a partir de 12 h tras la inoculacion, se observa un
efecto estimulante de la respuesta proinflamatoria debida a la IL-1p para el grupo
tratado con poly (I:C). En el grupo control, se observa un aumento de los niveles de IL-
1B en el tiempo 24 h, junto a la infeccion por V. harveyi. Tras 48 h, se observa un
aumento de los niveles de IL-1p en los grupos PBS y poly (I:C) durante el desarrollo de
la infeccion. A 72 h la estimulacion de la respuesta proinflamatoria se aprecia en los tres
grupos a la vez que el proceso infeccioso. A los 7 d tras la inoculacion, el grupo poly
(I:C) muestra diferencias significativas frente al grupo LPS (p<0,05). Finalmente, a 15 d
tras el inicio del experimento, los niveles de IL-1p volvieron a niveles basales en todos

los grupos sin diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre ellos.

En la Figura 10B se puede percibir un aumento en la expresion de TNF-a en el grupo
poly (I:C) a partir de las 12 h tras la inoculacion. A tiempo 24 h, se observan valores
similares a los obtenidos en el tiempo inicial. A partir de las 48 h se aprecia un aumento
de la expresion génica en los tratamientos PBS y poly (I:C) coincidiendo con la
infeccion por bacteria, estando a 72 h todos los grupos inmunoestimulados y afectados
por el proceso infeccioso. Finalmente, a tiempo 7 y 15 d, los valores retornan a niveles

basales sin diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre ellos.
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Figura 10. Expresion de los genes IL-1p (A) y TNF-a (B) para los tratamientos utilizados en el
experimento de estimulacion del sistema inmune de lubina. Las diferencias se consideraron
estadisticamente significativas para p < 0,05.
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En la Figura 11 se observa un aumento de la respuesta antiinflamatoria mediada por la
IL-10 en el grupo poly (I:C) a 12 h tras la inoculacion del inmunoestimulante, que
continua elevada a 24 h respecto al grupo LPS. 48 horas tras la inoculacion, y durante el
transcurso de la infeccion natural, se aprecia un aumento de la expresion de la IL-10 en
los grupos PBS y poly (I:C), siendo a 72 h elevada para los tres grupos. A 7 d, el grupo
LPS tiene menos expresion que los tratamientos PBS y poly (I:C), mientras que, a 15 d,
las diferencias estadisticas (p<0,05) Unicamente se encuentran entre LPS y poly (I:C),

teniendo este ultimo mayores niveles de expresion.
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Figura 11. Expresion del gen IL-10 para los tratamientos utilizados en el experimento de
estimulacion del sistema inmune de lubina. Las diferencias se consideraron estadisticamente
significativas para p < 0,05.
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4.4. Evaluacion in vitro de la respuesta inmune de células E-11 ante

LPS y poly (I:C)

En las graficas que se muestran a continuaciéon se representan las variaciones en la
expresion de los distintos genes analizados del sistema inmune de células E-11 en el
experimento con inmunoestimulantes. La expresion génica fue normalizada mediante el
método de Livak y Schmittgen (2001) y respecto a los resultados del tiempo inicial del

gen constitutivo (B-actina).

En la Figura 12A se puede observar una tendencia al alza generalizada en la expresion
de IL-1P entre 0 y 12 h. Después de 6 h tras afiadir los inmunoestimulantes al medio, los
niveles de IL-1 se muestran mas elevados en el grupo tratado con LPS que en los otros
dos tratamientos. En el tiempo 12 h, se encuentran diferencias significativas (p<0,05)
entre los tres grupos, siendo la expresion mas elevada la del grupo LPS, seguida de poly
(I:C) y encontrandose el grupo control por debajo de estos. Después de 24 h,
disminuyen los niveles de expresion en todos los tratamientos. A 48 h, el grupo tratado
con LPS se encuentra mas expresado que el grupo estimulado con poly (I:C).
Finalmente, a 72 h, los valores de todos los grupos se encuentran con niveles de

expresion bajos.

Como se observa en la Figura 12B, los niveles de expresion de TNF-a se mantienen
hasta el tiempo 12 h, en el que se encuentran diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05) entre los valores de expresion obtenidos en el grupo control y el LPS. A 24 h,
los niveles de expresion se muestran similares a los tiempos iniciales. Después de 48 h,
hay diferencias (p<0,05) entre los tres grupos, siendo el grupo tratado con LPS el que
tiene niveles mas elevados de expresion, seguido del grupo control y, por tltimo, el
tratado con poly (I:C). En el tiempo 72 h se produjo una elevacion en los tres grupos de

los niveles de expresion de TNF-a.
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Figura 12. Expresion de los genes IL-1p (A) y TNF-a (B) para los tratamientos utilizados en el
experimento de estimulacion del sistema inmune de células E-11. Las diferencias se
consideraron estadisticamente significativas para p < 0,05.
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En la Figura 13A se pueden apreciar los niveles de la expresion génica de IRF-3 que se
relaciona con la respuesta antiviral. En la grafica se observa como los valores se
mantienen relativamente constantes desde el inicio del experimento hasta las 24 h. A las
12 h, existen diferencias significativas (p<0,05) entre el grupo tratado con poly (I:C) y
los grupos control y LPS. A 48 h los valores del grupo control y LPS muestran un
aumento de los niveles de expresion. En el Gltimo tiempo de muestreo a 72 h, se aprecia
un dréstico aumento de los niveles de IRF-3 en el grupo poly (I:C), que se muestra

diferente estadisticamente frente a los grupos restantes.

Los valores de la expresion de IL-10 se muestran en la Figura 13B. Entre los tiempos 0
y 3 h, la expresion de la citoquina se mantiene con valores similares en todos los
grupos, hasta tiempo 6 h, en el que se encuentran diferencias estadisticas (p<0,05) entre
el grupo LPS, en el que se encuentran valores mas elevados, y los grupos control y poly
(I:C). Las diferencias (p<0,05) encontradas a 6 h, se mantienen también a las 12 h. Tras
24 h después del comienzo del experimento, los valores de IL-10 vuelven a niveles
bajos y sin diferencias entre los grupos. A 48 h, el grupo poly (I:C) se encuentra menos
expresado que los dos grupos restantes, con los que muestra diferencias significativas
(p<0,05). Finalmente, a 72 h, se observa una estimulacion generalizada en todos los

grupos en los niveles de expresion génica.
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Figura 13. Expresion de los genes IRF-3 (A) e IL-10 (B) para los tratamientos utilizados en el
experimento de estimulacion del sistema inmune de células E-11. Las diferencias se
consideraron estadisticamente significativas para p < 0,05.
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4.5. Inmunosusceptibilidad de células E-11 inducidas con LPS y
poly (I:C) e infectadas con Nodavirus

En las graficas representadas en este apartado, se observan las variaciones en el tiempo
del titulo viral de cada una de las cuatro cepas empleadas en el experimento (RGNNV,
SINNV, TPNNV y BFNNYV). El titulo viral fue calculado extrapolando valores de Cq
obtenidos mediante qPCR gracias a una recta de calibrado. No se encontraron
diferencias significativas entre ninguno de los tratamientos para cada cepa de

Nodavirus.

En la Figura 14 se observa la evolucion del titulo viral del grupo inmunoestimulado y
sin estimular infectado con la cepa RGNNV. Durante las primeras horas tras la
infeccion comienza a aumentar el titulo viral en ambos tratamientos. Entre las 6 y 12 h
tras el inicio del experimento, aunque no existan diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05), se observa una tendencia del grupo infectado no
inmunoestimulado a poseer mas carga viral que el grupo inmunoestimulado. A tiempo
24 h, el virus alcanza sus valores mas altos en el grupo no estimulado, con un titulo de
5,6 £ 0,126 TCIDso/ml. Los valores maximos del grupo estimulado se dan en tiempo 48
h, con 5,16 + 0,22 TCIDso/ml. Finalmente, a tiempo 72 h, se produce una pronunciada

caida en los valores titulo viral de ambos grupos.
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Figura 14. Titulo viral (TCIDso/ml) cuantificado en células E-11 infectadas con RGNNYV sin
estimular y estimuladas con poly (I:C) (50 ng/pl).

En la Figura 15 se aprecia los valores de titulo viral para el grupo infectado con
SINNV estimulado con poly (I:C) y sin estimular. Se observa cémo tras 6 h, la
replicacion viral se inicia y los valores comienzan a aumentar. A 12 h, pese a que no se
encuentran diferencias estadisticamente significativas (p<0,05), existe una tendencia del
virus a replicarse mas en el grupo sin estimular, que permanece hasta el fin del
experimento. A 24 h se alcanzan los valores maximos para ambos grupos con un titulo
viral de 6,93 + 0,20 TCIDso/ml para el grupo no inmunoestimulado y 6,12 + 0,16
TCIDso/ml en el grupo estimulado. Durante los tiempos 48 h'y 72 h, se observa como la
tendencia del titulo viral es a la baja en ambos grupos, permaneciendo el grupo sin

estimular con valores mas elevados que el grupo tnicamente infectado con el virus.
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Figura 15. Titulo viral (TCIDso/ml) cuantificado en células E-11 infectadas con SINNV sin
estimular y estimuladas con poly (I:C) (50 ng/pl).

Los valores de titulo viral para los grupos infectados con TPNNV estimulado y sin
estimular se ven reflejados en la Figura 16. A las 6 h y aunque no se encuentren
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05), se observa una tendencia a una
mayor replicacion del virus en el grupo estimulado, sin embargo, el titulo viral se
aproxima en ambos grupos en tiempo 12 h. A las 24 h tras el inicio del experimento, se
observa un aumento pronunciado del titulo viral en el grupo no estimulado, mientras
que el grupo estimulado aumenta de forma mas moderada. En el tiempo 48 h, los
valores se vuelven a aproximar en ambos grupos, para volver a darse una tendencia al
alza en el grupo sin inmunoestimular a las 72 h, donde se encuentran los valores
maximos de titulo viral para cada tratamiento, con 6,74 = 0,12 TCIDso/ml en el grupo

no estimulado y 6,2 + 0,33 TCIDso/ml en el grupo estimulado.
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Figura 16. Titulo viral (TCIDso/ml) cuantificado en células E-11 infectadas con TPNNV sin
estimular y estimuladas con poly (I:C) (50 ng/pl).

En la Figura 17 se puede observar el titulo viral del grupo no estimulado y estimulado a
través de los tiempos de muestreo para la cepa BFNNV. Entre el tiempo inicial (Oh) y
las 12 h, se aprecia una ligera tendencia al alza de ambos grupos, con valores similares.
Entre las 12 y las 24 h, se detecta un mayor titulo viral en el grupo sin estimular que en
el estimulado, con una tendencia al alza en ambos, donde el grupo no estimulado
alcanza su maximo valor, con 5,6 £ 0,12 TCIDso/ml. A las 48 h, se observa una
tendencia descendente en los valores del grupo no estimulado, sin embargo, la tendencia
es ascendente en el grupo estimulado, con valores de 5,15 + 0,22 TCIDso/ml.
Finalmente, la tendencia de ambos grupos a 72 h es descendente, encontrandose el

grupo sin inmunoestimular con un mayor titulo viral que el estimulado.
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Figura 17. Titulo viral (TCIDso/ml) cuantificado en células E-11 infectadas con BFNNV sin
estimular y estimuladas con poly (I:C) (50 ng/pl).
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5. Discusion

5.1. Evaluacion in vivo de los LPS y poly (I:C) como
inmunoestimulantes para modular la respuesta inmune en

lubina

En el presente experimento, se pudo observar diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05) en la expresion de los genes entre los distintos tratamientos empleados en

lubina.

5.1.1. Respuesta antiviral

En cuanto a la respuesta antiviral, se produjo una respuesta temprana para el grupo
inoculado con poly (I:C), tal y como se produjo en otros experimentos in vivo realizados
(Salinas et al., 2004; Falco et al., 2014; Carballo et al., 2016). La expresion de los genes
Mx e IRF-3 muestran su expresion mas elevada después de 12 h tras la estimulacion,
para comenzar a descender progresivamente a lo largo del tiempo. La estimulaciéon del
gen Mx tras la inoculacion del poly (I:C) en lubina fue observada también por Carballo
et al. (2016), y en otros peces en numerosos estudios, como en rodaballo japonés
(Paralichthys olivaceus) (Thanasaksiri et al., 2015), rohu (Labeo rohita) (Das et al.,
2019), salmoén real (Oncorhynchus tshawytscha) (Lulijwa et al., 2020) o catla (Labeo
catla) (Panda et al., 2021). Ambos genes parecen alterarse ligeramente durante la
infeccion bacteriana natural que curso en todos los circuitos aproximadamente entre las

24 y 72 h del experimento.

En el grupo tratado con LPS no se produjo una respuesta antiviral, encontrdndose
incluso menos estimulado que los demas grupos en el tiempo 7 d para Mx, posiblemente
debido a la infeccion natural. La via de reconocimiento principal de los LPS es
mediante la via de activacion de los receptores TLR-4, precedida por la recepcion de los
LPS y de la proteina de union al LPS (LBP) mediante el antigeno CD14, y la asociacion
de los LPS con la proteina MD-2. Los receptores TLR-4, el antigeno CD-4 y la MD-2
no han sido detectados en los genomas de la gran mayoria de especies de peces
teleosteos (Iliev et al., 2005; Sepulcre et al., 2015). Ademas, en otros experimentos, se

ha comprobado como los LPS son incapaces de producir una respuesta inmune a no ser
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que se inoculen en concentraciones muy elevadas, tanto en especies con la ausencia de
receptores TLR-4 como la dorada (Sparus aurata) o el fugu (Takifugu rubripes), como
en el pez cebra (Danio rerio), en el que se ha demostrado la presencia de los receptores

TLR-4 (Sepulcre et al., 2015).

En otros trabajos realizados si se produjo una estimulacion del sistema inmune tras la
exposicion a LPS en peces sin presencia de receptores TLR-4, como en dorada por
Bravo et al. (2013). Sin embargo, esto probablemente se debe a subproductos
bacterianos de la extraccion de LPS mediante el método de agua-fenol, como pueden ser
las islas CpG bacterianas, que son reconocidos por el sistema inmune y producen una
estimulacion de la respuesta antiviral mediante los IFN tipo I y otras vias alternativas a
la activacion mediante TLR-4, como por los receptores TLR8 por medio del IRF-5 e

IRF-7 (Kawali et al., 2004; Iliev et al., 2005).

Por estos factores, es probable que el reconocimiento de forma efectiva de los LPS en
peces teledsteos no sea posible, ya que no parecen mostrar una respuesta inmune,
impidiendo que se produzca el shock endotoxico y la activacion de la respuesta antiviral

(Iliev et al., 2005; Sepulcre et al., 2015).

5.1.2. Citoquinas proinflamatorias y antiinflamatorias

En el presente trabajo, se observd una estimulacion de las citoquinas proinflamatorias

IL-1B y TNF-a tras la induccién con los inmunoestimulantes empleados.

En el presente estudio, inicialmente se observo una mayor actividad a las 12 h en el
grupo poly (I:C) después de la inoculacion. Se produjo una fluctuacion en los valores de
la citoquina IL-1p, descendiendo a las 24 h y volviendo a ascender durante las 48 y 72
h. En otros estudios, como el realizado por Hu et al. (2018), también se produjo la
actividad oscilatoria de la citoquina observada en este experimento, tras inducir la

expresion de la IL-1p mediante la estimulacion con poly (I:C).

El grupo LPS no mostr6 estimulacion de la respuesta inflamatoria durante las primeras
horas, posiblemente debido a la incapacidad de producirse la estimulacion del sistema

inmune dada la ausencia de receptores TLR-4 en lubina. A partir de las 24 h, se produjo
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un aumento de los valores de IL-1B en el grupo control, que se mantuvieron elevados
hasta las 72 h. También en el tiempo de 72 h, el grupo LPS se mostraba con niveles

elevados.

La citoquina TNF-a se comportdé de forma muy semejante a IL-1p en el presente
experimento, con un patrén oscilatorio similar. He et al., (2020) observaron el mismo
comportamiento entre las dos citoquinas tras una prueba de estimulacion del sistema

inmune en carpa cruciana (Carassius carassius).

En este experimento se utilizo la IL-10 como indicadora de la respuesta
antiinflamatoria, ya que inhibe la sintesis de citoquinas proinflamatorias y disminuye la
presentacion de antigenos. Pese a ello, también es capaz de activar algunas funciones
del sistema inmune, como la produccion de anticuerpos, maduracion de células B o la

activacion de células T (Uribe ef al. 2011).

A las 12 h después de la inoculacion, se aprecié un aumento de los valores de IL-10 en
el grupo poly (I:C), tal y como ocurrié con las citoquinas proinflamatorias analizadas.
También se observo la misma pauta, disminuyendo sus valores a las 24 h para después
producirse un aumento a las 48 h'y 72 h. En grupo tratado con poly (I:C), durante los
tiempos de muestreo 7 y 15 d, la citoquina presentd diferencias significativas (p<0,05)
frente a LPS, permaneciendo mas elevada hasta el final del experimento. La
estimulacion de la IL-10 en peces estimulados con poly (I:C) ya se ha observado en

otros estudios (Seppola et al., 2008; Du et al., 2017; Jiang et al., 2021; Li et al., 2022).

En el grupo control negativo, se observd un aumento de los valores de IL-10 a partir de
las 48 h, mostrando diferencias significativas (p<0,05) con el grupo LPS, en la que
estaba menos expresada, mientras que a las 72 h, todos los tratamientos mostraron una
alta expresion de IL-10, posiblemente como respuesta a la infeccion natural ocasionada
por V. harveyi (Biswas et al., 2013; Zhang et al., 2020). Sin embargo, a los 7 d tras la
inoculacién, el grupo LPS permanecia menos elevado que los grupos control y poly
(I:C), mostrando diferencias estadisticamente significativas (p<0,05), posiblemente,

debido a un diferente grado de afeccion de la enfermedad en cada tratamiento.

63



Estudio de la respuesta temprana del sistema inmune de lubina (Dicentrarchus labrax L.) y células E-11
ante inmunoestimulantes y Nodavirus

Pese a que la actividad oscilante de las citoquinas proinflamatorias y antiinflamatorias
mencionadas anteriormente han sido registradas en otros trabajos, en la presente
experiencia se observaron elevaciones de estas citoquinas en el grupo control, no
estimulado. Las elevaciones observadas se podrian deber a que, especialmente tanto IL-
1B como TNF-a son citoquinas envueltas en la induccion de la respuesta inflamatoria
producida por bacterias gramnegativas, como el V. harveyi que produjo la infeccién

natural durante el experimento (Parrillo, 1993; Marsh y Wewers, 1996).

5.2. Evaluacion in vitro de la respuesta inmune de células E-11 ante
LPS y poly (I:C)

5.2.1. Respuesta antiviral

El IRF-3 tiene un papel importante durante las infecciones viricas, ya que modula la

activacion de multiples vias inductoras del IFN.

La expresion del gen IRF-3 se mantuvo relativamente constante en todos los
tratamientos durante el experimento, a excepcion del grupo poly (I:C), que mostré una
expresion elevada del gen durante el tiempo 72 h. Este comportamiento por parte del
IRF-3 ya habia sido observado anteriormente por Valero et al. (2015) tras una infeccion
con Nodavirus. Por ello, el tratamiento poly (I:C) y el tiempo 72 h, fueron escogidos
como el inmunoestimulante y tiempo mas efectivos, y utilizados para la realizacion de

la prueba experimental de infeccion con Nodavirus.

5.2.2. Citoquinas proinflamatorias y antiinflamatorias

Respecto a la expresion de IL-1P3, TNF-a e IL-10, el tratamiento que mostrd una mayor
activacion de la respuesta inmune fue el grupo estimulado con LPS, en el que se pudo
observar un aumento de los valores de las citoquinas, con un comportamiento
oscilatorio como ocurrié en el experimento previo. En otros estudios in vitro con células
de peces, se ha observado también como los LPS son capaces de activar la produccion
de citoquinas proinflamatorias en concentraciones muy elevadas (pg/ml) en

comparacion con las dosis requeridas para producir una activacion similar en mamiferos
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(ng/ml). Ademas, la ausencia de los receptores TLR-4 en la gran mayoria de peces, asi
como las moléculas necesarias para su activacion (MD-2 y CD14), podria indicar que
los LPS son reconocidos por una via diferente que en mamiferos, alternativa a los TLR-

4 (MacKenzie et al., 2003; Sepulcre et al., 2007).

5.3. Inmunosusceptibilidad de células E-11 inducidas con LPS y
poly (I:C) e infectadas con Nodavirus

El Nodavirus afecta a especies de peces por todo el mundo, y posee cuatro genotipos
distintos, cada uno adaptado a unas condiciones ambientales distintas. Sin embargo,
muy poco se conoce acerca de como afectan distintos genotipos a una misma especie
(Mori et al., 2003; Buonocore et al., 2019; Bandin y Souto, 2020). En el experimento de
Chérif et al. (2021) se realizé una estimulacion del sistema inmune de las células E-11,
no obstante, se sabe poco acerca de la efectividad de los diversos inmunoestimulantes
para dotar a las células de una mayor resistencia contra infecciones de cada una de las
cepas del Nodavirus. Ademas, es conveniente comprobar la eficacia de los estudios in
vitro para sustituir en la medida de lo posible a los ensayos in vivo, puesto que evitar
trabajar con animales reduce el costo, evita gran cantidad de posibles errores y plantea

menos cuestiones bioéticas.

Los resultados obtenidos en el experimento, sugieren que las cepas RGNNV y SINNV
tienen una mayor capacidad para replicarse en las células E-11 que las cepas TPNNV y
BFNNYV, tal y como se observa en la mayor capacidad de replicacion del virus

observando el titulo viral, tal y como observaron Iwamoto et al. (2000).

Como se observa en los resultados, existe una tendencia de los grupos no
inmunoestimulados con poly (I:C) a alcanzar un mayor titulo viral en su punto maximo.
Aunque en el experimento no se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05) entre los grupos estimulados y sin estimular, poly (I:C) parece un

inmunoestimulante adecuado para establecer un estado antiviral en las células E-11.

En estudios in vivo con peces, se ha observado un comportamiento similar del
Nodavirus en el hospedador al inocular con poly (I:C), reduciéndose la capacidad

infectiva del virus por el efecto del inmunoestimulante en comparacion con los grupos
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control sin estimular (Wu y Chi, 2007; Chen et al., 2008; Nishizawa et al., 2009; Valero
et al., 2015). Los resultados in vivo de los experimentos de infecciones de Nodavirus
parecen asemejarse a los resultados obtenidos en experimentos in vifro, con una
respuesta similar, inhibiendo la replicacion del Nodavirus tras la inmunoestimulacion
con poly (I:C), por lo que se requieren realizar mas experimentos in vitro en el futuro,
con objetivo de sustituir a los experimentos in vivo siempre que sea posible, dadas las

desventajas que tienen frente a los experimentos in vitro.

Sin embargo, seria conveniente realizar el presente experimento de nuevo con un mayor
tamafio muestral, con objetivo de obtener datos més consistentes y posibles diferencias

estadisticamente significativas (p<0,05).
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6. Conclusiones

En lubina, poly (I:C) es un inmunoestimulante adecuado para inducir la
respuesta inmune antiviral de forma temprana, teniendo su punto de
estimulacion méxima a las 12 h tras la inoculacion. En el presente experimento
los LPS no estimularon la respuesta antiviral en lubina.

En células E-11, poly (I:C) estimula la producciéon del IRF-3 relacionado con la
respuesta antiviral, teniendo una respuesta pronunciada a las 72 h tras la adicién
del inmunoestimulante. Los LPS bacterianos estimulan la produccion de
citoquinas proinflamatorias y antiinflamatorias, pero no fueron capaces de
estimular la respuesta antiviral en el presente experimento.

Las células E-11 inmunoestimuladas con poly (I:C) e infectadas con Nodavirus
72 h tras la inoculacion del estimulante, muestran una tendencia no
estadisticamente significativa a tener un menor titulo viral que las células no
inmunoestimuladas.

Los estudios con células sin utilizar animales vivos se muestran prometedores
como métodos alternativos acordes con las actuales tendencias bioéticas, ademas
de minimizar posibles errores o factores externos al experimento y reducir el

costo de los experimentos.
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