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Resumen

La lubina europea (Dicentrarchus labrax L.; Moronidae; Perciformes) es una de las
especies marinas de mayor relevancia econdmica, fundamentalmente en la acuicultura del
Mediterraneo. Sin embargo, numerosos virus, bacterias, hongos, etc. afectan a esta especie
causando varias enfermedades infecciosas. Entre ellas se encuentra la necrosis nerviosa viral
(VNN), enfermedad que se caracteriza por el desarrollo de encefalopatias y retinopatias
vacuolizantes que son detectadas mediante histologia y estan asociadas a nataciones erraticas
que desembocan en mortalidades muy elevadas (alcanzando el 100% en multitud de

ocasiones), fundamentalmente en estadios larvarios y juveniles de las especies afectadas.

En la presente tesis doctoral se propusieron tres objetivos principales, estudiar la
expresion de citoquinas pro-inflamatorias y de la proteina antiviral Mx en lubina (especie
susceptible al nodavirus) y en dorada (especie resistente), estudiar los efectos de la hiperoxia
en la expresion de los genes anteriores y detectar nuevos genes involucrados en la respuesta
inmune de la lubina frente a la VNN. Para cumplir este ultimo objetivo se realizd una
hibridacion sustractiva (SSH) en rifidn 4 horas después de una infeccion intramuscular con
nodavirus en la que se obtuvieron varios genes involucrados en respuesta inmune (8.7%);
entre estos genes nos centramos en el estudio de las lectinas, componentes del sistema
inmune innato capaces de unir y posiblemente opsonizar microorganismos y que, por tanto,
actian como primera linea de defensa contra los patdégenos. Como resultado de la SSH
obtuvimos expressed sequence tags (ESTs) correspondientes a dos lectinas tipo C, una
pentraxina y una galectina-1, se aplico la técnica de RACE para obtener todo el ORF de
estos genes permitiendo asi su caracterizacion y comparacion con los ya descritos en otras

especies.

Se sintetizo la proteina recombinante de la galectina-1 de lubina mediante el sistema
de expresion en células procariotas y se purifico por columna de cromatografia gracias a su
capacidad de unién a los [B-galactosidos. Se determind su actividad galectina mediante
hemaglutinacién y se realizaron ensayos funcionales entre los que destaco la medida del
estallido respiratorio, observandose una disminucion dosis-dependiente del mismo con la
presencia de galectina-1 recombinante, y de expresion de citoquinas y de Mx en cerebro
después de una infeccion experimental de nodavirus de forma simultdnea a galectina-1
recombinante o de nodavirus sélo. Se demostrd la capacidad anti-inflamatoria de la

galectina-1 y su posible papel como inhibidor de la replicacion del nodavirus.
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Objetivos generales de la tesis doctoral

1-. Estudiar el patron de expresion de citoquinas proinflamatorias (TNF-a e IL-1B) y de la
proteina antiviral Mx en el cerebro y en el rifion de doradas y lubinas infectadas

intramuscularmente con nodavirus.

2-. Estudiar el patrén de expresion de citoquinas proinflamatorias (TNF-a e IL-1P) y de la
proteina antiviral Mx en el cerebro y en el rifién de lubinas infectadas intramuscularmente

con nodavirus después de haber estado sometidas a un estrés por hiperoxia.

3-. Buscar, mediante la técnica de la hibridacion sustractiva, genes potencialmente
candidatos de estar implicados en la respuesta de la lubina frente a la infeccion con

nodavirus.

4-. Analizar y caracterizar las lectinas (dos lectinas tipo C, una galectina y una pentraxina)
que se habian obtenido previamente como parte de los resultados de la sustraccion de

librerias.
5-. Obtener la galectina-1 recombinante de lubina y realizar ensayos funcionales tanto in vivo

como in vitro (mortalidad, expresion de citoquinas proinflamatorias y de la proteina antiviral

Mx, produccién de 6xido nitrico, estallido respiratorio, ...).
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Introduccion general

1. GENERALIDADES.

La demanda mundial de productos pesqueros se ha triplicado entre los afios 1961 y
2001 debido al incremento de la poblacion y a un aumento en el consumo per céapita de

pescado que ha pasado de 11 kg/persona/afio en 1970 a 16.2 kg/persona/ano en el 2002.

La acuicultura y la pesca extractiva son dos actividades complementarias que deben
hacer frente a esta fuerte demanda de productos pesqueros. La cantidad de productos
pesqueros procedentes de la pesca extractiva alcanzd sus maximos a finales de los afios 80
(90-95 millones de toneladas) y desde entonces flucta en torno al mismo nivel, indicando
que los océanos se estan explotando cerca de su produccion maxima. Sin embargo, la
acuicultura crece con gran rapidez de forma que, segun datos de la FAO, alrededor de un 35

% de los productos pesqueros que se consumen en el mundo proceden de la misma.

La produccion de la acuicultura europea representa tan solo el 3% de la produccion
mundial pero es lider en algunas especies como el salmoén atlantico, la trucha, la lubina, la

dorada, el rodaballo y el mejillon.

Esta tesis doctoral se centra fundamentalmente en el estudio de la defensa de la
lubina (Dicentrarchus labrax L.) frente al nodavirus, enfermedad que afecta al sistema
nervioso central y que ha causado grandes mortalidades en granjas acuicolas de toda
Europa. Los primeros informes sobre la existencia de sintomas de esta enfermedad datan de
1988 cuando Bellance y Gallet de Saint-Aurin describieron que la causa de grandes
pérdidas en criaderos de lubina era debida a numerosas particulas virales de muy pequeiio

tamafio que detectaron en las neuronas de los peces afectados.

La lubina pertenece a la familia Serranidae, orden de los Perciformes. Se trata de un
pez alargado, poco comprimido y mas esbelto que la mayoria de los serranidos. Las dos
aletas dorsales estan separadas: la primera tiene todos los radios (8-10) duros y la segunda
un solo radio duro y de 11 a 14 radios blandos. La cola es moderadamente ahorquillada y la
cabeza presenta una gran boca terminal con la parte superior del maxilar visible. El
preopérculo esta finamente serrado y el opérculo muestra dos unicas espinas planas. Las
escamas no son excesivamente grandes y su niumero oscila entre 52 y 74 en la linea lateral.
El color de la lubina es verdoso o grisaceo en el dorso y plateado en el vientre, los

individuos jovenes presentan a veces manchas negras que desaparecen con la edad. Pueden
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alcanzar, e incluso superar, el metro de longitud y los 10 kg de peso. De distribucion
somera la lubina se puede encontrar sobre todo tipo de fondos, de joven es de caracter
gregario y forma bancos, sin embargo los adultos se vuelven mas solitarios aunque de vez
en cuando se reunen para atacar bancos de pequefios peces. Se trata de una especie
eurihalina que soporta bien los cambios de salinidad y que es relativamente comun en

lagunas litorales o cerca de la desembocadura de los rios (Corbera et al., 2000).

La produccion total de lubina en Europa y la cuenca del Mediterraneo durante el afo
2005 ascendido a 84017 toneladas siendo Grecia, Turquia, Italia, Espafia y Francia los

principales paises productores.
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Figura 1: Evolucion de la produccion acuicola de lubina en el mundo para el periodo 1980-2005

(FAO+FEAP).

A pesar de que se contintia descargando en los puertos pesqueros lubina procedente
de la pesca extractiva ésta tan s6lo se corresponde con el 15% del volumen total obtenido

en relacion al 85% procedente de la lubina de crianza.
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Figura 2: Evolucion de las fuentes de obtencion de lubina en el mundo para el periodo 1980-

2003 (FAO).

Espania es el tercer pais consumidor de pescado del mundo con 35 kg de

pescado/persona/aiio por detrds tan solo de Japon (45 kg/persona/afio) y Noruega (40

kg/persona/aiio). A pesar de que Espafia es un pais que cuenta con casi 8000 Km de costa,

la pesca extractiva se encuentra en su nivel maximo de explotacién, como ya fue

comentado anteriormente, de tal forma que la acuicultura cobra especial relevancia; asi, la

produccion de pescados marinos de crianza en Espafia ascendio en el afio 2005 a 26250

toneladas.

En lo que referente a la lubina, sigue llegando a los puertos pesqueros espafoles

lubina procedente de la pesca
extractiva pero la de crianza
supone ya mas del 91% del total.
Andalucia es la principal
comunidad auténoma productora
con un 27.8% seguida por
Canarias  (22.3%), Cataluna
(17.8%), Comunidad Valenciana
(17.5%) y Murcia (14.7%).

Andalucia

Comunidad 27, 7%
Valenciana
17,5%

Canarias

Murcia 22,3%

14,7%
Cataluna

17,8%
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Este gran desarrollo de la acuicultura ha incrementado la preocupacion del sector
productivo por las enfermedades infecciosas y la manera de combatirlas, sobre todo cuando
éstas provocan pérdidas econémicas importantes. Aunque, en el caso de los peces, existen
vacunas que actualmente se estan aplicando con éxito sobre todo en relacion a patogenos
bacterianos, todavia son muchas las enfermedades para las que no se cuenta con vacunas;
esta limitacion para tener vacunas eficaces se debe en gran medida a la falta de informacion
sobre los mecanismos de defensa que se ponen en marcha en el hospedador para hacer

frente a estas infecciones.

En este sentido, la acuicultura podria beneficiarse enormemente de los recientes
avances en biologia molecular y biotecnologia, ya que las herramientas disponibles en estos
sectores apuntan una interesante aplicacion en la diagnosis de enfermedades, en el disefio de
nuevas vacunas o en la resistencia a enfermedades de las especies cultivadas. Ademas, el
conocimiento adquirido en los peces se puede emplear no s6lo para mejorar la produccion en

la acuicultura, sino que también puede ser aplicable a otras disciplinas.

Es importante sefialar que en los tltimos afios los recursos genémicos disponibles en
peces han crecido espectacularmente pero, en el caso de especies con interés comercial, sélo

se ha generado suficiente informacion en los salmonidos.

Las tecnologias de gendmica funcional que se aplican en este momento se pueden
clasificar en andlisis de ESTs y analisis transcriptomico (microarrays), que normalmente se
desarrollan en paralelo a estudios funcionales detallados de expresion génica y biologia

celular en experimentos tanto in vivo como in vitro.

Hasta hace poco el analisis del perfil de expresion de multiples genes se aplicaba casi
en exclusiva a los seres humanos y a unos pocos organismos modelos. Actualmente, existen
algunos microarrays de cDNA y de oligonucledtidos para diversas especies animales
incluyendo algunos peces teledsteos. Considerando la variedad de especies en cultivo y la
gran cantidad de modelos experimentales, seria interesante desarrollar proyectos de
secuenciacion de ESTs especificas y de genomas de especies de peces de interés comercial,

favoreciendo asi el desarrollo de nuevos microarrays.

La presente tesis doctoral se enmarco dentro de un proyecto europeo (Welfare and

health in sustainable aquaculture, WEALTH) que tenia como objetivo reducir las
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condiciones de estrés de los peces con la finalidad de obtener un mejor rendimiento en el
campo de la acuicultura. En este sentido, el principal objetivo que nos planteamos fue la
realizacion de una hibridacion sustractiva en lubina infectada con nodavirus, enfermedad que
provoca grandes pérdidas economicas en la industria de la acuicultura, con el objetivo de
analizar los genes que estaban potencialmente implicados en la defensa del organismo frente

a esta enfermedad.

2. SISTEMA INMUNE DE PECES TELEOSTEOS.

La respuesta inmunitaria implica el reconocimiento del patdogeno o material extrafo
seguido del desarrollo de una respuesta para eliminarlo (Male y Roitt, 1996). Los peces
teledsteos son, en términos evolutivos, el grupo animal mas primitivo con un sistema inmune
completo. Presentan mecanismos de defensa inespecificos y especificos similares a los de

mamiferos.

A pesar de que estos animales estan en intimo contacto con su ambiente, en el cual
generalmente conviven elevadas cantidades de microorganismos, en condiciones normales el
pez se mantiene en buen estado de salud, defendiéndose contra estos potenciales invasores

mediante un complejo sistema de mecanismos de defensa.

Estos mecanismos de defensa pueden dividirse en dos tipos: inespecificos o innatos y
especificos o adaptativos. Aunque lo habitual a la hora de describir el sistema inmune es
hacer esta “division” cada vez hay mas evidencias, tanto en peces como en mamiferos, de
que ambos mecanismos se complementan para mantener un maximo nivel de
inmunocompetencia por parte del hospedador. Generalmente, la respuesta inmune innata
precede a la adaptativa, activando y determinando la naturaleza de esta Gltima y cooperando
en el mantenimiento de la homeostasis (Fearon y Locksley, 1996; Fearon, 1997; Lo et al.,

1999; Medzhitov y Janeway, 2000; Dixon y Stet, 2001).

Los mecanismos de defensa inespecificos engloban aquellos que se desencadenan sin
necesidad de un contacto previo con el agente invasor, dando una respuesta rapida frente a
una amplia variedad de estimulos (Bayne y Gerwick, 2001; Bayne et al., 2001; Ellis, 2001;
Rauch et al., 2006). La inmunidad innata se caracteriza por presentar una serie de receptores

de reconocimiento de patrones codificados en la linea germinal que reconocen dos tipos de
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patrones moleculares (Magnadottir, 2006): los asociados a patogenos (PAMPs) como las
glicoproteinas y lipopolisacaridos (LPS) de bacterias y hongos, el ADN bacteriano, el ARN
viral y otras moléculas que no se encuentran normalmente en la superficie de los organismos
multicelulares (Janeway, 1989; Medzhitov y Janeway, 1998, 2002; Elward y Gasque, 2003)
y, por otro lado, los patrones moleculares del propio hospedador, que son el resultado del
dafio tisular debido a la infeccion o trauma, cambios necroticos o muerte celular programada

natural, pero que no se expresan normalmente en la superficie celular (Matzinger, 1998).

Los mecanismos de defensa especificos solo se encuentran en los vertebrados y se
desatan frente a un estimulo concreto con el que el hospedador ha tenido contacto
anteriormente. Esta respuesta, que mejora con el encuentro sucesivo con el mismo patéogeno,
es altamente especifica para cada patdgeno particular, de tal manera que el reconocimiento
de epitopos antigénicos es practicamente ilimitado (Du Pasquier, 2001). Asi, las dos
caracteristicas mas importantes de la respuesta inmunitaria adaptativa son la especificidad y

la memoria (Male y Roitt, 1996).

2.1. Mecanismos de defensa inespecificos

Los mecanismos de defensa inespecificos en los peces constituyen su primera linea de
defensa y es la inica que presentan los invertebrados, de ahi su importancia en la proteccion
de estos organismos. Estos mecanismos estan constituidos por barreras fisicas, factores

humorales y células del sistema inmune innato.

Las barreras fisicas estan integradas por las escamas, las superficies mucosas de piel,
las branquias, el tracto gastrointestinal y la epidermis (Ingram, 1980; Shephard, 1994; Ellis,
2001). Estos mecanismos dificultan la entrada de los distintos agentes patogenos al interior
del pez, constituyendo una barrera fisica y quimica importante entre el pez y el medio
externo. El mucus de los peces, producido en funcion del grado de infeccion y estrés, posee
gran diversidad de moléculas entre las que destacan la lisozima, enzimas proteoliticas,
proteina C-reactiva, proteinas del complemento, péptidos antimicrobianos e incluso los
conocidos como “anticuerpos naturales” (Hjelmeland et al., 1983; Braun et al., 1990;
Alexander e Ingram, 1992; Rombout et al., 1993; Aranishi y Nakane, 1997; Rombout y
Joosten, 1998; Fast et al., 2002; Grabowski et al., 2004; Delamare-Deboutteville ef al.,
2006).
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Entre los factores humorales se encuentran las sustancias solubles presentes en los
fluidos internos del pez, y las moléculas expresadas como receptores en la superficie de las
células del sistema inmune. Segun su actividad o los patrones moleculares que reconocen,

los factores humorales inespecificos pueden clasificarse en:

1. Inhibidores del crecimiento: actilan eliminando nutrientes esenciales para el

microorganismo o interfiriendo en su metabolismo. El hierro, por ejemplo, es un
elemento esencial para el metabolismo bacteriano sin embargo, su disponibilidad
en los tejidos de los vertebrados es extremadamente baja, ya que es secuestrado por
una proteina sanguinea de gran afinidad por este elemento denominada transferrina
(Yano, 1996; Langston et al., 1998, 2001; Bayne y Gerwick, 2001; Bayne et al.,
2001; Ellis, 2001), que es también un importante activador de macrofagos (Stafford
et al., 2001; Stafford y Belosevic, 2003). Ademas, se¢ ha demostrado que
fragmentos proteoliticos de la transferrina, aunque no la proteina completa, son
capaces de inducir la produccion de 6xido nitrico (NO), que es también un potente
agente bactericida, en cultivos de macrofagos de goldfish estimulados con LPS
(Stafford et al., 2001). También estan involucradas en el secuestro del hierro
proteinas como la hepcidina, la haptoglobina, la hemopexina y la intelectina. La
hepcidina ha sido caracterizada recientemente en lubina (Rodrigues et al., 2006).
Su regulacion positiva en un estudio reciente con truchas infectadas con Vibrio
anguillarum, ha sugerido la importancia de las proteinas de la respuesta de fase
aguda en la respuesta inmune de truchas frente a la bacterina de V. anguillarum
(Gerwick et al., 2007). Por otro lado, el interferon es también un inhibidor del

crecimiento (viral en este caso) al inducir la expresion de proteinas antivirales.

2. Inhibidores de proteasas: muchas bacterias producen enzimas proteoliticas

(proteasas) que digieren los tejidos del hospedador para ser aprovechados como
fuente de aminodacidos. Por su parte, los peces generan inhibidores de estas enzimas
o toxinas producidas por el agente patdogeno, que restringen la capacidad de las
bacterias para invadir y crecer en los tejidos del pez (Hjelmeland, 1983; Alexander
e Ingram, 1992; Dabrowski y Cieroszko, 1994; Bowden et al., 1997; Aranishi,
1999; Armstrong y Quigley, 1999; Ellis, 1999). Las mas estudiadas son ol-anti-
proteasa, la a2-anti-plasmina y la a.2-macroglobulina (Armstrong y Quigley, 1999;
Bayne y Gerwick, 2001; Funkenstein et al., 2005; Huttenhuis et al., 2006). En

carpa (Cyprinus Carpio) se ha purificado y caracterizado la al-anti-proteasa
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4.

(Aranishi, 1999) y en la carpa herbivora (Ctenopharyngodon idellus) se ha

purificado y caracterizado la a2-macroglobulina (Li y Lu, 2006).

Lectinas (aglutininas y precipitinas): las bacterias pueden adherirse al mucus y a las

células epiteliales de su pez hospedador a través de unos carbohidratos de
superficie llamados adhesinas (Wang y Leung, 2000). Las lectinas tienen capacidad
de adherirse a estos carbohidratos, impidiendo asi su union a las células epiteliales
del pez y favoreciendo la opsonizacion, fagocitosis y activacion del complemento
(Arason, 1996). Se han identificado lectinas en huevos, mucus y suero de muchas
especies de peces y, en los ultimos afios, la investigacion se ha centrado en
dilucidar el papel que juegan en la defensa innata de diferentes especies de peces,
sobre todo frente a bacterias (Ottinger ef al., 1999; Vasta et al., 2004a; Endo et al.,
2006). En salmén Atlantico se han secuenciado y estudiado la expresion de tres
receptores de lectinas de tipo C (Soanes ef al., 2004) y se ha identificado en suero
una lectina de unioén a patdogenos (Ewart et al., 1999). En dorada y en lubina
estriada (Morone saxatilis) se han aislado y caracterizado lectinas tipo F
(Cammarata et al., 2007; Odom y Vasta, 2006). En carpa se han purificado y
caracterizado dos homologos de la lectina de union a manosa (MBP) (Nakao et al.,
2006). En la cobia (Rachycentron canadum), el principal pez cultivado en Taiwan,
se ha clonado y caracterizado una lectina especifica de manosa, con actividad
bactericida y mitogénica (Ngai y Ng, 2007) y, por ultimo, también se ha
caracterizado la estructura primaria de una lectina del mucus del epitelio de la
anguila japonesa (Tasumi et al., 2002). La proteina C-reactiva (CRP) y la proteina
amiloide del suero (SAP) son pentraxinas que pertenecen también a este grupo de
las lectinas. Participan en la activacion de la via del complemento (Jiang et al.,
1991; De Haas et al., 2000) y en el reconocimiento y eliminacion de células
apoptdticas (Nauta et al., 2003). Algunas especies de peces parecen tener la CRP,
como el bacalao y el pez gato y otras la SAP, como el salmon, el fletan o el pez
lobo, mientras que otras especies como la platija y la trucha, parecen presentar al
igual que los mamiferos, ambas proteinas (White et al., 1981; Lund y Olafsen,

1998).

Complemento: es un sistema que comprende unas 35 proteinas plasmaticas que
sintetizadas como precursores y una vez activadas, participan en la destruccion de

los patogenos, principalmente bacterias. Los productos resultantes de su activacion
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son capaces de provocar la lisis de los patogenos celulares o de atraer células del
sistema fagocitico al lugar donde se encuentran dichos patdégenos. En los peces, el
complemento se encuentra principalmente en el suero, pudiendo estar presente
también en las secreciones del mucus (Yano, 1996). El interés de los investigadores
por su evolucioén, la regulacion de los genes que codifican estas proteinas (sobre
todo el C3), su activacion por cualquiera de las tres vias (alternativa, clasica o de
las lectinas) y su ontogenia, ha aumentado mucho en los ultimos afios (Sunyer y
Lambris, 1998; Sunyer et al., 1998; Sunyer et al., 2003; Li et al., 2004; Boshra et
al., 2006; Endo et al., 2006; Lovoll et al., 2006; Nonaka y Kimura, 2006; Overturf
y LaPatra, 2006; Fernandez-Gonzalez et al., 2007). Asi, en trucha arcoiris se han
secuenciado y realizado estudios de expresion de los factores del complemento C4
y moléculas tipo C1 (Boshra et al., 2004), de la anafilatoxinas C3a (Rotllant et al.,
2004) y del receptor de la misma (Boshra et al., 2005).

Péptidos antimicrobianos: son péptidos de bajo peso molecular que tienen

propiedades bactericidas frente a diferentes patdgenos. Se considera que juegan un
papel clave en la defensa del hospedador frente a la infeccion (Jia et al., 2000;
Silphaduang et al., 2006). Actualmente se han aislado varios péptidos de diferentes
especies, entre los cuales se encuentran las pleurocidinas (Mason et al., 2006), las
piscidinas (Noga y Silphaduang, 2003), las catelicidinas (Chang et al., 2005, 2006),
las moléculas tipo defensina (Zou et al., 2007) y otros (Smith et al., 2000; Zhang et
al., 2004a). En trucha arcoiris (Oncorrhynchus mykiss) se han secuenciado y
realizado estudios de expresion de diversos genes de péptidos antimicrobianos

(Zhang et al., 2004a; Chang et al., 2005, 2006; Zou et al., 2007).

Enzimas liticas (lisinas): actuan sélas o en cascada y son importantes elementos de
defensa, sobre todo contra bacterias. Dentro de este grupo se encuadran hidrolasas,
como la lisozima y la quitinasa; catepsinas; la via litica del complemento y otras
enzimas hemoliticas y bacterioliticas (Alexander ¢ Ingram, 1992). La
cuantificacion de la lisozima es un parametro muy importante de defensa inmune
tanto en vertebrados como en invertebrados. En los peces esta presente en muchos
tejidos y secreciones, especialmente en aquellos mas expuestos a la entrada de
patogenos, como las superficies mucosas de piel, las branquias y el tracto
gastrointestinal (Fletcher y White, 1973, Féange et al., 1976; Grinde et al., 1988;
Grinde, 1989; Lie et al., 1989). La lisozima lisa la capa de peptidoglucano presente
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en la pared celular bacteriana, hidrolizando el acido N-acetilmurdmico y la N-
acetilglucosamina. Murray y Fletcher (1976), mediante estudios histoquimicos,
detectaron la lisozima en monocitos y neutréfilos de la platija, por lo cual se han
propuesto como las células productoras de esta enzima. Aunque se asocio
inicialmente con la defensa frente a bacterias Gram positivas, las Gram negativas

pueden ser también lisadas por esta enzima.

7. “Anticuerpos naturales”: aunque los anticuerpos (inmunoglobulinas) son un

parametro de la inmunidad adquirida como se vera mas adelante, los “anticuerpos
naturales” son también componentes del sistema inmune innato (Magnadottir,
2006). Se producen en la ausencia de reorganizaciones génicas y sin aparente
estimulacion especifica de antigeno. En mamiferos, estos anticuerpos son
polireactivos y muestran baja afinidad por varios epitopos propios, como los acidos
nucleicos, la miosina, la tiroglobulina y las proteinas de heat shock. Sin embargo,
presentan afinidad por patrones moleculares no propios como el LPS y productos
parasitarios y virales (Avrameas y Ternyck, 1995; Casali y Schettino, 1996;
Lacroix-Desmazes et al., 1998; Bohn, 1999; Pashov ef al., 2002). La funcion
principal de estas sustancias es el mantenimiento de la homeostasis, la eliminacion
de células apoptoéticas (no producidas en base a una respuesta inmune) y la defensa
frente a tumores (Meyorach et al., 1998; Chow et al., 1999; Boes, 2000). Los
anticuerpos naturales son un fenémeno bien conocido en peces y se ha demostrado
que juegan un papel importante en la inmunidad innata y adquirida, asi como en la
defensa frente a bacterias y virus (Vilain et al., 1984; Gonzalez et al., 1988, 1989;
Magnadoéttir ez al., 1999, 2001, 2002; Sinyakov et al., 2002).

8. Citoquinas: son moléculas que conforman una red que controla y coordina las
respuestas de la inmunidad innata y adquirida. Su importancia es tal que le hemos

dedicado un subapartado dentro de este apartado del sistema inmune.

Este listado incluye los parametros humorales mas representativos y estd en cambio
constante a medida que avanzan los estudios inmunoldgicos en peces. Ademas no se descarta
que se anadan nuevas proteinas y péptidos a esta lista, no sdlo debido a que se descubren
nuevas moléculas implicadas (péptidos antibacterianos, antivirales o antifiingicos), sino
también a que se describen cada vez mas moléculas, cuyo funcionamiento esta relacionado

directa o indirectamente con la respuesta inmune (fosfolipasas y perforinas, por ejemplo)
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(Bayne et al., 2001).

Las células del sistema inmune innato realizan dos tipos de actividades de defensa
de forma inespecifica: la fagocitosis y las reacciones de citotoxicidad. Las células
responsables de la fagocitosis (internalizacién y destruccion de agentes patogenos o
particulas extrafias) en los peces, son las células pertenecientes a la serie monocito-
macrofago y los granulocitos (Freystad et al., 1998; Neumann et al., 2001), que se conocen
como células fagociticas “profesionales”. Ademas, estas células, desempefian una funcion
esencial como células accesorias en la iniciacion y regulacion de la respuesta inmunitaria
especifica (Suzuki y Lida, 1992; Lamas y Ellis, 1994). Se trata de células que son capaces de
fagocitar agentes infecciosos sin necesidad de un contacto previo con los mismos, aunque se
ha observado una mayor actividad fagocitica en macréfagos procedentes de peces inmunes,
probablemente debido a la opsonizacién (Van Muiswinkel, 1995). Estudios recientes han
sugerido por primera vez en peces teledsteos, que ambos tipos celulares juegan diferentes
papeles en el reconocimiento y eliminacion de patégenos y en la regulacion de la respuesta
adaptativa (Sepulcre et al., 2007). Por otro lado, las células encargadas de la citotoxicidad
son las células citotoxicas no especificas (NCC) (Evans ef al., 2001). También participan en
la defensa innata las células epiteliales y las dendriticas (Press et al., 1994; Dalmo et al.,

1996; Ganassin y Bols, 1996).

La fagocitosis se inicia con el contacto particula-fagocito que puede darse por
colision al azar o activamente mediante quimiotaxis, a continuacion, la particula es
interiorizada gracias a la emision de pseudopodos por parte de la célula formandose las
vesiculas de endocitosis. Posteriormente, ocurre la formacion de fagolisosomas por fusion de
las vesiculas de endocitosis con los lisosomas y por ultimo, la muerte y digestion intracelular
de la particula interiorizada (Esteban y Meseguer, 1994). El proceso de fagocitosis lleva
asociado la produccion de radicales intermediarios reactivos de oxigeno (ROIs) en un
proceso caracterizado por el consumo rapido de oxigeno que se conoce como estallido
respiratorio y la produccion de oxido nitrico (NO) y otros intermediarios de nitrégeno
reactivos (RNI) como los peroxinitritos, que constituyen un potente agente bactericida

(Secombes, 1996). Durante el estallido respiratorio, el oxigeno es reducido a anion

superoxido (O,7) mediante la accion de la NADPH oxidasa. Una parte del O, se disocia en
peroxido de hidrogeno (H,0,), bien espontaneamente o por accion de la superoxido
dismutasa (SOD) (Abbas et al., 1995), y en radical hidroxilo (OH’). La produccion de los

radicales libres de oxigeno ha sido considerada una importante via bactericida dentro de los
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fagocitos de mamiferos (Babior, 1988). En peces la importancia de estos mecanismos
aerobios esta ampliamente reconocida (Chung y Secombes, 1988; Roszell y Anderson, 1993;
Sharp y Secombes, 1993; Leiro et al., 2000; Ortuio et al., 2000; Tafalla y Novoa, 2001;
Srinivasa Rao er al., 2001; Kwon et al., 2002).

La produccion de NO suele iniciarse tras la activacion de los macrofagos por LPS
bacterianos o por citoquinas pro-inflamatorias como el interferén gamma (IFN-y), el factor
de necrosis tumoral alfa (TNF-a) o las interleuquinas (IL) (Nathan, 1992). El NO se genera
por oxidacion de la arginina en una reaccion catalizada por la forma inducible de la enzima
sintasa de NO (iNOS) (Hibbs et al., 1987). En algunos casos también se ha detectado
produccion de NO por parte de macrofagos no estimulados a través de la sintasa
constitutiva de NO (cNOS) (Miles et al., 1998). La produccion de NO en peces se ha
inducido a través del tratamiento de macréfagos con LPS solo o en combinacion con el
factor activador de macrofagos (MAF), de acuerdo con los requerimientos de cada especie
(Neumann et al., 1995; Yin et al., 1997; Mulero y Meseguer, 1998). En el caso del
rodaballo (Scophthalmus maximus o Psetta maxima), estudios realizados por Tafalla y
Novoa (2000) mostraron que una combinacion de LPS con el TNF-o recombinante humano
(hrTNF-0)) da lugar a un aumento significativo en la produccion de NO. Diversos estudios
han demostrado que el NO es una molécula altamente toxica capaz de causar la inhibicién
del crecimiento de virus (Tafalla et al., 1999, Tafalla et al., 2001a) y de bacterias patdgenas
para peces (Akaike et al., 1998, Campos-Pérez et al., 2000).

Otro mecanismo inespecifico de defensa celular es la citotoxicidad natural celular.

En peces, los trabajos realizados por Evans et al. desde los afios 80 han demostrado que los
tipos celulares que participan fundamentalmente en la citotoxicidad celular, son las células
citotoxicas no especificas (NCC), que comparten muchas propiedades con las células
natural killer (NK) de mamiferos. En estos tltimos, la citotoxidad celular es llevada a cabo
por linfocitos T activados, granulocitos, células de la serie monocito-macrofago y células
NK (Herberman y Ortaldo, 1981; Evans y Jaso-Friedmann, 1992; Mulero et al., 1994). En
peces, de la misma forma que en mamiferos, diferentes tipos celulares parecen estar ademas
implicados en la citotoxicidad innata. En carpa (Cyprinus carpio) y en dorada (Sparus
aurata), se ha observado que células tipo linfocitos, monocito-macrofagos y granulocitos
tienen actividad citotoxica inespecifica frente a lineas celulares tumorales (Meseguer et al.,
1994; Kurata et al., 1995; Cuesta et al., 1999). En tilapia (Tilapia mossambica y Tilapia

honorum), lubina (Dicentrarchus labrax) y dorada se ha demostrado citotoxicidad celular
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mediada por macrofagos (Faisal et al, 1989). En rodaballo se comprobd también la
capacidad citotoxica de leucocitos aislados de rifion anterior y sangre frente a células RTG-
2 de trucha (Tafalla et al., 2001b). Al igual que en mamiferos, en peces teledsteos se ha
demostrado que las principales vias utilizadas por estas células son la exocitosis granular
(Kaur et al., 2004; Praveen et al., 2004) y las mediadas por la superfamilia del TNF
(Praveen et al., 2006).

2.2. Mecanismos de defensa especificos

Los peces como los mamiferos, poseen mecanismos de defensa especificos tanto
humorales como celulares. Dentro de los mecanismos humorales de defensa especifica, el
mas destacado es la produccion de anticuerpos. Al igual que otros parametros humorales, los
anticuerpos estan presentes en los fluidos internos del pez y en todas las superficies mucosas,
via de entrada de la mayoria de los microorganismos y particulas no propias (Davidson et al.,
1993, 1997). Estan capacitados para reaccionar con las adhesinas bacterianas, dificultando
asi su entrada en el hospedador y pueden neutralizar muchas toxinas producidas por los
patégenos (Gudmundsdottir y Magnadottir, 1997). Tienen capacidad de bloquear la invasion
de patogenos que han desarrollado mecanismos evasivos de los sistemas de defensa del
hospedador, al ser capaces de invadir células no fagociticas (Ellis, 1999). Ademas los
anticuerpos adheridos a la pared bacteriana pueden activar la via clasica del complemento

(Ellis, 1999).

La produccion de anticuerpos en peces ocurre de una forma analoga a la descrita en
mamiferos (Kaatari, 1992). Sin embargo, en los peces el aumento del titulo de anticuerpos
tras un segundo contacto con el antigeno, se debe estrictamente a la expansion del pool de
linfocitos B precursores de memoria, pero no a un aumento de la capacidad de los linfocitos

B para producir anticuerpos de alta afinidad (IgG), tal y como sucede en los mamiferos.

Estudios moleculares y bioquimicos indicaron inicialmente que los peces presentaban
principalmente anticuerpos del isotipo IgM, con propiedades fisico-quimicas y de
organizacion de gen semejantes a las IgM de mamiferos (Wilson y Warr, 1992). Sin
embargo, en teledsteos, aparte de las IgM (Warr, 1995) se han descrito también las IgD y
recientemente los nuevos isotipos IgZ de pez cebra, IgT de trucha y una quimera IgM-IgZ de

carpa.
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Los mecanismos celulares de defensa especifica, al igual que en mamiferos, estan
representados por poblaciones de linfocitos denominados T y B. La exposicion a un antigeno
conlleva la estimulacion de un pequefio grupo de estos linfocitos que reconocen dicho
antigeno mediante receptores especificos. Este reconocimiento provoca un cambio en esta
poblacion linfocitaria, de tal manera que en los sucesivos encuentros con el antigeno la
respuesta es mayor y mas rapida. En los peces, los linfocitos constituyen la poblacion
mayoritaria de leucocitos siendo los principales o6rganos linfoides el timo, el organo

epigonal, el ridn anterior y el bazo (Fange, 1982).

Los linfocitos B son los responsables de la secrecion de anticuerpos y se localizan
preferentemente en los tejidos linfoides de bazo y rifidn, a pesar de que también estan
presentes en la sangre, el intestino y el corazon (Davidson ef al., 1993). Se definen, al igual
que en mamiferos, como linfocitos que expresan Ig de superficie (Ig+) y secretan anticuerpos
especificos en respuesta a un estimulo antigénico (Arkoosh y Kaatari, 1991). Los linfocitos
B requieren, en respuesta a los antigenos timodependientes (TD), la interaccion de los
linfocitos T y de los macrofagos, mientras que en respuesta a los antigenos
timoindependientes (TI) solamente requieren la cooperacion de los macrofagos (Vallejo et
al., 1992). Si bien la funcion fagocitaria ha sido siempre atribuida a las células fagociticas
“profesionales”, monocito-macrofagos y granulocitos (neutrofilos), estudios recientes han
demostrado que las células B de los peces teledsteos presentan actividad fagocitica tanto in
vivo como in vitro, llevando a la formacion de fagolisosomas y a la digestion de las
particulas ingeridas. Estos resultados indican la participacion de las células B en la
inmunidad innata de estos animales primitivos y, apoyan la idea de la evolucion a partir de
un tipo celular fagocitico ancestral. Ademas, proporcionan un marco evolutivo para entender
la estrecha relacion entre los linfocitos B de peces y los macrofagos de mamiferos (Li ef al.,

2006).

Los linfocitos T son los responsables de la muerte celular y de la regulacion de la
actividad de otras células inmunocompetentes mediante la secrecion de citoquinas. Se ha
demostrado que los linfocitos T de peces presentan caracteristicas semejantes a las
detectadas en mamiferos, tales como la proliferacion en respuesta a la estimulacion por
mitogenos celulares T, como son la fitohemaglutinina (PHA) y la concavalina A (ConA)

(Clem et al., 1985).
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2.3. Citoquinas

Existen evidencias de que en peces, al igual que en mamiferos, existe una red de
citoquinas y quimioquinas que influyen en la respuesta inmune innata y adquirida. Pero
ademas estas moléculas regulan muchos otros procesos bioldgicos importantes como son el
crecimiento y la activacion celular, la inflamacion, la reparacion tisular, la fibrosis y la

morfogénesis.

Se trata de proteinas, generalmente glicoproteinas, de bajo peso molecular (15-25
kDa) secretadas por células del sistema inmune (macrofagos y linfocitos T,
fundamentalmente) en respuesta a patdgenos, a sus productos u otras sefiales relacionadas y
que act@ian a unas concentraciones muy bajas sobre células del propio sistema inmune, de
forma autocrina (reconociendo un receptor en la membrana de la propia célula que la
secretd) o paracrina (actuando sobre otra célula distinta a la secretora, pero sin necesidad de
un transporte de largo recorrido) (Hamblin, 1993, Goldsby et al., 2004). A pesar de ser un
grupo de proteinas heterogéneo desde el punto de vista quimico, las citoquinas comparten
propiedades comunes. Tienen una vida media muy corta y muestran los atributos de
pleiotropia (regulan distintas funciones), redundancia, sinergia, antagonismo ¢ induccién en
cascada (Goldsby et al., 2004). La clonaciéon molecular de varias citoquinas en diferentes
grupos animales ha permitido su utilizacion directa como inmunoestimulantes y adyuvantes
de vacunas en sanidad humana y animal (Lin et al., 1995; Lowenthal et al., 1999). Ademas,
la caracterizacion de los genes que codifican dichas citoquinas, permite desarrollar
tratamientos efectivos para mejorar la resistencia de las especies de uso agroalimentario,

tanto frente a enfermedades infecciosas como a estrés abiotico.

La actividad de las citoquinas se reconocid por primera vez a mediados de la década
de 1960, cuando se encontré que sobrenadantes derivados de cultivos in vitro de linfocitos
tenian factores que podian regular la proliferacion, diferenciacion y maduracidon de células

alogénicas del sistema inmunitario (Goldsby et al., 2004).

En peces, la investigacion sobre estas moléculas se ha centrado en las interleuquinas
(ILs), los factores de necrosis tumoral (TNFs), los interferones (IFNs), los factores
transformadores de crecimiento (TGFs), los factores inhibidores de la migracion (MIFs), los

factores estimuladores de colonias (CSFs) y las quimioquinas.
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Las interleuquinas (ILs) engloban a un grupo de citoquinas con efectos sobre los
leucocitos. La IL-1 fue una de las primeras citoquinas descritas (Dinarello, 1994a) y también
una de las mas estudiadas en peces (Bird et al., 2002; Huising et al., 2004; Kaiser et al.,
2004; Scapigliati et al., 2004; Subramaniam et al., 2004). Esta proteina inicia o aumenta la
expresion de una gran cantidad de genes no estructurales, particularmente otras citoquinas,
que se expresan de forma caracteristica durante la inflamacion (Dinarello, 1994a; Bird ef al.,
2002) y ademads, participa en la proliferacion y maduracion de muchos tipos celulares
inmunes (Dinarello, 1997). Este grupo de citoquinas ha sido ampliamente estudiado en
peces, asi, en trucha arcoiris (Oncorrhynchus mykiss), se han secuenciado y realizado
estudios de expresion de la IL-1f, la IL-6, la IL-11 y la IL-18 (Koussounadis et al., 2004;
Zou et al., 2004; Wang et al., 2005; Benedetti et al., 2006; Iliev et al., 2007; Roca et al.,
2007). En dorada (Sparus aurata), se ha estudiado la IL-1 o sus receptores (Pelegrin et al.,
2001; Lopez-Castejon et al., 2007; Roca et al., 2007) y se ha visto que sustancias como el
lipopolisacarido bacteriano (LPS) incrementan la expresion de esta proteina (Pelegrin ef al.,
2001). En lubina (Dicentrarchus labrax), se han caracterizado interleuquinas implicadas en
la inflamacién como la IL-1, IL-10 y la IL-12 (Benedetti et al., 2006; Nascimento et al.,
2007; Pinto et al., 2007), cabe destacar el trabajo realizado con la IL-1 ya que no s6lo se ha
clonado y caracterizado sino que se ha estudiado su actividad biologica, llegdndose incluso a
proponer como un posible inmunomodulador o adyuvante para ser aplicado en acuicultura
(Buonocore et al., 2004, 2005). En carpa (Cyprinus carpio) se han identificado dos formas
paralogas de la IL-11 (Huising ef al., 2005). En la platija japonesa (Paralichthys olivaceous)
se ha clonado y caracterizado la IL-6 (Nam et al., 2007).

Los factores de necrosis tumoral (TNFs) tienen importantes efectos pleiotropicos
incluyendo inflamacion, apoptosis, proliferacion celular y estimulacion del sistema inmune.
Estas citoquinas tan s6lo han sido aisladas en mamiferos y peces. Mientras que en mamiferos
hay dos formas (TNF-o y TNF-B), en peces parece que so6lo existe una forma, que es similar
en estructura y organizacion genémica al TNF-o de mamiferos. Esta proteina es sintetizada
por diferentes tipos celulares (incluyendo monocitos-macrofagos, linfocitos, células NK,
astrocitos y células de la microglia) bajo estimulacion con endotoxinas, mediadores de la
inflamacion o citoquinas como la IL-1 y, de manera autocrina, bajo estimulacion con el
propio TNF-o (Camussi et al., 1991). El TNF-a desempefia varias actividades terapéuticas,
que incluyen inmunoestimulacion, resistencia a agentes infecciosos, resistencia a tumores
(Aggarwal y Vilcek, 1991; Vilcek y Lee, 1991), regulacion del suefio (Krueger et al., 1998)
y desarrollo embrionario (Wride y Sanders, 1995). Sin embargo, el principal papel del TNF-

36



Introduccion general

o, parece ser como mediador en la resistencia frente a infecciones parasitarias, bacterianas y
virales (Czarniecki, 1993; Goldfeld y Tsai, 1996; Steinshamn et al., 1996). Roca et al.
(2007) han secuenciado y realizado estudios de expresion del TNF-a de trucha arcoiris y
también se han llevado a cabo estudios funcionales en rodaballo con la proteina
recombinante del TNF-a (Ordas et al., 2007). En dorada se ha descrito que el TNF-a se
expresa de forma constitutiva en distintos o6rganos del pez pero, a diferencia de mamiferos,
su expresion no parece aumentar después de un tratamiento con sustancias como el LPS
(Garcia-Castillo et al., 2002). Sin embargo, presenta funciones pro-inflamatorias y
proliferativas cuando se administra in vivo, sugiriendo un papel similar al descrito en
mamiferos (Garcia-Castillo ef al., 2004). También existen evidencias de otros papeles de esta
molécula no directamente inmunes, como son la regulacion del tejido graso en esta especie

(Saera-Vila et al., 2007).

Tanto las ILs como los TNFs forman parte de una cascada en la que son liberadas
otras muchas citoquinas, que sirven como potentes atrayentes para inducir la migracion de

neutrofilos y macrofagos al sitio de la infeccion (Secombes et al., 2001).

Los interferones (IFNs) son citoquinas que inducen un estado antiviral en las células
y juegan un papel fundamental en la defensa frente a infecciones virales en vertebrados
(Robertsen, 2006). En la actualidad, no existen medidas terapéuticas eficaces para combatir
las enfermedades virales de los peces de interés en acuicultura, por eso una gran cantidad de
estudios han sido dirigidos a conocer el mecanismo de actuacion de los IFNs en peces. La
actividad del IFN es conocida en peces desde 1965 (Gravell y Malsberger, 1965) y, desde
entonces, se ha detectado en células y organos de numerosas especies, tras una infeccion
viral o un tratamiento con ARN de doble cadena (dsARN); sin embargo, los primeros
trabajos sobre genes de IFN clonados de peces no se publicaron hasta el afio 2003
(Robertsen, 2006). Existen dos familias de I[FNs (tipo I y tipo II) que se distinguen por su
secuencia nucleotidica, su estructura proteica y sus propiedades funcionales (Kontsek et al.,
2003; Pestka et al., 2004). Los IFNs de tipo I incluyen los IFNs o y 8, que son inducidos por
virus en la mayoria de las células, mientras que el IFN tipo II consta del IFN-y y es
producido por las células NK y los linfocitos T en respuesta a IL-12, IL-18, mitogenos o

antigenos (Secombes ef al., 1996; Vilcek y Sen, 1996).

Los IFNs de tipo I: en peces se han encontrado al menos dos genes que codifican para
el IFN tipo 1. No se han clasificado como IFN o y  debido a que en mamiferos los [FNs o y
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B parece que se han originado por duplicacion a partir de un progenitor, después de la
divergencia de las aves hace 250 millones de afios (Roberts et al., 1998). Los IFNs de tipo |
son inducidos en las células en respuesta a los productos intermediarios (dsARN) de la
replicacion viral (Jacobs y Langland, 1996; Goodbourn et al., 2000). Una vez en el torrente
circulatorio se unen al receptor de IFN o/ presente en todas las células nucleadas (Biron y
Sen, 2001) y desencadenan a través de la via JAK-STAT la transcripcion de cientos de
genes, algunos de los cuales codifican proteinas antivirales. Tal es el caso de la proteina
kinasa R dependiente de dsARN (PKR), la 2’,5’-oligoadenilato sintetasa (OAS), la
adenosina deaminasa especifica de ARN (ADAR) y la proteina Mx (Meurs et al., 1990,
Koromilas et al., 1992; Ziircher et al., 1992; Thimme et al., 1995; Secombes et al., 1996;
Leong et al., 1998; Boudinot et al., 2001; Ellis, 2001). Ademas del dsARN, la transcripcion
de IFN puede ser inducida por otros acidos nucleicos virales (ssARN y motivos CpG de
ADN bacteriano y viral) y poly I:C, que son reconocidos por los 70!/ Like receptors (TLRs)
(Alexopoulou et al., 2001; Diebold et al., 2004; Heil et al., 2004; Lund et al., 2004; Tabeta
et al., 2004). Aunque se sabe todavia muy poco sobre el sistema de sefial del IFN en peces,
la identificacion de varios factores reguladores de IFN (IRFs), receptores de IFN, TLRs,
diferentes miembros de la via JAK-STAT y proteinas inducidas por el IFN tipo I (sobre todo
las proteinas Mx), sugiere que este mecanismo estd muy bien conservado en peces y
mamiferos. Dentro de las proteinas de este tipo estudiadas en peces son de destacar los
trabajos realizados en trucha arco iris y salmén Atlantico; en trucha arcoiris se han
caracterizado dos TLRs (Rebl et al., 2007), factores reguladores de IFN (IRFs) (Collet et al.,
2003) y proteinas Mx (Trobridge y Leong, 1995; Trobridge et al., 1997a; Collet et al., 2007);
en salmon Atlantico se ha clonado, secuenciado y estudiado la expresion y actividad
biologica de genes de IFN tipo I y proteinas inducidas por éste (Robertsen et al., 1997;
Robertsen et al., 2003; McBeath et al.,, 2007). En dorada se han caracterizado genes
inducidos por el interferon como son la proteina Mx o el factor regulador de interferon 1
(IRF-1) (Tafalla et al., 2004; Ordas et al., 2006) y se ha comprobado que las infecciones
virales son capaces de inducir la expresion de estos factores, poniendo en evidencia su
posible papel en la respuesta frente a las mismas. En rodaballo se han caracterizado al igual
que en dorada, genes inducidos por interferéon, como la proteina Mx y el IRF-1 (Abollo et
al., 2005; Ordas et al., 2006). En lenguado se ha caracterizado el gen de la proteina Mx,
posiblemente implicada en la respuesta frente a virus (Fernandez-Trujillo et al., 2006). Otras
especies de peces donde se han caracterizado las proteinas Mx fueron el pez gato (Plant y
Thune, 2004), la platija japonesa (Lee et al., 2000), el fletan (Jensen y Robertsen, 2000), el
pez cebra (Altmann et al., 2004), el goldfish (Zhang et al., 2004b), etc. Por ultimo, en fugu
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se han identificado IRFs (Richardson ef al., 2001) y en pez cebra y goldfish se caracterizaron
algunos genes de la via JAK-STAT (Oates et al., 1999; Zhang y Gui, 2004).

Los IFNs de tipo II (IFN-y): son producidos exclusivamente por células del sistema

inmune, actuan en etapas mas tardias de esta respuesta inmune (Schroder et al., 2004) y
juegan un papel fundamental en la inmunidad adaptativa mediada por células (Biron y Sen,
2001). El IFN-y se une a un receptor distinto del que utilizan los IFNs de tipo [ y también es
diferente la via de sefiales, aunque se solapa con la JAK-STAT (Boehm er al., 1997,
Boudinot et al., 2001). De forma similar a los IFNs de tipo I, el IFN-y puede proteger a las
células de infecciones virales, al inducir la expresion de las proteinas antivirales PKR, 2-5A
sintetasa y ADAR (Boehm ef al., 1997). Es ademas, a diferencia del IFN-o/f3, un activador
clave de macrofagos, al aumentar su capacidad microbiocida frente a bacterias, protozoos y
virus (Graham y Secombes 1990; MacMicking et al., 1997; Biron y Sen, 2001; Shtrichman y
Samuel, 2001; MacMicking, 2004; Schroder et al, 2004). Ademas, promueve la
presentacion de antigenos al aumentar la expresion de los complejos MHC 1 y II (Boehm et
al., 1997). Tiene también un amplio rango de propiedades inmunomodulatorias, al
incrementar la expresion de varios factores de transcripcion y citoquinas (Farber, 1997).
Finalmente, el IFN-y dirige el crecimiento, maduracion y diferenciacion de muchos tipos
celulares, asi como potencia la actividad de las células NK y regula las funciones de las
células B (Biron, 1994; Schroder et al., 2004). En salmon Atlantico y pez gato se han
identificado secuencias similares a las del IFN-y (Robertsen, 2006; Milev-Milovanovic et al.,
2006) pero a pesar de ello existen muy pocos estudios funcionales con el IFN-y en peces,
trabajos previos han demostrado la produccion de un factor activador de macrofagos (MAF)
con actividad de IFN-y en trucha capaz de estimular funciones de los macrofagos, pero este
activador puede tener otras funciones reguladoras del sistema inmune (Secombes, 1992). La
actividad MAF se caracteriza por causar un aumento significativo del estallido respiratorio,
de la fagocitosis, de la actividad bactericida y de la emision de pseudopodos por parte de los
macrofagos. Esta actividad se ha conseguido en sobrenadantes de leucocitos estimulados con
concanavalina A (ConA) y, principalmente, con una combinacion de ConA con el éster de
forbol (PMA) (Duchiron et al., 2002a, 2002b; Sarmento et al., 2004). Ademas, se han
clonado en peces teledsteos la proteina NOS2, subunidades de la oxidasa fagocitica, la
proteina de unién a guanilato (principal efector antiviral del IFN-y en mamiferos) (Robertsen
et al., 2006) y diversas quimioquinas inducidas por IFN-y, entre las que destacan las

identificadas en trucha, una CXC del tipo CXCLS8 (Laing ef al., 2002a) y otra con homologia
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del subgrupo CXCL9, CXCL10, CXCLI11, de la cual parecen existir dos formas y que es
inducida en infecciones virales (Laing et al., 2002b; O’Farrell et al., 2002).

Los factores transformadores del crecimiento (TGFs) se subdividen en los TGF-3
sensu stricto, las proteinas morfogenéticas del hueso (BMP) y las activinas, aunque todas
ellas parecen compartir caracteristicas comunes en sus mecanismos de transduccion de
senales (Heldin et al, 1997). Los TGF-Bs constituyen una subfamilia de moléculas
relacionadas y codificadas por genes diferentes, a los que en vertebrados superiores se
denomina TGF-B-1-5, con una alta homologia en la secuencia de aminoacidos. Los
miembros de esta subfamilia son proteinas multifuncionales y pleiotropicas, que estan
implicadas en el desarrollo, reparacion y remodelado de tejidos y hematopoyesis.
Incrementan la produccion y secrecion de las proteinas de matriz extracelular (ECMs) e
inhibidores de proteasas. Ademas, juegan numerosos papeles en la funcion y desarrollo del
sistema inmune, mostrando generalmente actividades inmunosupresoras y antinflamatorias
(Williams et al., 1996). El TGF-B-1 es una proteina producida tanto por las células T
activadas por antigeno, como por los fagocitos mononucleares activados por LPS. Tiene un
claro efecto regulador supresor como el resto de los miembros de la subfamilia, ya que su
funcién inmunitaria principal es inhibir la proliferacion de células T y la activacion de
macrofagos. A pesar de que hay muy pocos estudios en peces y otros vertebrados inferiores,
los datos recogidos hasta la fecha apuntan a que los TGFs son las citoquinas mas ancestrales
caracterizadas a nivel molecular, que tienen actividad tanto en protéstomos como en
deuteréstomos (Herpin et al., 2004). Unas de las pocas especies de peces donde ha sido
caracterizado este gen fue en trucha arcoiris (Hardie ef al., 1998) y mas recientemente en

dorada (Tafalla et al., 2003).

Los factores inhibidores de la migracion (MIF). Mediante la estimulacion de
leucocitos de carpa con ConA se produjo un sobrenadante con un efecto supresor sobre la
migracion de leucocitos de rifidn anterior (Secombes, 1992). Ademas, en la anguila (Anguilla
japonica) se ha demostrado que sobrenadantes de leucocitos de bazo, riidén o sangre
estimulados con mitégenos, inhiben la migracion de células de peritoneo de cerdo (Song et

al., 1989).
Los factores estimuladores de colonias (CSFs) incluyen el CSF de macrofagos (M-

CSF), el CSF de granulocitos (G-CSF), el CSF de granulocito-macrofagos (GM-CSF) y el

CSF “multi”, mejor conocido como IL-3 o multi-CSF. Se trata de factores pleiotropicos con

40



Introduccion general

una gran variedad de funciones bioldgicas en diferentes tejidos y células, que actian en una
red muy bien orquestada con otras citoquinas. Presentan ademas una gran redundancia, al ser
capaces de ejercer funciones similares y solapantes en células especificas (Reddy et al.,
2000). En general, median la supervivencia, proliferacion, diferenciacion y modulacion
funcional (quimiotaxis, degranulacion, activacion, adhesion, citotoxicidad, cambios
fenotipicos del ARNm), de varias poblaciones de células sanguineas maduras y de sus
precursores (Horiguchi et al., 1987; Rappolee y Werb, 1992; Bociek y Armitage, 1996;
Alexander, 1998). Su papel dentro del sistema inmune es vital, al mantener la competencia
inmune a través de la conservacion del niimero adecuado de células sanguineas. En
particular regulan el desarrollo de las células micloides, desde sus progenitores
hematopoyéticos hasta las células efectoras maduras del sistema inmune (Barreda et al.,
2004). En el pez cebra se han identificado secuencias del receptor del factor estimulador de

colonias de macrofagos (Parichy ef al., 2000).

Las quimioquinas son una familia multifuncional de citoquinas que induce la
migraciéon celular al lugar de la infeccion o lesion. Las quimioquinas se dividen
funcionalmente en dos categorias: por un lado, las que se secretan constitutivamente, son
homeostaticas y estan implicadas entre otras funciones en el trafico de linfocitos (Fernandez
y Lolis, 2002) y por otro lado, las que son producidas durante una infeccion o como
consecuencia de un proceso inflamatorio, dirigiendo la migracion de linfocitos al lugar de la
infeccion o lesion. Estas ultimas pueden ademas activar las células del sistema inmune y
comenzar el proceso de reparacion de heridas (Laing y Secombes, 2004). Las quimioquinas
se dividen en 4 subfamilias en funcion de su estructura molecular: CXC (a), CC (B), C (y) y

CX;C () (Murphy et al., 2000). Las quimioquinas CXC a su vez se subdividen en funcion

de si poseen o no el domino ELR. Las ELR" promueven en términos generales la adherencia
de los neutrdfilos a las células endoteliales y la consiguiente migracion al sitio de la
inflamacion, a través de un gradiente de quimioquinas asociadas a proteinas de superficie y
matriz celular (Strieter et al., 1995). Las ELR™ atraen linfocitos y monocitos y presentan
escasa atraccion por los neutrofilos (Oppenheim et al., 2000). Aunque las actividades dentro
de este grupo son muy variables, la mayoria son angiostaticas (inhiben el crecimiento de
nuevos vasos sanguineos) y poseen propiedades anti-angiogénicas (impiden la formacién de

nuevos vasos sanguineos). Las quimioquinas CC atraen fundamentalmente células

mononucleadas, bien para mediar en procesos homeostaticos o en procesos pro-
inflamatorios. Las quimioquinas C atraen a linfocitos, pero no a monocitos o a neutrofilos

(Kelner et al., 1994). Las quimioquinas CX;C tienen, en su forma soluble, una actividad de
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atraccion muy potente hacia células T y monocitos y en su forma unida a membrana,
promueve la adhesion a estos leucocitos (Bazan et al,, 1997). La mayor parte de la
informacion disponible sobre quimioquinas procede de estudios en mamiferos (como la
anteriormente descrita), aunque el interés por estas proteinas ha crecido también en peces en
los ultimos afios. Como consecuencia se han descrito algunas secuencias con alta homologia
a las quimioquinas de mamiferos y/o aves, asi, la primera quimioquina descrita en peces se
corresponde con una CXC de lamprea, que codifica un péptido del tipo CXCLS8 de
mamiferos (Najakshin et al., 1999), mas adelante se caracterizaron quimioquinas en otras
especies de peces. En carpa se ha clonado una quimioquina CXC similar al subgrupo
CXCL9, CXCL10 y CXCL11 (Savan et al., 2003) y otra de tipo CC similar a C4-CC y un
receptor para quimioquinas CXC (Fujiki et al., 1999). En platija japonesa se han secuenciado
las quimioquinas CXC del tipo CXCLS8 (Lee ef al., 2001) y dos quimioquinas CC, la C6-CC
(Nam et al., 2003) y C4-CC (Kono y Sakai, 2001) con una alta homologia con la CCL11 de
mamiferos. En pez cebra se han identificado dos quimioquinas, una CXC similar a la
CXCL14 de mamiferos (Long et al., 2000) y otra del tipo CXCL12 (David et al., 2002). A

pesar de todas estas caracterizaciones no existen todavia estudios funcionales.

3. NODAVIRUS.

Durante las tltimas dos décadas se ha descrito con alarmante frecuencia una condicion
neuropatologica de caracter infeccioso en cultivos marinos de peces, que se ha ido
extendiendo cada vez a mayor numero de zonas greograficas, llegando a todos los
continentes con la excepcion de Africa, y que representa una seria amenaza econdmica para
la industria de la acuicultura (Munday er al., 2002). Recientemente, esta patologia, ha
aparecido también en peces de agua dulce, concretamente en guppy, Poicilia reticulata,

(Hedge et al., 2003) y en esturion, Acipenser gueldestaedi, (Athanassopoulou ef al., 2004).

Esta enfermedad, conocida como necrosis nerviosa viral (viral nervous necrosis,
VNN) o encefalopatia y retinopatia viral (viral encephalopathy and retinopathy, VER), se
caracteriza, como su segundo nombre indica, por el desarrollo de encefalopatias y
retinopatias vacuolizantes detectadas mediante histologia y asociadas a nataciones erraticas
que desembocan en mortalidades muy elevadas (alcanzando el 100% en multitud de

ocasiones), fundamentalmente en estadios larvarios y juveniles de las especies afectadas.
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Los primeros informes sobre la existencia de sintomas de encefalopatia vacuolizante
describen brotes que causaron cuantiosas pérdidas en criaderos de lubina (Dicentrarchus
labrax L.) cultivada en Martinica (Caribe) (Bellance y Gallet de Saint-Aurin, 1988). Se
detectaron numerosas particulas virales de muy pequeiio tamafio en el citoplasma de las
neuronas que se identificaron como los agentes causantes de las mortalidades y se
denominaron “virus de la encefalopatia de la lubina”. Poco después se describi6 la “necrosis
nerviosa viral” (viral nervous necrosis; VNN) en larvas y juveniles cultivados del pez loro
japonés (Oplegnathus fasciatus) (Yoshikoshi e Inoue, 1990). Y, desde entonces, se han
descrito condiciones clinicas similares en multitud de especies de peces marinos, tanto
salvajes como cultivadas (bacalao del Atlantico, cherna de ley, corvinata blanca, cortindén
ocelado, eglefino, falso halibut del Japon, fletan del Atlantico, jurel dentdn, lenguado, mero
amarillo, mero carcelario, mero de pintas naranjas, mero de pintas rojas, mero lutria, pardete,
perca gigante, rodaballo, solla roja, ...) mostrando una amplia distribucidon geografica, de
manera que esta enfermedad fue apareciendo en Asia (Yoshikoshi e Inoue, 1990; Mori et al.,
1992; Chi et al., 1997; Azad et al., 2005), Europa (Comps et al., 1994; Grotmol et al., 1995;
Le Breton et al., 1997; Bovo et al., 1999; Starkey et al., 2000; 2001), Australia (Glazebrook
et al., 1990; Munday y Nakai, 1997) y Norteamérica (Curtis et al., 2001; Barker et al.,
2002).

Muy recientemente los nodavirus fueron también detectados en invertebrados marinos
aparentemente sanos de la peninsula de Korea proponiéndose que esta infeccion subclinica
podria constituir una fuente de inoculo para la infeccion por betanodavirus causando

mortalidades en cultivos de peces en esta region (Gomez ef al., 2008).

3.1. Caracteristicas.

Se trata de virus esféricos, no envueltos y de unos 25-30 nm de tamafio que se
encuentran, fundamentalmente, en el citoplasma de las neuronas y en los espacios
extracelulares adyacentes de los peces afectados por la enfermedad, distribuyéndose en

disposicion paracristalina o en forma de paquetes envueltos en estructuras membranosas.

El genoma de estos virus consta de dos fragmentos de ARN monocatenario con pesos
moleculares y tamafios de 1.056 x 10° Da y 3 kb (ARN 1) y 0.495 x 10° Da y 1.4 kb (ARN
2). Ambos fragmentos carecen de estructura poly(A) en el extremo 3°. El ARN 1 codifica

para una proteina no estructural de 100 kDa mientras que el ARN 2 codifica para un
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polipéptido estructural de 42 kDa precursor de la proteina de la capside (Nishizawa et al.,
1994, 1995). Durante la replicacion del ARN a partir del ARN 1 se sintetiza un ARN 3
subgenomico, de 0.4 kb, que codifica pequefias proteinas (Delsert et al., 1997; Iwamoto et

al., 2001).

En base a su forma, tamafio y organizacion gendémica, estos virus se clasificaron como
pertenecientes a la familia Nodaviridae (Mori et al., 1992). Hasta ese momento la familia
Nodaviridae estaba compuesta por un solo género, Nodavirus, donde estaban incluidos el
nodamura virus (NOV), black beetle virus (BBV), floch house virus (FHV) y boolarra virus
(BOV), todos ellos aislados de insectos (Francki et al., 1991). A pesar de la alta similitud
entre los nodavirus aislados de peces y los aislados de insectos en sus propiedades fisicas y
en la organizacién de su genoma, la similitud en la secuencia del fragmento de ARN 2 es
muy baja entre ambos grupos (Nishizawa et al., 1995), ya que los nodavirus aislados de
peces poseen una region altamente conservada de 134 aminoacidos que no se encuentra en la
proteina de la capside de los aislados de insectos (Kaesberg et al., 1990); ademas el proceso
de sintesis de la capside difiere entre ambos grupos. Todo esto confiere a los nodavirus
aislados de peces unas caracteristicas especiales que obligaron a agruparlos dentro de un
nuevo género, Betanodavirus, perteneciente a la familia Nodaviridae (Delsert ef al., 1997;
Tang et al., 2002). Recientemente se describio un nuevo miembro de esta familia de virus, el
Macrobrachium rosenbergii nodavirus, que presenta caracteristicas de la familia
Nodaviridae (forma icosahédrica, tamafio de 27 nm de diametro, genoma compuesto por dos
fragmentos de ARN monocatenario de 2.9 y 1.3 kb y proteina de la capside de 43 kDa) pero
presenta diferencias con los miembros de los géneros Alphanodavirus y Betanodavirus
(Bonami et al., 2005) con lo que no se puede incluir en ninguno de los dos; este patogeno es

el primer representante de la familia Nodaviridae aislado de invertebrados acuaticos.

En la secuencia de la proteina de la capside se identifico una region altamente
conservada (134 aa) y una region variable (81 aa) con una identidad de secuencia
aminoacidica del 93 y 62%, respectivamente (Nishizawa et al., 1995). Atendiendo a
diferencias existentes en la region variable del gen que codifica la proteina de la capside
(ARN 2) entre las distintas cepas de nodavirus aisladas de peces, estos nodavirus fueron
clasificados en cuatro genotipos (Nishizawa et al., 1997): SINNV (striped jack nervous
necrosis virus), TPNNV (tiger puffer nervous necrosis virus), BENNV (barfin flounder
nervous necrosis virus) y RGNNV (redspotted grouper nervous necrosis virus). Se cree que

la divergencia entre estos cuatro grandes grupos tuvo lugar hace unos 110-160 afios mientras
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que las pequenas divergencias existentes entre las cepas de nodavirus pertenecientes a un
mismo grupo habrian ocurrido durante los ultimos 20 afios (Nishizawa et al., 1997). Ademas
estos cuatro grupos difieren en el rango 6ptimo de temperatura para producir la infeccion al
hospedador, como serd comentado con mas detalle. Recientemente, Johansen et al. (2004)

han propuesto un quinto genotipo dentro de los Betanodavirus, el TNV (turbot nodavirus).

Mediante un analisis filogenético, basado en la secuencia nucleotidica de la proteina
de la capside de nodavirus aislados de peces cultivados procedentes de diversas areas
geograficas, se determind que una misma linea evolutiva contenia aislados de distintos
regiones y a su vez distintas lineas evolutivas de nodavirus se encontraban cohabitando en
una misma region (Skliris et al., 2001). En este estudio se vio que el genotipo RGNNV
incluia cepas de nodavirus aisladas de peces afectados por la enfermedad en Espana,
Portugal, Malta, Italia, Francia, Tailandia, Singapur y Japon. Este patron evolutivo contrasta
con el de otros patogenos virales de peces como pueden ser: el virus causante de la
septicemia hemorragica viral (VHSV) (Benmansour ef al., 1997) o el virus causante de la
necrosis hematopoyética infecciosa (IHNV) (Nichol et al., 1995), en los que se observa una

correlacion entre la filogenia de los virus y el area geografica donde éstos fueron aislados.

3.2. Sintomatologia.

Las mortalidades causadas por esta infeccion viral aparecen tanto en el estadio larvario
como en el juvenil y adulto aunque son mas elevadas durante el estadio larvario pudiendo

alcanzar, durante este periodo, el 100% del stock.

Los principales sintomas de esta enfermedad son el comportamiento anormal de los
peces afectados manifestandose en forma de pérdida de equilibrio, desorientacion al nadar e

inapetencia y presentando, ademas, la vejiga natatoria extremadamente hinchada.

Tanto en el caso de los juveniles como en el de adultos, la enfermedad puede
presentarse de forma subaguda con mortalidades variables, que van desde ligeras a
pronunciadas; algunos individuos nadan con la cabeza fuera del agua con movimiento rapido
rectilineo o circular golpeandose contra la pared del tanque, otros se dejan transportar por la
corriente presentando momentos de hiperactividad seguidos por otros de una inmovilidad

absoluta y los restantes muestran movimientos veloces en espiral. En la tabla 1 se recogen
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los sintomas clinicos mas comunes en algunas de las especies en las que se ha detectado esta

enfermedad viral.

Tabla 1: Sintomas clinicos mas comunes (O.L.E, 1997).

Especie Sintomas clinicos

Lates calcarifer Natacion rapida no coordinada
Palidez
Anorexia
Extenuacion

Dicentrarchus labrax Torneo

Vejiga natatoria muy hinchada

Anorexia

Oplegnathus fasciatus Natacion en espiral

Color oscuro

Epinephelus akaara Torneo

Pseudocaranx dentex Natacion anormal

Vejiga natatoria muy hinchada

Scophthalmus maximus Natacion en espiral

Descanso "panza arriba"

3.3. Origen y transmision de la enfermedad.

El origen de esta enfermedad podrian ser las poblaciones de peces en estado natural
de las que se obtienen los reproductores a partir de los que se inicia el cultivo ya que se ha
detectado la enfermedad en peces procedentes de la pesca (Barker et al., 2002). No se sabe si
estas poblaciones naturales son susceptibles o si tan solo actGan como portadores

aparentemente sanos de estos virus.

Los riesgos de infeccion reciproca entre peces salvajes y cultivados dependen de los
mecanismos de transmision. Se ha demostrado experimentalmente la transmision horizontal
de la necrosis nerviosa viral en multitud de ocasiones en la bibliografia indicandose aqui
algunos de los ejemplos mas significativos. Glazebrook er al. (1990) demostraron la
transmision de la enfermedad por cohabitacion entre larvas enfermas y sanas de perca
gigante, Arimoto et al. (1993) demostraron lo mismo en el caso del jurel denton. También se
demostrd la transmision de la enfermedad a larvas y juveniles de mero de manchas rojas,

jurel denton y falso halibut del Japon, al exponerlos a un bafio con filtrados de homogenados

46



Introduccion general

de tejidos procedentes de peces enfermos (Mori ef al., 1991; Arimoto et al., 1993; Nguyen,
et al., 1994) o en juveniles de lubina al ser inyectadas intramuscularmente con homogenados
de cerebro de peces infectados (Thiery ef al., 1997). Ademas se ha descrito la transmision
horizontal de la nodaviriosis de lubinas infectadas a esturiones en una granja de Grecia
(Athanassopoulou et al., 2004) y de juveniles de fletan del Atlantico enfermos a salmones
sanos inyectandoles un filtrado de homogenados de cerebro de los primeros a los segundos
por via intraperitoneal (Korsnes et al., 2005). Nguyen et al. (1996) describieron la
replicacion del virus en las células epidérmicas de larvas de denton sugiriendo que podrian
actuar a favor de la transmision horizontal, pero el papel que juega la piel como primera via

de entrada del virus permanece todavia demasiado confusa.

La transmision vertical de la enfermedad también se ha demostrado tanto en el jurel
dentén como en la lubina (Breuil et al., 1991; Arimoto et al., 1992; Mushiake et al., 1994;
Nishizawa et al., 1996). Mediante la técnica de la reaccidon en cadena de la polimerasa
(PCR), se detect6 el virus en los tejidos de ovario y consecuentemente en las larvas

obtenidas de dichos reproductores.

Ademas se ha descrito que algunas especies de peces como la dorada pueden ser
portadores asintomaticos de esta enfermedad, es decir, que contienen el virus (y, por tanto,
que la pueden transmitir) pero no sufren los sintomas producidos por el mismo (Castric et

al., 2001).

3.4. Diagnéstico.

El diagnostico de la nodaviriosis o encefalopatia y retinopatia virica se puede realizar

mediante la replicacion del nodavirus en cultivo celular, microscopia dptica y electronica,

técnicas inmunologicas o técnicas de biologia molecular.

La replicacién de un virus en cultivo celular es una técnica de diagnostico fiable y que

permite la obtencion de una gran cantidad de virus, facilitando asi su caracterizacion. Hasta
el momento sélo se ha conseguido la replicacion de los nodavirus en la linea celular SSN-1
derivada del stripped snakehead, Channa striatus, que esta persistentemente infectada con
un retrovirus (Frerichs et al., 1996), en la linca GF-1 derivada de la aleta del mero
Epinephelus coioides (Hamilton) (Chi et al., 1999), en la linea GB establecida a partir de

células de cerebro del mero Epinephelus awoara (Temminck & Schlegel) (Lai ef al., 2001a),
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en las lineas GF y GL establecidas a partir de aleta e higado del mero Epinephelus awoara
(Temminck & Schlegel) (Lai et al., 2003) y en la GS derivada de bazo del mero Epinephelus
coloides (Qin et al., 2006). De las lineas citadas, tan s6lo la linea SSN-1 resultd ser
susceptible a todas las cepas de nodavirus aisladas por el momento (Iwamoto et al., 1999).
Frerichs et al. (1996) caracterizaron por primera vez el efecto citopatico (ECP) en la linea
SSN-1, producido por una cepa de nodavirus aislada de lubina, como Ia transformacion de
las células en refractiles, redondeadas y granulares 3 dias después de la infeccion, llegando a
una completa destruccion de la monocapa celular el décimo dia después de la infeccion. El
principal inconveniente en el uso de esta linea celular es el hecho, comentado anteriormente,
de que esté persistentemente infectada con un retrovirus del tipo C (SnRV) (Frerichs et al.,
1991; Hart et al., 1996). Se intentd obtener otra linea celular a partir de una célula de esta
linea que estuviera libre del retrovirus y en la que replicasen todos los genotipos de
nodavirus identificados hasta el momento, pero sin éxito (Iwamoto et al., 2000). Todo ello
hace suponer que el retrovirus de la linea SSN-1 juega un papel importante en la replicacion
de los nodavirus, hipotesis que fue corroborada con las investigaciones realizadas in vitro
por Lee et al. (2002) donde se demostro la influencia del retrovirus en el ciclo de vida de los

nodavirus de peces.

Mediante la replicacion de los virus en la linea SSN-1 se observaron diferencias en
dicha replicacion y en el ECP producido por los distintos aislados de nodavirus dependiendo
de la temperatura de incubacion (Iwamoto et al., 1999). Las cepas de nodavirus
pertenecientes al genotipo RGNNYV replicaban bien entre los 25 °C y 30 °C, mientras que las
cepas pertenecientes al genotipo SINNV replicaban bien tanto a 20 como a 25 °C. En el caso
de los nodavirus incluidos en el genotipo TPNNV replicaban bien a 20 °C y las cepas de
nodavirus pertenecientes al genotipo BENNV so6lo proliferaban entre 15 y 20 °C. Todas estas
diferencias en la replicacion de los virus in vitro ponen de manifiesto la importancia de la
temperatura en las infecciones naturales de nodaviriosis. Los brotes de nodaviriosis causados
por los genotipos SINNV y RGNNV ocurren principalmente entre los 24 y los 28 °C
respectivamente (Arimoto et al., 1994; Tanaka et al., 1998), lo que sugiere que estos dos
genotipos estan adaptados a temperaturas calidas. Por el contrario, los nodavirus aislados de
brotes de nodaviriosis en halibut cultivado a 6-7 °C (Dannevig et al., 2000) pertenecen al
genotipo BENNV, que es el que replica a las mas bajas temperaturas y que, por tanto, esta
adaptado a ellas. Infecciones experimentales realizadas in vitro corroboraron estas hipotesis
(Iwamoto et al., 1999), en estas infecciones se demostrd que una cepa de nodavirus aislada

de fletan del Atlantico y perteneciente al genotipo BFNNV era capaz de infectar a larvas de
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fletan del Atlantico at 6 °C pero no a larvas del jurel denton a 20 °C y viceversa, es decir que
nodavirus del genotipo SINNV eran capaces de infectar a larvas del jurel denton pero no a

larvas de fletan del Atlantico.

Durante el examen diagnostico de la encefalopatia y retinopatia virica, pueden existir

pocas o ninguna lesion externa, pero a nivel histologico (microscopia 6ptica) se detecta en

los animales infectados una amplia vacuolizacion en todo el sistema nervioso (cerebro, retina
y cordon nervioso) asociada a grandes inclusiones intracitoplasmaticas (2 a 5 um) en las
células, siendo la zona anterior del cerebro y la retina las mas afectadas. En general las larvas
y juveniles de las especies afectadas por la enfermedad muestran lesiones mas severas que
los individuos adultos. En algunos casos se ha descrito vacuolizacion en el intestino como
respuesta fisioldgica a la infeccion viral, pero no parece ser producida por los nodavirus

(O.LE, 1995).

La microscopia electrénica de transmision es una metodologia que confirma los

hallazgos previos realizados por microscopia Optica. Mediante esta técnica se detectan
particulas virales icosahédricas de 22-30 nm de diametro fundamentalmente en el citoplasma
de las neuronas y en los espacios extracelulares adyacentes. Los viriones se distribuyen en

disposicion paracristalina o en forma de paquetes envueltos en estructuras membranosas.

Sin embargo, ninguno de estos métodos es suficiente para detectar la infeccion en
animales portadores, que no muestran ningun signo patologico, e incluso para detectar los
casos tempranos de la enfermedad en los que no se han desarrollado todavia las lesiones. Por
lo tanto, ha sido necesario poner a punto nuevas técnicas de inmunodiagnosis como las

técnicas inmunohistoquimicas (Le Breton et al., 1997) pudiéndose localizar pequefios focos

antigénicos aun cuando no existen lesiones aparentes. En este sentido se utilizaron la técnica
de inmunofluorescencia indirecta (FAT) (Nguyen et al., 1997; OIE, 1997) o la técnica del
inmunoensayo ligado a una enzima (ELISA) (Arimoto ef al., 1992; OIE, 1997; Breuil et al.,
2000; Lai et al., 2001b; Huang et al., 2001).

Por ultimo, se han desarrollado técnicas de biologia molecular como la reaccién en

cadena de la polimerasa (PCR) para la amplificacion de la secuencia del gen responsable de
la sintesis de la proteina de la capside de los nodavirus (ARN 2) basandose en la region
conservada que presentan los nodavirus aislados de peces (Nishisawa et al., 1994; Dalla

Valle et al., 2000; Grotmol et al., 2000). Mas recientemente, Starkey et al. (2004)
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desarrollaron la nucleid acid sequence based amplification (NASBA), reaccion continua de
amplificacion de acidos nucleicos en condiciones isotérmicas mas apropiada para el ARN,
basada en el uso de oligos y sondas especificas y que precisa la accion coordinada de tres
enzimas: la AMV reverso transcriptasa, la RNasa H y la T7 ARN polimerasa, para la
deteccion de nodavirus en peces; esta técnica demostro ser 100 veces mas sensible que la

RT-PCR convencional.

Estos tltimos métodos son mas fiables ya que son capaces de detectar la presencia
del virus en estadios de la enfermedad en los que los antigenos virales no son detectados por

los otros métodos de diagnostico descritos.

3.5. Control.

El control de esta enfermedad es complicado ya que, como se ha comentado
anteriormente, tanto su transmisién horizontal como vertical han sido demostradas. La
manera mas simple de evitar la enfermedad en una piscifactoria es testar todos los stocks que
puedan ser importados eliminando todos los que estén infectados, pero este procedimiento,
aunque reduce mucho, no descarta por completo la posibilidad de que algun pez infectado
puede no ser identificado. Asi que, con el fin de poder controlar (o evitar), la enfermedad una
vez presente en las piscifactorias se han realizado una serie de pruebas sobre los efectos de
algunos tratamientos fisicos y quimicos (Arimoto et al., 1996; Frerichs et al., 2000) con

mayor o menor €xito.

Se consiguid una total inactivacion del nodavirus de lubina con un tratamiento
térmico a 60 °C durante 60 minutos y una reduccion en el titulo viral del 99.9% mediante
exposicion, durante 8 minutos, a radiacién ultravioleta a una intensidad de 440 puW/cm’
(Frerichs et al., 2000), sin embargo, a efectos practicos en una piscifactoria, no es
conveniente usar como unico método de desinfeccion el tratamiento del agua con radiacion
ultravioleta ya que ese 0.1% del titulo viral no inactivado puede ser suficiente para producir

una infeccion in vivo.

El formol, sin embargo, resultdé ineficaz para cualquiera de las concentraciones
testadas tanto para el nodavirus de lubina como para el de jurel dentén (Arimoto et al., 1996;
Frerichs et al., 2000), al contrario de lo que ocurri6 con otros virus donde si que se detectod

una actividad antiviral producida por esta sustancia (Jorgensen, 1973; Frerichs, 1990).
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Los nodavirus de lubina se inactivaron completamente con una concentracion de
cloro de 50 ppm durante 5 minutos o de 25 ppm durante 30 minutos en ausencia de materia
organica. Cuando la materia organica estd presente en el medio, esta efectividad en la
inactivacion de los virus se reduce considerablemente necesitandose concentraciones de 100
ppm durante 5 minutos para conseguir una reduccion de solo 2 logaritmos en el titulo viral.
El iodo también resulto ser eficaz en la inactivacion del nodavirus, pero al igual que con el
cloro, su efectividad se ve disminuida en presencia de materia organica (Frerichs et al.,

2000).

Estos virus son muy resistentes a las diferentes condiciones ambientales y resultan
ser muy tolerantes a los cambios en el pH manteniendo su infectividad en un rango desde pH
3 hasta pH 9 durante un periodo de 42 dias aunque los de lubina se inactivan completamente
aun pH de 2 o de 11 (Frerichs et al., 2000) y los de jurel dentén a un pH de 12 (Arimoto et
al., 1996).

El ozono resultd ser un buen desinfectante para la cepa SINNV, inactivando
completamente a los nodavirus en pocos minutos (Arimoto et al., 1996). El uso del ozono
como método de desinfeccion contra los nodavirus en una piscifactoria es una buena
eleccion no solo por su eficacia sino también por el menor impacto ambiental que supone su
uso en comparacion con otros desinfectantes ya que se disocia rapidamente y, actiia como un

complemento oxidativo dentro del sistema de nitrificacion bioldgica (Honn y Chavin, 1976).

Un episodio de infeccion por nodavirus en una granja resulta en la liberacion de
grandes cantidades de virus al medio marino, y el hecho de que estos virus sean muy
resistentes a las diferentes condiciones ambientales (Frerichs et al., 2000), les convierte en

agentes potencialmente infecciosos de otras especies.

Ya en otro sentido, se intentaron desarrollar vacunas eficientes contra el nodavirus con
resultados preliminarmente positivos. Asi, Tanaka et al. (2001) inyectaron peces
intramuscularmente con la proteina recombinante de la capside del nodavirus y consiguieron
una reduccion significativa de la mortalidad en infecciones experimentales del mero
Epinephelus septemfasciatus pero los propios autores indicaron que serian necesarios mas
estudios para ver si esta vacuna podria ser eficaz en otras especies ya que se habia sugerido

diferentes especificidades entre variantes genotipicas del nodavirus. Husgard et al. (2001)
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desarrollaron una vacuna con la proteina T2 recombinante y los resultados que obtuvieron
fueron satisfactorios para rodaballo y halibut, ademas los niveles de anticuerpos aumentaron
con el tiempo indicando un posible efecto a largo plazo de la vacuna. Sommerset et al.
(2003) demostraron que una vacuna producida con ADN de una glicoproteina de un
rabdovirus producia proteccion a corto plazo contra nodavirus en rodaballo. Mas
recientemente, Sommerset et al. (2005) probaron, en juveniles de rodaballo, dos nuevas
vacunas: una consistente en una proteina recombinante de la capside del nodavirus de halibut
(AHNV) y otra del fragmento de ADN de la misma region que codifica para la proteina
anterior; la eficacia de la vacunacion fue demostrada en el caso de los peces vacunados con
la proteina recombinante pero no en el caso de los vacunados con el ADN que codifica para

dicha proteina.
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Capitulo I. A: Expresion de TNFa, IL-1p y Mx en dorada y lubina infectadas con nodavirus

1. INTRODUCCION.

Como se explico con mas detalle en el apartado de nodavirus de la introduccion
general, la encefalopatia y retinopatia viral (VER), también conocida como necrosis nerviosa
viral (VNN), es una enfermedad emergente causada por los Betanodavirus, miembros de la
familia Nodaviridae que provocan elevadas mortalidades en peces marinos infectados. La
enfermedad causada por estos virus se identifica por un comportamiento natatorio anormal y
lesiones neurologicas, caracterizadas por una vacuolizacion celular y una degeneracion
neuronal mayoritariamente encontradas en el cerebro, la retina, la médula espinal y los
ganglios linfaticos de los peces afectados. Desde su primera aparicion en larvas y juveniles
de lubina (Dicentrarchus labrax) cultivados en Martinica (Bellance y Gallet de Saint-Aurin,
1988), la enfermedad se ha extendido a muchas otras especies marinas a lo largo de todo el
mundo (Nakai et al., 1994; Munday y Nakai, 1997; Curtis et al., 2001; Barker et al., 2002) y,
recientemente, aparecid en especies de aguas dulceacuicolas (Hegde et al., 2003;

Athanassopoulou et al., 2004).

Tanto la lubina como la dorada son especies de elevado valor econémico cultivadas en
el mar Mediterraneo. Inicialmente, la dorada habia sido catalogada como un portador
asintomatico de la encefalopatia y retinopatia viral (Castric et al., 2001). Sin embargo,
Aranguren et al. (2002) demostraron que la dorada podia ser experimentalmente susceptible
al nodavirus, dependiendo de la temperatura y la ruta de infeccion. Ademas, la dorada es a
menudo cultivada en el Mediterraneo junto con la lubina y otras especies susceptibles, lo que

hace aumentar la posibilidad de infeccion cruzada.

Se conoce muy poco acerca de las interacciones entre el nodavirus y el sistema inmune
de los peces. Se detectaron anticuerpos contra nodavirus mediante la técnica ELISA en el
suero de adultos del jurel denton (Mushiake ef al., 1992), lubina (Breuil et al., 2000), barfin
flounder (Watanabe et al., 2000) y perca gigante (Huang et al., 2001), independientemente
del sexo de los mismos o de su origen (peces salvajes o cultivados). También se han probado
vacunas de forma experimental obteniendo resultados preliminarmente positivos (Husgard et
al., 2001; Sommerset et al., 2003, 2005) y se ha descrito el efecto de los anticuerpos

neutralizantes del virus sobre su supervivencia (Tanaka ef al., 2001).

En mamiferos, cualquier accion inflamatoria resulta en una cascada de citoquinas

donde el factor de necrosis tumoral oo (TNFa) es liberado seguido de la interleuquina-1§3 (IL-
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1B) y posteriormente de la IL-6. Esta citoquinas provocan la liberacion de otras que actuan
como potentes quimioatrayentes que inducen la migracion de neutrofilos y macrofagos al

sitio de la infeccion (Secombes et al., 2001).

El TNFo es un miembro de una familia de citoquinas conocida como f—jellyroll.
Como ya se indico en el apartado de citoquinas de la introduccion general, se trata de una
proteina que es sintetizada por diferentes tipos celulares, incluyendo monocitos-macrofagos,
linfocitos, células natural killer, astrocitos y células de la microglia del cerebro bajo una
estimulacion con endotoxinas, mediadores de la inflamacion o citoquinas como la IL-1 y, de
forma autocrina, bajo la estimulacion con el propio TNFo (Camussi et al., 1991). Esta
proteina juega un papel relevante en varios aspectos terapéuticos como la
inmunoestimulacion, la resistencia a agentes infecciosos, la resistencia a tumores (Aggarwal
y Vilcek, 1991; Vilcek y Lee, 1991); también participa en la regulacion del suefio (Krueger
et al., 1998) y en el desarrollo embrionario (Wride y Sanders, 1995). Sin embargo, el papel
mas importante del TNFa es el de actuar como un importante mediador en la resistencia
contra infecciones (Czarniecki, 1993; Goldfeld y Tsai, 1996; Steinshamn et al., 1996). En
este sentido, la sobre-expresion de TNFa se ha descrito en varias especies después de una
estimulacion con distintos agentes tales como el lipopolisacarido bacteriano (Laing et al.,
2001), componentes del agente patdgeno Renibacterium salmonarum (Grayson et al., 2002),
PMA y Con A (Hirono et al., 2000) y el protozoo Trypanoplasma borreli (Saeij et al., 2003).
Recientemente, el ADNc del TNFa de dorada (Sparus aurata L.) ha sido clonado por
Garcia-Castillo ez al. (2002).

La IL-1p fue una de las primeras citoquinas descritas (Dinarello, 1994a). Se trata de
un miembro de la familia de citoquinas conocida como S-trefoil. Esta proteina inicia y/o
incrementa una amplia variedad de funciones no estructurales asociadas a genes que se
expresan de forma caracteristica durante la inflamacion, en particular otras citoquinas
(Dinarello, 1994a; Bird et al., 2002), ademas participa en la maduracion y proliferacion de
muchos tipos celulares (Dinarello, 1997). Experimentos tanto in vivo como in vitro han
demostrado que la IL-1-o y la IL-1B poseen multiples efectos biologicos que han sido bien
catalogados (Dinarello, 1991, 1994b, 1997), ademas la IL-1B y no IL-1-a es un potente
activador de la respuesta inmune humoral (Nakae et al., 2001). Se ha clonado el ADNc de la
IL-1B de dorada (Sparus aurata L.) y ademds se demostrd que se sobre-expresa por la

adicion de LPS sugiriendo su papel en la respuesta inmune (Pelegrin et al., 2001).
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El sistema del interferén es uno de los mas importantes mecanismos de defensa
antiviral. Las proteinas Mx pertenecen a una superfamilia de GTPasas de alto peso molecular
(Stacheli et al., 1993; Arnheiter et al., 1996) y se encuentran en un diverso nimero de
organismos incluyendo mamiferos, aves y peces (Leong et al., 1998). El verdadero
mecanismo de la naturaleza antiviral de estas proteinas no se conoce todavia, sin embargo, se
ha hipotetizado que las proteinas Mx previenen la replicacion viral impidiendo el trafico
intracelular de las nucleocapsides virales (Haller y Kochs, 2002). La actividad antiviral de
las proteinas Mx ya ha sido demostrada en ratas, ratones, gallinas y humanos (Meier et al.,
1990; Arnheiter et al., 1996; Ko et al., 2002; Haller et al., 1998) y, mas recientemente en
salmén Atlantico (Larsen ef al., 2004), en falso halibut del Japon (Caipang et al., 2003) y en
perca gigante (Wu y Chi, 2007). Tafalla et al. (2004) clonaron el ADNc de la proteina Mx de
dorada (Sparus aurata L.) y ademds comprobaron que la expresion de dicha proteina era
constitutiva en higado, rifién anterior, cerebro y bazo; también demostraron que se producia
una sobre-expresion por la adicion de Poly I:C tanto in vitro como in vivo sugiriendo su

relacion con la respuesta inmune del organismo frente al virus.

Asi, el principal objetivo que nos propusimos cuando disefiamos los experimentos que
se exponen en esta parte del capitulo I de la tesis doctoral fue estudiar si la infeccion
experimental de lubina y dorada con nodavirus podria afectar a la expresion de citoquinas
pro-inflamatorias como el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) y la interleuquina-1 beta
(IL-1P) y a la proteina inducida por interferon Mx. Ademas, se realizé una comparacion de la
expresion génica entre las dos especies de peces con el objetivo de encontrar alguna posible

explicacion a la diferente susceptibilidad a la enfermedad que presentan ambos organismos.
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2. MATERIAL Y METODOS.

2.1. Peces.

Las lubinas y doradas adultas de aproximadamente 100 g de peso fueron obtenidas
de una piscifactoria comercial. Estos peces fueron aclimatados a las condiciones de
laboratorio durante dos semanas, manteniéndolos a 20 °C y alimentandolos diariamente con

pienso comercial.

2.2. Virus.

La cepa de nodavirus utilizada en los experimentos realizados en esta tesis doctoral fue
la 475-9/99, aislada de lubinas enfermas en el Institute Zooprofilattico delle Venize (Italia) y
enviada a nuestro laboratorio por el Dr. Bovo. El virus se propagod en la linea celular SSN-1
(Frerichs et al., 1996) y la titulacion se llevo a cabo también en esta linea celular, en placas
de 96 pocillos, haciéndose diluciones 1:10 (3 réplicas por dilucion) y calculandose la TCIDs,
ml” (dosis infectiva citotoxica 50%) de acuerdo con el protocolo descrito por Reed y

Miiench (1938).

2.3. Aislamiento de ARN y paso a ADNc.

El aislamiento de ARN a partir de células o tejidos se realizd utilizando Trizol
(Invitrogen) y siguiéndose las instrucciones indicadas por el fabricante. Brevemente, se
homogenizaron las células o tejidos con la ayuda de un potter en un volumen final de 1 ml
de trizol y se le anadieron 200 pul de cloroformo, se agitaron de forma vigorosa durante 15
segundos y se incubaron en hielo durante 5 minutos, se centrifugaron a 12000 g durante 15
minutos a 4 °C y se recuper6 la fase acuosa. Se precipitd el ARN, presente en esta fase, con
la ayuda de 500 pl de isopropanol frio incubandose 10 minutos a temperatura ambiente para
a continuacion centrifugar las muestras a 12000 g durante 10 minutos a 4 °C. Por ultimo, se
realizé un lavado con etanol al 75% frio y después de dejar secar los precipitados de ARN
para evaporar completamente el etanol se resuspendieron en agua tratada con dietil
pirocarbonato (DEPC) al 0.1% que contenia RNAse OUT (0.5 u/pl, Invitrogen). Las muestras

se guardaron a -80 °C hasta su uso.
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Los ARNSs aislados fueron tratados con DNAsa utilizando para ello el Turbo DNA-free
(Ambion), en el que a las muestras se les afiade DNasa, al mismo tiempo que un tampon para
que las condiciones de reaccion sean las Optimas, y se incuban a 37 °C durante 30 minutos. A
continuacion se les afade el DNase Inactivation Reagent, para inactivar la reaccion, que se
deja actuar durante 2 minutos a temperatura ambiente y mezclando las muestras
ocasionalmente. Se centrifuga a 10000 g durante 1.5 minutos y se recupera el sobrenadante,

ARN tratado con DNAsa.

El paso a ADNc se realiz6 usando la Superscript Il Reverse Transcriptase y el oligo
(dT);>.;s primer (Invitrogen) segin las instrucciones indicadas por el fabricante. 10 ul de
cada ARN (0.5 ug/ul) se mezclaron con 1 ul de oligo (dT) y 1 ul de dNTPs (10 mM), esta
mezcla se calent6 a 65 °C durante 5 minutos para a continuacion afadirle 4 pl de tampoén 5x,
2 ul de DTT y 1 ul de RNAse OUT y se incubd de nuevo a 42 °C durante 2 minutos. A
continuacion se afiadié 1 ul de Superscript Il Reverse Transcriptase y se incubo a 42 °C
durante 50 minutos, por ultimo, se inactivd la reaccion calentando a 70 °C durante 15

minutos. E1 ADNc se guardo a -20 °C hasta su uso.

2.4. Expresion de citoquinas después de una infeccion con nodavirus.

El nivel de expresion de TNFa, IL-1B y Mx fue testado después de una infeccion in

vivo mediante el uso de la PCR cuantitativa (QPCR).

La expresion in vivo de los genes antes indicados se estudio realizando un experimento
de infeccion intramuscular tanto en dorada como en lubina. Dieciocho peces de cada una de
las especies fueron infectados con 50 pl de nodavirus (3 x 10° TCIDs, ml™) y otros 18 peces
fueron inoculados con 50 pl de medio de cultivo celular (grupo control). A los 1, 3 y 7 dias
seis peces de cada grupo fueron sacrificados por sobredosis de anestesia (MS-222), se
tomaron el cerebro y el rifion cefalico y se aislo el ARN que fue tratado con DNAsa y se paso

a ADNc como ya de indic6 anteriormente.

Los ensayos de PCR cuantitativa se llevaron a cabo usando el 7300 Real Time PCR
System (Applied Biosystems). La amplificacion del ADNc se realizo utilizando cebadores
especificos disefiados con la ayuda del Primer 3 software (Rozen y Skaletsky, 2000) y que
estan recogidos en la tabla 1. Para este ensayo se llevo a cabo la mezcla de los ADNc

tomados en cada punto de muestreo, haciéndose un pool de 6 peces.
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Tabla 1: Secuencias de los oligonucle6tidos utilizados.

F/R DORADA LUBINA
B-actina Forward | TCGGTCGCCCCAGGCATC GTGCGTGACATCAAGGAGAA
B-actina Reverse | CTCCTTAATGTCACGATTT GCTGGAAGGTGGACAGAGAG

Factor de necrosis tumoral o Forward | CAAGCCGGAAATTCTGGTAA CGAGGGCAAGACTTTCTTTG

Factor de necrosis tumoral o Reverse | TTTCTCAGCGTGGTCCTTCT GCACTGCCTGTTCAGCTACA

Interleukina-1pB Forward | ATGCCCGAGGGGCTGGGC CAGGACTCCGGTTTGAACAT
Interleukina-1f Reverse | CAGTTGCTGAAGGGAACAGAC | GTCCATTCAAAAGGGGACAA
Proteina Mx Forward | CTCTGCTGAGGACCCAGTTC GGGGTCAGAAGGAGATCACA
Protein Mx Reverse | GTGCAGCATCAACTCCTTCA ATGATGCACCAGCTCAAGTG

0.5 pl de cada uno de los cebadores (10 uM) fueron mezclados con 12.5 ul de SYBR
green PCR master mix (Applied Biosystems) en un volumen final de 25 pl. Las condiciones

de PCR fueron las siguientes:

- 10 minutos a 95 °C
- 40 ciclos
- 15 segundos a 95 °C

- 1 minuto a 60 °C

Para determinar el nivel de expresion de los genes analizados se utilizo el método
comparativo CT (2-4ACT method) (Livak y Schmittgen, 2001). La expresion de los genes
candidatos fue normalizada usando la B-actina como gen control. El nivel de expresion de los
peces infectados se calculd dividiéndose los valores normalizados de los peces infectados
entre los valores normalizados de los peces controles de forma que si el nivel de expresion es

mayor que 1 significa que hay un aumento de expresion en los infectados.
2.5. Estadistica.

Los datos fueron analizados estadisticamente usando la prueba de la t de Student, de
manera que los resultados se expresaron como media + desviacion estandar y las diferencias

entres los peces controles e infectados fueron consideradas estadisticamente significativas en

aquellos casos en los que p<0.05.
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3. RESULTADOS.

3.1. Analisis de expresion de citoquinas en dorada.

Es de destacar el aumento en la expresion de TNFa y de IL-1f en cerebro de doradas a
3 dias post-infeccion, este aumento es significativo pero transitorio ya que no se observa a 7

dias post-infeccion, y es mas importante en el caso de la IL-1B que en el del TNFa (Figura

1.

Sin embargo, en este 6rgano lo mas destacable es el incremento tan importante que se
da en la expresion de Mx alcanzandose valores de 1300 veces por encima del control a 3 dias
post-infeccion. Este aumento también es transitorio ya que disminuye a 7 dias post-
infeccion, siendo en este momento el aumento de aproximadamente 280 unidades por

encima del control (Figura 1).
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Figura 1: Resultados de qPCR para el nivel de expresion de TNFa, IL-1B y Mx en cerebros de

doradas infectadas intramuscularmente con nodavirus respecto a los controles.

En lo que respecta al TNFo, se observa una sobre-expresion significativa en rifion
cefalico tan sélo a 1 dia post-infeccion, este aumento de expresion disminuye después con el
tiempo observandose todavia un aumento no significativo a dia 3 post-infeccidon que ya no se
observa a 7 dias post-infeccion. En lo que respecta a la IL-1B se observd un descenso

significativo de su expresion a 3 dias post-infeccion (Figura 2).
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En el caso de este organo también hubo un aumento en la expresion de Mx pero el
pico mas importante se da a 1 dia post-infeccion y no es tan destacable como en el caso de
cerebro ya que tan sélo se observa un ligero aumento con respecto al control y no de mas de

1300 veces como ya se indico en el caso del cerebro (Figura 2).
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Figura 2: Resultados de qPCR para el nivel de expresion de TNFa, IL-1p y Mx en rifiones de doradas

infectadas intramuscularmente con nodavirus respecto a los controles.

3.2. Anilisis de expresion de citoquinas en lubina.

El patron de expresion descrito anteriormente para dorada fue muy similar al
observado para cerebro y rifion cefalico infectados de lubina (Figuras 3 y 4,
respectivamente). Sin embargo, la magnitud fue muy diferente principalmente en el caso de
cerebro, el 6rgano diana de la infeccion, donde se observo una mayor expresion de TNFa y

una menor expresion de Mx con respecto a los controles.
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Figura 3: Resultados de qPCR para el nivel de expresion de TNFa, IL-1B y Mx en cerebros de

lubinas infectadas intramuscularmente con nodavirus respecto a los controles.
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Figura 4: Resultados de qPCR para el nivel de expresion de TNFa, IL-1p y Mx en rifiones de lubinas

infectadas intramuscularmente con nodavirus respecto a los controles.
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4. DISCUSION.

El nodavirus es un importante patdégeno para varias especies de peces marinos cuya
incidencia ha aumentado en los ultimos afios, causando mortalidades fundamentalmente en
larvas y juveniles debido a un proceso degenerativo en el cerebro, la retina y la médula espinal.
A pesar de que muchas especies estan siendo afectadas por esta enfermedad, incluyendo la
dorada y la lubina (especies importantes en la acuicultura del Mediterraneo) la patogénesis y la

respuesta inmune frente a la nodaviriosis no esta bien caracterizada.

La inmunidad innata es la primera linea de defensa en la mayor parte de los invertebrados
y también en los peces ya que, a pesar de que éstos poseen sistema inmune adaptativo, los peces
son animales poiquilotermos y la respuesta inmunitaria adaptativa es dependiente de la
temperatura, asi que en condiciones de baja temperatura el sistema inmune innato cobra mas

relevancia (Cuchens y Clem, 1977; Avtalion, 1981; Clem et al., 1984, 1991).

Las citoquinas proinflamatorias como las interleuquinas y los factores de necrosis tumoral
que participan en la respuesta de fase aguda (APR) o los efectores moleculares involucrados en

la via antiviral del interferén como las proteinas Mx son unas de las proteinas mas estudiadas.

El TNFa, entre otras funciones, es un importante mediador en la resistencia contra
patogenos tanto bacterianos como virales (Aggarwal y Vilcek, 1991; Vilcek y Lee, 1991;
Czarniecki, 1993; Wride y Sanders, 1995; Goldfeld y Tsai, 1996; Steinshamn et al., 1996;
Krueger et al., 1998; Secombes et al., 2001). Por otra parte, la IL-1f juega un papel relevante en
la respuesta inflamatoria como iniciador y/o incrementador de una amplia variedad funciones no
estructurales asociadas a genes que se expresan durante la inflamacidn, particularmente otras

citoquinas (Dinarello, 1994a; Bird et al., 2002).

En este estudio se observo una fuerte sobre-expresion de TNFa en rifidn cefalico 1 dia
post-infeccion tanto en doradas como en lubinas infectadas con nodavirus (Figuras 2 y 4,
respectivamente), este aumento de la expresion no contintia a dias 3 y 7 post-infeccion. Este
resultado podria ser explicado como que el rifidn cefalico es el principal 6rgano inmune en
peces y, por lo tanto, responde haciendo frente a la infeccion por medio de las proteinas de
participan en la respuesta de fase aguda (Dinarello, 1996; Bayne y Gerwick, 2001). En el caso
de la IL-1B, se detecto una reduccion en la expresion a 3 dias post-infeccion en las dos especies
estudiadas que no se continud observando a 7 dias post-infeccion (Figuras 2 y 4). La regulacion

de estas dos citoquinas en rifidn anterior en los primeros estadios de la enfermedad en ambas
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especies puede ser considerado como una respuesta generalizada del organismo frente al

nodavirus.

En lo que respecta al cerebro, 6rgano diana del virus, el nivel mas elevado de expresion
de TNFa e IL-1P se observo a los 3 dias post-infeccion tanto en dorada como en lubina (Figuras
1 y 3, respectivamente). El hecho de que el TNFa se modulara en cerebro 3 dias después de
producirse la infeccion y en rifion esto ocurriera a dia 1 post-infeccion podria sugerir que el
sistema inmune parece que se activa en cerebro cuando los nodavirus llegan a este 6rgano y
empiezan alli la replicacion, tal y como previamente ha sido descrito por Dios ef al. (2007). Sin
embargo, los valores de expresion del TNFa fueron mucho mas elevados en lubina que en
dorada (mas de 30 veces). Es posible que la fuerte sobre-expresion de esta citoquina pro-
inflamatoria en cerebro de una especie susceptible como la lubina puede ser la responsable de la
vacuolizacion y el proceso neuroinflamatorio asociado con la enfermedad en cerebro, retina y
médula espinal. En realidad, el proceso de inflamacion ha sido descrito como un importante
factor causante de producir un dafio irreparable en cerebro en la patogénesis de enfermedades
neurodegenerativas e infecciones microbianas que afectan al sistema nervioso (Brabers y Nottet,
2006; Kim y Joh, 2006; Lafon et al., 2006; Sutton et al., 2006; Wei et al., 2006; Ghoshal et al.,
2007; Konsman et al., 2007).

El sistema interferon es uno de los mas importantes mecanismos de defensa antiviral y las
proteinas Mx unos de sus efectores moleculares mejor conocidos (Meier et al., 1990; Staeheli et
al., 1993; Arnheiter et al., 1996; Robertsen et al., 1997; Trobridge et al., 1997b; Haller et al.,
1998; Jensen y Robertsen, 2000; Haller y Kochs, 2002; Ko et al., 2002; Caipang et al., 2003;
Plant y Thune, 2004; Larsen et al., 2004; Chen et al., 2006; Wu y Chi, 2007). En el presente
estudio se observd un incremento de la expresion de esta proteina tanto en cerebro como en
riidn cefalico de dorada y lubina en todos los puntos de muestreo. Estos resultados corroboran
la inequivoca participacion de las proteinas Mx en la respuesta antiviral de lubina y dorada. Es
de destacar, al igual que ocurria con el TNFa en cerebro, que, aunque los patrones de expresion
son similares en ambas especies, la magnitud de dicha expresion es muy diferente; pero en este
caso el mayor aumento de la expresion se da en dorada (mas de 1300 veces). Esta fuerte sobre-
expresion de la proteina Mx en cerebro de dorada con respecto al observado en lubina podria
estar relacionado con la eficacia para hacer frente a la infeccion y, asi, podria explicar por qué la

dorada es un portador asintomatico de la enfermedad.

Ademas, si tomamos juntos todos los resultados, €stos parecen apoyar descubrimientos

recientes en los que se sugeria que las neuronas humanas, aunque no estan localizadas en un
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organo inmune, tienen una maquinaria intrinseca para organizar robustas respuestas

inflamatorias, quimioatrayentes y antivirales (Lafon ef al., 2006).

Hasta lo que conocemos, es la primera vez que se describe esta respuesta en cerebro de
peces frente a una infeccion viral. Son necesarios estudios adicionales que permitiran descubrir
otros genes involucrados en la respuesta inmune de dorada y lubina frente a la infeccion por

nodavirus.

En este apartado se estudio la expresion de una serie de genes después de una infeccion
con nodavirus, en el siguiente apartado se analizara la expresion de estos mismos genes como
consecuencia de someter a los peces a un estrés fisico (el aumento en el nivel de saturacion de

oxigeno) y, posteriormente, a una infeccion con el mismo agente patdogeno.
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Capitulo I. B: Expresion de TNFa, IL-1B y Mx en lubina sometida a estrés por hiperoxia.

1. INTRODUCCION.

Como se indicé en la introduccion general, esta tesis se enmarco dentro de un proyecto
europeo (Welfare and health in sustainable aquaculture, WEALTH) cuyo fin era mejorar el
bienestar y la salud de los peces mediante la reduccion del estrés para obtener buenos habitos
de trabajo en la industria de la acuicultura. Dentro de los factores a estudiar se encontro la
regulacion de la cantidad optima de oxigeno disponible para los peces ya que éste es uno de
los elementos mas importantes a tener en cuenta para obtener un buen rendimiento en

acuicultura.

En la acuicultura intensiva de muchas especies una practica muy comun es oxigenar el
agua de los tanques para incrementar la produccion y la biomasa. El oxigeno se afiade al
agua entrante dando lugar a niveles de saturacion de oxigeno en los tanques de cria que
muchas veces superan el 100%. Es dificil mantener un régimen estricto de oxigenacion
constante, lo que da lugar a grandes fluctuaciones en los niveles de saturacion del agua de
cria. Tanto la hipoxia (bajo nivel de saturacion de oxigeno) como la hiperoxia (alto nivel de
saturacion de oxigeno) pueden ser dailinas para los organismos acudticos produciendo un
crecimiento menor del deseado y, por consiguiente, una menor produccion de biomasa. Es,
por lo tanto, muy importante establecer los limites de saturacion de oxigeno para un

crecimiento optimo de las especies en acuicultura intensiva (Olsvik ef al., 2006).

La hiperoxia es uno de los tipicos modelos de estrés oxidativo. El oxigeno es
imprescindible para la vida pero un nivel elevado de oxigeno puede ser toxico para el
sistema nervioso central de los mamiferos debido a una excesiva produccion y acumulacion
de radicales reactivos de oxigeno (ROS) (Dean et al., 2004) como los iones de oxigeno, los
radicales libres y los perdxidos, que pueden causar dafios en los lipidos, proteinas y, sobre

todo, en los acidos nucleicos.

En peces, la exposicion a altos niveles de saturacion de oxigeno (hiperoxia) puede
provocar una reduccion en la ventilacion branquial y un aumento de la presion parcial de

CO,; en la sangre dando lugar a acidosis respiratoria y cloremia (Heisler, 1993).
Otra forma de provocar estrés en los peces es sometiéndolos a una infeccion con un

agente patogeno, como ya dijimos en la introduccion general y en el apartado A de este

capitulo, los betanodavirus son los agentes causantes de la encefalopatia y retinopatia viral,
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enfermedad que causa elevadas mortalidades en peces marinos por lo que es muy importante

para la industria de la acuicultura.

Brahimi-Horn y Pouysségur (2007) indicaron que la hiperoxia puede dar lugar a una
enfermedad de la retina conocida como retinopathy of prematurity. Podemos relacionar esta
enfermedad con la encefalopatia y retinopatia viral ya que igual que la hiperoxia produce esa
enfermedad de la retina, también puede provocar que el efecto de los nodavirus sobre la

retina sea mayor.

En los experimentos que se detallan en este apartado del capitulo I se someti6 a los
peces a un estrés producido por aumento del nivel de saturaciéon de O, y posteriormente se
llevé a cabo una infeccion con nodavirus de manera que se pudo estudiar la respuesta de los
peces frente a un estrés fisico y frente a un efecto doble: estrés fisico y posterior infeccion
con un agente patogeno. Los genes que se estudiaron fueron los mismos que en el primer
apartado de este capitulo, el factor de necrosis tumoral o, la interleuquina-1 y la proteina
antiviral Mx. Se decidio estudiar estos genes para poder comparar los resultados con los
obtenidos en el apartado A de este capitulo. Ademas se ha mostrado que el TNFa aumenta su
expresion en condiciones de estrés oxidativo (Shea et al., 1996), este incremento es mayor
cuando el estrés oxidativo esta asociado a una infeccion, asi Tateda et al. (2003) mostraron
que la infeccion con Legionella pneumophila incrementaba sustancialmente los niveles de
expresion de TNFa, esto era particularmente evidente en los animales expuestos a hiperoxia
donde los niveles de expresion de esta citoquina fueron 2.2 veces superiores a los observados

en animales infectados pero mantenidos bajo condiciones normales.
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2. MATERIAL Y METODOS.

2.1. Peces y virus.

Se utilizaron adultos de lubina que tenian alrededor de 80 g de peso al principio del
experimento y la cepa de virus usada fue la 475-9/99, aislada de lubinas enfermas en el

Institute Zooprofilattico delle Venize (Italia).

2.2. Diseifio experimental.

Este experimento se llevo a cabo en colaboracion con el grupo del Dr. Lemarié en la
estacion experimental del IFREMER en Palavas les Flots (Francia). Se estudio la influencia
de dos factores en los peces, por un lado la hiperoxia y por otro la infeccion con nodavirus.
Las lubinas se mantuvieron durante 84 dias a tres concentraciones distintas de saturacion de
O,, con tres réplicas por cada una de las concentraciones, asi, habia tres grupos controles
(100% de saturacion de O,), tres de nivel intermedio (150% de saturacion de O,) y tres de
nivel alto (250% de saturacion de O,). Una vez pasados estos 84 dias se tomaron diez lubinas
de cada uno de los tanques, dos de ellas fueron sacrificadas y se les extrajo el cerebro y el
rindn y las 8 restantes se pasaron a nuevos tanques, fueron infectadas intramuscularmente
con 200 pl de nodavirus (3 x 10’ PFU ml") y se muestrearon 2 lubinas de cada tanque a las
4, 24, 72 horas y 15 dias post-infeccion; de manera que en cada uno de los tiempos de
muestreo se tomaron 6 cerebros y 6 rifiones de cada uno de los grupos. Los drganos se
pusieron en trizol y se llevo a cabo la extraccion del ARN, el tratamiento con DNasa y el

paso a ADNCc tal y como se describio anteriormente.
2.3. Expresion de citoquinas.

Se llevo a cabo el estudio del nivel de expresion de TNFa, IL-1B y Mx por medio de la
PCR cuantitativa (QPCR) con tres de los seis peces que se tomaron en cada punto de

muestreo, tanto en cerebros como en rifiones.

Los ensayos de PCR cuantitativa se llevaron a cabo usando el 7300 Real Time PCR

System (Applied Biosystems). La amplificacion del ADNc se realizo utilizando los
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cebadores especificos disenados con la ayuda del Primer 3 sofiware (Rozen y Skaletsky,

2000) y que estan recogidos en la tabla 1.

Tabla 1: Secuencias de los oligonucleétidos utilizados.

F/R LUBINA
fB-actina Forward | GTGCGTGACATCAAGGAGAA
f3-actina Reverse | GCTGGAAGGTGGACAGAGAG

Factor de necrosis tumoral o Forward | CGAGGGCAAGACTTTCTTTG

Factor de necrosis tumoral o Reverse | GCACTGCCTGTTCAGCTACA

Interleuquina-1 Forward | CAGGACTCCGGTTTGAACAT
Interleuquina-1 Reverse | GTCCATTCAAAAGGGGACAA
Proteina Mx Forward | GGGGTCAGAAGGAGATCACA
Protein Mx Reverse | ATGATGCACCAGCTCAAGTG

Se mezclaron 0.5 pl de cada uno de los cebadores (10 uM) con 12.5 ul de SYBR
green PCR master mix (Applied Biosystems) en un volumen final de 25 pl. Las condiciones

de PCR fueron las siguientes:

- 10 minutos a 95 °C
- 40 ciclos
- 15 segundos a 95 °C

- 1 minuto a 60 °C

Se us6 el método comparativo CT (2-AACT method) para determinar el nivel de
expresion de los genes analizados (Livak y Schmittgen, 2001). La expresion de los genes

candidatos fue normalizada usando la -actina como gen control.
2.4. Estadistica.

Los datos fueron analizados estadisticamente usando la prueba de la t de Student, de
manera que los resultados se expresaron como media + desviacion estandar y las diferencias

entres los peces controles e infectados fueron consideradas estadisticamente significativas en

aquellos casos en los que p<0.05.
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Capitulo I. B: Expresion de TNFa, IL-1B y Mx en lubina sometida a estrés por hiperoxia.

3. RESULTADOS.

3.1. Expresion de citoquinas en cerebros de lubinas.

Antes de la infeccion con nodavirus no se observo ninguna diferencia en la expresion
de las citoquinas ni de la proteina antiviral Mx como consecuencia del diferente nivel de

saturacion de O, a que estuvieron expuestos los peces (Figura 1).
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Figura 1: Resultados de qPCR para el nivel de expresion de TNFa, IL-1B y Mx en cerebros de

lubinas antes de ser infectadas con nodavirus.

Cuatro horas después de producirse la infeccion con nodavirus seguimos sin observar
ninguna diferencia en la expresion de las citoquinas ni de la proteina Mx como consecuencia

de los diferentes niveles de saturacion de O, a que, previamente, estuvieron expuestos los

peces (Figura 2).
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Figura 2: Resultados de qPCR para el nivel de expresion de TNFa, IL-1f y Mx en cerebros de

lubinas 4 horas después de la infeccion con nodavirus.

Veinticuatro horas después de producirse la infeccion con nodavirus se observo un
descenso significativo de la expresion de la citoquina pro-inflamatoria IL-1B en los peces

que estuvieron expuestos al nivel intermedio de saturacion de O, (Figura 3).
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Figura 3: Resultados de qPCR para el nivel de expresion de TNFa, IL-1B y Mx en cerebros de

lubinas 24 horas después de la infeccion con nodavirus.

Setenta y dos horas después de producirse la infeccion de los peces con nodavirus se
observo un descenso de los tres genes candidatos en los peces que estuvieron expuestos al
nivel intermedio de de saturacion de O,, este descenso fue significativo en el caso de la
proteina antiviral Mx y en el caso de la IL-1 como se aprecia en la figura 4, aunque no fue

significativo, en el caso de la citoquina pro-inflamatoria TNFa.
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Figura 4: Resultados de qPCR para el nivel de expresion de TNFa, IL-1B y Mx en cerebros de

lubinas 72 horas después de la infeccion con nodavirus.

Quince dias después de la infeccion con nodavirus ya no se observo ninguna diferencia
significativa en la expresion de las citoquinas ni de la proteina Mx como consecuencia del
diferente nivel de saturacion de O, a que estuvieron expuestos los peces. Se observo en los
tres casos una tendencia a una mayor expresion en el caso de los peces que estuvieron

expuestos al nivel intermedio de saturacion de O, pero que no fue significativa (Figura 5).
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Figura 5: Resultados de qPCR para el nivel de expresion de TNFa, IL-1B y Mx en cerebros de

lubinas 15 dias después de la infeccién con nodavirus.

Ahora observamos la tendencia de lo que ocurre a lo largo de los tiempos de infeccion
con nodavirus para cada uno de los niveles de saturacion de O, a que, previamente,
estuvieron expuestos los peces y vemos que en el caso del TNFa y de la proteina antiviral
Mx hay un claro aumento de la expresion a los 15 dias post-infeccion, siendo ademas el nivel
de expresion mayor en el grupo de peces que estuvo expuesto a un 150% de saturacion de O,
(Figura 6). Este aumento es mucho mas importante en el caso del Mx tal y como ocurria en
los experimentos descritos en el apartado A de este capitulo, de manera que estos nuevos

experimentos nos permiten corroborar los resultados obtenidos anteriormente.

En el caso de la IL-1B el mayor pico de expresion se da a las 72 horas para el grupo
control y para el grupo que estuvo expuesto al nivel de saturacion de oxigeno mas alto, para
el grupo que estuvo expuesto al nivel de saturacion de oxigeno intermedio el principal

aumento se da a los 15 dias de la infeccion (Figura 6).
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—— 100%

044 —8—150%
2
250%
S 03
[ =
-
-
e 021
o
x
)
S 011 )\ /
3 \
2 . T
Z obn— —_—— \! ‘
Oh 4h 24h 72h 15d

Figura 6: Evolucion de la expresion de los genes candidatos a lo largo del tiempo post-infeccion con

nodavirus.

3.2. Expresion de citoquinas en rifiones de lubinas.

Antes de la infeccion con nodavirus se observo un descenso significativo de las dos

citoquinas pro-inflamatorias y de la proteina antiviral Mx en el caso de los peces que

estuvieron expuestos al nivel mayor de saturacién de O, (Figura 7).
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Figura 7: Resultados de qPCR para el nivel de expresion de TNFa, IL-1p y Mx en rifiones de lubinas

antes de ser infectadas con nodavirus.

Cuatro horas después de la infeccion con nodavirus ya no se observoé ninguna

diferencia significativa en la expresion de los genes estudiados y se observo un ligero
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descenso, no significativo, de la proteina antiviral Mx en los peces que estuvieron expuestos

al nivel de 150% de saturacion de oxigeno (Figura 8).
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Figura 8: Resultados de qPCR para el nivel de expresion de TNFa, IL-1B y Mx en rifiones de lubinas

4 horas después de la infeccién con nodavirus.

Veinticuatro horas después de producirse la infeccion con nodavirus no se observo
ninguna variacion significativa en la expresion de los genes estudiados, se observo un ligero
descenso del TNFa y de la proteina antiviral Mx en los peces que estuvieron expuestos al
150% de saturacion de O, (Figura 9). En cuanto a la IL-1f vimos que tiene una tendencia al
descenso conforme aumenta la concentracion de oxigeno a la que estuvieron expuestos los

peces pero que tampoco fue significativa (Figura 9).
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Figura 9: Resultados de qPCR para el nivel de expresion de TNFo, IL-1B y Mx en rifiones de lubinas

24 horas después de la infeccion con nodavirus.

Setenta y dos horas después de la infeccion con nodavirus observamos un descenso
significativo de la IL-1P en los grupos de peces expuestos a hiperoxia, este descenso también

se observo, aunque no de forma tan clara en el caso del TNFa (Figura 10).
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Figura 10: Resultados de qPCR para el nivel de expresion de TNFa, IL-1B y Mx en rifiones de

lubinas 72 horas después de la infeccion con nodavirus.

Quince dias después de llevarse a cabo la infeccion con nodavirus no se observo
ninguna diferencia significativa en la expresion de las distintas citoquinas ni de la proteina
antiviral Mx para ninguno de los grupos de peces expuestos a los distintos niveles de
saturacion de oxigeno estudiados. Sin embargo, se observd una tendencia al descenso de la

expresion de la proteina Mx cuando los peces estuvieron expuestos a hiperoxia (Figura 11).
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Figura 11: Resultados de qPCR para el nivel de expresion de TNFa, IL-1f y Mx en rifiones de

lubinas 15 dias después de la infeccion con nodavirus.

Como en el caso de cerebro, observamos la tendencia de lo que ocurre a lo largo de los

tiempos de infeccion con nodavirus para cada uno de los niveles de saturacion de O, a que

estuvieron expuestos los peces y vemos que el mayor nivel de expresion se da a las 72 horas

para todos los genes estudiados (Figura 12).
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Figura 12: Evolucion de la expresion de los genes candidatos a lo largo del tiempo post-infeccion con

nodavirus.

82
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4. DISCUSION.

Se conoce como hiperoxia la presencia de una concentracion de oxigeno en el
ambiente que esta por encima de la adecuada para los seres vivos. En acuicultura intensiva es
muy comun oxigenar el agua de los tanques para incrementar la biomasa y la produccion, sin
embargo, es muy dificil mantener un régimen estricto de aportacion de oxigeno dando lugar
a fluctuaciones en los niveles de saturacion de oxigeno en los tanques de cria. Tanto la
exposicion a hipoxia como a hiperoxia pueden ser dafiinas para los organismos acuaticos
resultando en un crecimiento inferior al deseado y, por tanto, una disminucion considerable
en la produccion. De esta manera, es muy importante establecer el nivel de saturacion de

oxigeno en unos limites Optimos para el crecimiento de los peces.

En mamiferos se sabe que la produccion de reactivos de oxigeno asociada a hiperoxia
incrementa la expresion pulmonar de citoquinas proinflamatorias (Shea et al., 1996). En este
sentido, Nara et al. (2004) demostraron que el factor de necrosis tumoral o exdgeno reducia
la supervivencia de los ratones infectados con Legionella pneumophila mantenidos bajo
condiciones de hiperoxia. La hiperoxia incrementa las concentraciones de i6n superoxido
(0y) y de peroxido de hidrogeno (H,O,) en los sistemas celulares, lo que produce un dafio

oxidativo en los tejidos (Shea ef al., 1996).

En los experimentos descritos en este capitulo se estudid la expresion de citoquinas
proinflamatorias en cerebro y en rifidn cefalico de peces en relacion a un estrés posterior

causado por una infeccion con nodavirus.

En primer lugar, en relacion a las muestras de cerebro, hay que tener en cuenta que es
muy dificil obtener una conclusion de lo que esta ocurriendo ya que las desviaciones son
bastante importantes debido a que los resultados son medias de los niveles de expresion de

tres peces.
La exposicion de los peces a los diferentes niveles de saturacion de O, antes de

producirse la infeccion, no provoca un aumento o descenso de la inflamacion en los cerebros

de los peces estudiados.
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Sin embargo, horas mas tarde de producirse la infeccion (24 y 72 horas post-infeccion)
si que se observan descensos significativos con respecto al control en la expresion de

algunos genes.

A los quince dias post-infeccion se observa un aumento, no significativo, de la
expresion de los tres genes candidatos al 150% de saturacion de O, con respecto al control.

Este aumento no contintia si el nivel de saturacion de oxigeno se incrementa todavia mas

(Figura 5).

A la hora de analizar lo que ocurre en el transcurso de la infeccién con nodavirus se
observa un aumento en la expresion de los tres genes a lo largo del tiempo (Figura 6). Este
aumento es muy destacable en el caso de la citoquina proinflamatoria TNFa y sobre todo de
la proteina antiviral Mx. Estos aumentos se dan aproximadamente por igual en los tres
niveles de saturacion de O, produciéndose en el caso del TNFo un aumento mas importante
para el 150% de saturacion de O, y siendo el punto de muestreo de mayor nivel de expresion

el de los quince dias post-infeccion.

Al analizar los dos factores conjuntamente no se puede concluir que la virulencia del
patogeno aumente si, previamente, los peces son expuestos a hiperoxia aunque se observa un
aumento en la expresion de la proteina antiviral Mx en los niveles de 150 y 250% de
saturacion de oxigeno. Hay que tener en cuenta que los experimentos se realizaron con
lubinas adultas donde la tasa de mortalidad debida a nodavirus es muy baja o nula (Castric et
al., 2001). A los quince dias (maximo tiempo de infeccion a que estuvieron sometidos los
peces) el nivel mayor de expresion de todos los genes es el correspondiente con el 150% de

saturacion de oxigeno (Figura 6).

En la bibliografia se encuentran resultados diferentes. Asi, O'Reilly et al. (2008)
encontraron que la respuesta inflamatoria era mayor en los ratones adultos infectados con el
virus de la influenza A que habian sido sometidos a hiperoxia como neonatos. Otros ejemplos
que podemos encontrar son que el tratamiento con hiperoxia aumenta de forma notable la
mortalidad en ratones infectados con Legionella pneumophila (Tateda et al., 2003), con este
mismo agente patdgeno se describid mas recientemente que la hiperoxia reducia la
supervivencia de ratones infectados y que esta reduccion era dependiente de la concentracion
de oxigeno y del tiempo de exposicion (Nara et al., 2004). En lo que respecta a otro

patégeno, las tasas de mortalidad asociadas con neumonia (Klebsiella pneumoniae) fueron
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significativamente mas elevadas en ratones expuestos a un periodo subletal de hiperoxia, asi,
a los seis dias de la inoculacion un 52% de los ratones infectados que se mantenian en la sala
con aire normal habia muerto mientras que de los ratones que se mantenian bajo condiciones
de hiperoxia habia muerto un 92% (Baleeiro et al., 2003). Estos resultados son contrarios a
los obtenidos por Tateda et al. (2003) que mientras que observaron que la hiperoxia
aumentaba la mortalidad en ratones infectados con Legionella pneumophila no ocurrié lo
mismo en el caso de infeccion con Klebsiella pneumoniae donde no observaron ningun

efecto perjudicial de la hiperoxia sobre la supervivencia de los animales infectados.

En lo que se refiere a los rifiones, el resultado mas relevante se observa antes de
producirse la infeccion cuando un sorprendente descenso significativo de los tres genes

estudiados en el nivel mayor de saturacion de oxigeno (250%) (Figura 7).

Después de producirse la infeccion con nodavirus se produce un ligero descenso de la
expresion de citoquinas proinflamatorias conforme aumenta el nivel de saturacién de O, a
que estuvieron expuestos los peces, en cuanto a la proteina Mx el menor nivel de expresion

se da en el grupo de peces expuestos al 150% de saturacion de oxigeno.

Al ver la tendencia de lo que ocurre en el transcurso de la infeccion con nodavirus
vemos que mientras que en cerebro el pico maximo de expresion de la citoquina TNFa y de
la proteina antiviral Mx se daba 15 dias después de producirse la infeccion, en el caso del
rifiéon este aumento importante se produce a las 72 horas de la infeccion (Figura 12). Este
resultado también esta de acuerdo con los resultados expuestos en los experimentos del
apartado A de este capitulo donde también veiamos que, en rifién, la maxima expresion se
producia con anterioridad a la de cerebro. Como comenté anteriormente, el hecho de que el
TNFa se modulara en cerebro 15 dias después de producirse la infeccion y en rifién esto
ocurriera a dia 3 post-infeccion podria sugerir que el sistema inmune parece activarse en
cerebro cuando los nodavirus llegan a este drgano y empiezan alli la replicacion, tal y como

previamente ha sido descrito por Dios et al. (2007).

En general, podemos concluir que si infectamos peces con nodavirus después de estar
sometidos a hiperoxia, la expresion de las citoquinas proinflamatorias es menor que si los
peces no estuvieran sometidos a estos elevados niveles de saturacion de oxigeno. Esto podria
indicar un efecto inmunosupresor en los peces infectados con un agente patdogeno, que

disminuyera la capacidad del organismo para combatir la infeccion. En un estudio realizado
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in vitro por Benson et al. (2003) determinaron que se veia un efecto inmunosupresor del
oxigeno hiperbarico solo si las células eran expuestas a estas concentraciones durante un
tiempo inferior a 3 horas. Para que los resultados puedan ser comparados es necesario
realizar mas estudios ya que en mi caso la exposicion de los peces tuvo lugar in vivo y

durante 84 dias.

Sin embargo, en lo que se refiere a la proteina antiviral Mx se observa que la expresion
es mayor en el caso de que los peces estuvieran expuestos previamente a hiperoxia, lo que
podria indicar que existe una respuesta antiviral mayor frente al nodavirus. Son necesarios

mas estudios para entender como afecta la hiperoxia al sistema inmune de los peces.
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Capitulo II: Identificacion de genes implicados en la respuesta inmune de lubina. SSH

1. INTRODUCCION.

Una vez que se llevo a cabo el estudio de la expresion del TNF-a, la IL-1B y la
proteina antiviral Mx como respuesta de la lubina frente a la infeccion con nodavirus se
pretendio estudiar cuales podrian ser otros genes involucrados en la respuesta frente a dicha

infeccion.

La respuesta del hospedador a una infeccion lleva implicita una compleja
coordinacidn entre genes que activan o desactivan distintas vias para hacer frente a dicha
infeccion. Un conocimiento de los componentes que participan en la primera linea de
defensa seria de gran ayuda para comprender como los organismos son capaces de hacer
frente a las infecciones, sin embargo, se conoce muy poco acerca de los genes que
participan en la defensa de los organismos marinos frente a los patdégenos. Para identificar
qué genes estan implicados en la respuesta de un hospedador frente a un determinado
agente patogeno (bacteria, virus, protozoo, etc.) se emplean diversas aproximaciones como,
por ejemplo, las librerias de ADNc, la hibridacion sustractiva (SSH) y el differential
display (Liang y Pardee, 1992). Entre éstas, la SSH es una herramienta muy interesante ya
que esta técnica, a diferencia de las otras, permite detectar los genes que se expresan de
forma diferencial en una poblacion de ARNm con respecto a otra, independientemente de la

abundancia de los mismos (Diatchenko et al., 1996).

Dos ejemplos pioneros de aplicacion de la tecnologia sustractiva fueron la
identificacion de receptores de células T (Hedrick ef al., 1984) y la identificacion de una
seric de genes que se expresan durante el proceso de gastrulacion de Xenopus laevis
(Sargent y Dawid, 1983). Desde entonces se han descrito varias modificaciones de esta
técnica (Duguid et al., 1988; Rubenstein et al., 1990; etc.) hasta que Diatchenko er al.
(1996) describieron el método tal y como se utiliza hoy en dia. A partir de entonces la
hibridacion sustractiva fue usada con éxito para comparar diferencias en la expresion de
genes entre dos poblaciones de ARNm y asi poder determinar qué genes son los
potencialmente candidatos para hacer frente a una determinada infeccidon en todo tipo de

organismos.
En humanos, entre otros muchos ejemplos, se utilizo esta herramienta para estudiar

los genes relacionados con la infeccion producida por el virus de la hepatitis C (Patzwahl et

al., 2001; Shackel et al., 2003) y los activados por una proteina del virus de la hepatitis B
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(Zhang et al., 2007). También se utilizd este enfoque para ver qué genes se estaban

expresando en células del carcinoma renal (Wang et al., 2008).

En aves, en concreto en gallinas, se aplico para determinar los genes que se expresan
de forma diferencial en rifiones de aves infectadas con el avian influenza virus (AIV) con

respecto a riflones no infectados, y viceversa (Zhang et al., 2008).

En el crustaceo Penaeus japonicus se usé este enfoque para analizar la respuesta de
los hemocitos frente a la infeccion intramuscular con una suspension de microorganismos
(Escherichia coli, Bacillus subtilis y Pichia pastoris) muertos por calor (He et al., 2004). Y,
en este mismo crustaceo se us6 la SSH junto con la hibridacion diferencial, para identificar
el diferente patron de expresion génica entre hemocitos de langostinos resistentes y
sensibles al virus de la enfermedad de la mancha blanca (white spot syndrome virus,

WSSV) (He et al., 2005).

En moluscos destaca el trabajo realizado por Gestal et al. (2007) donde utilizaron la
técnica de la hibridacion sustractiva para identificar genes expresados diferencialmente en
hemocitos de almejas estimuladas con una mezcla de bacterias muertas. Gracias a este
enfoque (complementado con la técnica de RACE) se caracterizaron tres isoformas de
miticinas y una de mitilinas nunca antes descritas en esta especie. También es relevante el
trabajo de Pallavicini et al. (2008) que identificaron una nueva clase de miticina de mejillon

(miticina C) mediante la aplicacion de la sustraccion de librerias.

En peces también hay bastantes trabajos publicados, asi Bayne ef al. (2001) usaron
esta herramienta para identificar genes implicados en la respuesta inmune de la trucha arco
iris frente a una infeccidn con la bacterina de Vibrio, la libreria resultante contenia unos 25
fragmentos de genes relacionados con el sistema inmune. Alonso y Leong (2002) utilizaron
la SSH para crear librerias de genes diferencialmente expresados, en salmén Chinook y
staghorn sculpin, después de la exposicion a poly I:C, un potente inductor de interferon,
obteniendo como resultado que los genes que se sobreexpresaban eran muy similares a los
descritos como inducibles por interferon en mamiferos. O Farrell et al. (2002) usaron este
enfoque para determinar los genes implicados en la respuesta de la trucha arco iris frente a
la septicemia hemorragica viral, identificando 24 genes inducidos por el virus de los que
seis se correspondian con genes asignados a la via del interferén. Tsoi et al. (2004)

emplearon la SSH para investigar la expresion diferencial de genes en salmon atlantico
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frente a la bacteria Aeromonas salmonicida (agente causante de la forunculosis),
construyeron un total de 12 librerias sustractivas, ya que realizaron las librerias directa y
reversa para tres 6rganos diferentes (bazo, higado y rifién) y en dos tiempos de muestreo (7
y 13 dias), y secuenciaron aproximadamente 200 clones de cada una de ellas obteniendo un
total de 1778 ESTs. Dios ef al. (2007) emplearon esta técnica para estudiar el patron de
expresion génica en el cerebro de dorada en respuesta a una infeccion por nodavirus, que
tiene como diana el sistema nervioso central. Lin ef al. (2007) utilizaron este enfoque para
identificar qué genes estan implicados en la respuesta del pez cebra frente a dos tipos de
bacterias muy diferentes: una Gram-negativa (deromonas salmonicida) y otra Gram-
positiva (Staphylococcus aureus). Como resultado de las librerias obtuvieron muchos genes
que codifican para proteinas de fase aguda. Wang y Wu (2007) usaron la técnica de la SSH
para estudiar los genes implicados en la respuesta del mero amarillo frente al

lipopolisacarido, componente de la pared de las bacterias Gram-negativas.

En este capitulo se presenta la primera hibridacion sustractiva realizada hasta ahora
en lubina, ya que en la bibliografia s6lo hay descritas una libreria de BAC (Whitaker et al.,
2006) y una libreria de ADNc realizada en higado de lubinas adultas (Chini et al., 2006).
La sustraccion de librerias que se presenta aqui se realizd para comparar el patron de
expresion de genes en rifiones de peces infectados con nodavirus con respecto a peces no

infectados.
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2. MATERIAL Y METODOS.

2.1. Peces.

Las lubinas adultas (Dicentrarchus labrax L.) de aproximadamente 80 g de peso
usadas en estos experimentos procedian del Centro Oceanografico de Mazarron (Murcia).
Previamente a dichos experimentos los peces fueron aclimatados a las condiciones de
laboratorio durante 3 semanas manteniéndolos a 20 °C y alimentandolos diariamente con

pienso comercial.

2.2. Virus.

La cepa de nodavirus utilizada en los experimentos fue la 475-9/99, aislada de lubinas
enfermas en el Institute Zooprofilattico delle Venize (Italia) y enviada a nuestro laboratorio
por el Dr. Bovo. El virus se propag6 en la linea celular SSN-1 (Frerichs et al., 1996) y la
titulacion se llevdo a cabo también en esta linea celular, en placas de 96 pocillos y
calculandose la TCIDs, / ml (dosis infectiva citotoxica 50%) de acuerdo con el protocolo

descrito por Reed y Miiench (1938).

2.3. Diseifio experimental.

Doce lubinas fueron infectadas intramuscularmente con 100 pl de nodavirus con un
titulo viral de 10* TCIDs, / ml y colocadas en tanques con circuito cerrado de agua a
aproximadamente 25 °C, al mismo tiempo otras doce lubinas (grupo control) fueron
inoculadas con medio de cultivo (Minimum Essential Medium, MEM) +
penicilina/streptomicina (P/S) + 2% de suero fetal bovino (FBS) y mantenidas en las mismas
condiciones experimentales. A las 4, 24, 48 y 72 horas post infeccion tres lubinas de cada
grupo fueron anestesiadas y el cerebro, higado, rifién anterior, musculo y bazo de cada uno
de los peces fueron muestreados y homogenizados en Trizol (Invitrogen) para llevar a cabo
la extraccion del ARN. A continuacion las muestras de ARN fueron tratadas con DNAsa

usando el Turbo-DNA free (Ambion) siguiendo los protocolos descritos en el capitulo 1.
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2.4. Sintesis de ADNc y SSH.

Se utilizo la técnica de la Suppression Substractive Hybridization (SSH) (Diatchenko
et al., 1996) para caracterizar nuevos genes involucrados en la respuesta inmune innata de la
lubina frente al nodavirus. Dicha técnica se llevd a cabo en los rifiones tomados 4 horas

después de la infeccion con dicho virus.

Para realizar la sustraccion de librerias el primer paso fue sintetizar el ADN
complementario (ADNCc) a partir de las muestras de ARN previamente obtenidas y, para ello,
se utilizo el SMART ¢DNA Synthesis Kit (Clontech). Se partio de 1 pg de ARN de cada
conjunto de rinones (infectados por un lado y controles por otro) y se siguieron las
instrucciones de la sintesis de ADNc indicadas por el fabricante; este proceso de sintesis
comienza con un oligo(dT) primer modificado (3" BD SMART CDS Primer I A) que se
encarga de la primera reaccion de sintesis (Figura 1). Cuando la reverso transcriptasa alcanza
el extremo 5" del ARNm la actividad transferasa terminal de la enzima afiade algunos
nucleotidos adicionales, principalmente desoxicitidinas, al final 3" del ADNc que se esta
sintetizando. El BD SMART Il A Oligonucleotide, que tiene una secuencia oligo(G) en su
extremo 3’, se empareja con la cola de desoxicitidinas creando un molde extendido de forma
que la reverso transcriptasa utilizara este molde y continta replicando hasta el final de la

cadena nucleotidica.

Como consecuencia del proceso anterior se obtuvo un ADNc completo y de cadena
sencilla que contiene el extremo 5° del ARNm entero y también las secuencias que son
complementarias al BD SMART II A Oligonucleotide para cada uno de los tratamientos

(control e infectado).

A partir de estos ADNc de cadena sencilla se consiguieron unos de doble cadena por
amplificacion mediante PCR usando el 5" PCR primer Il A. El nimero de ciclos de esta PCR
fue optimizado para las muestras de ADNc de rifidon, de manera que se probaron 15, 18, 21 y
24 ciclos y al final se decidio darles tan s6lo 17 ciclos. Por lo tanto, el programa final al que

fueron sometidas las muestras fue el siguiente:
- 1 minuto a 95 °C

- 17 ciclos

- 15 segundos a 95 °C
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- 30 segundos a 65 °C

- 6 minutos a 68 °C

RNA
gID SMAuRT Td MA o —GGG 5 polyA 3’
igonucleotide : BD SMART ™
CDS primer Il A
5 polyA
5;___——(R3G
5 GGG é; polyA
ccCC
M (\V/AN
GGG poly
5 CCC
PCR
v
ADNCc de doble
cadena

Figura 1: Reaccion de sintesis del ADNc de doble cadena usando el SMART cDNA Synthesis Kit.

Por ultimo, se lleva a cabo una purificacion de los ADNc mediante columna de

cromatografia usando las BD CHROMA SPIN 1000 Columns.

Para comparar las dos poblaciones de ADNc resultantes se llevo a cabo la técnica de
la sustraccion propiamente dicha usando el PCR-select cDNA Subtraction Kit (Clontech)
(Diatchenko ef al., 1996; Gurskaya et al., 1996).

Los ADNc considerados tester (infectados) y driver (controles) fueron digeridos con
Rsa 1 para generar extremos romos que son necesarios para llevar a cabo la unidon a los
adaptadores y, por tanto, la sustraccion. Los productos de la digestion fueron purificados

usando el sistema de purificacion de Nucleotrap.
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A continuacion el ADNCc zester fue subdividido en dos siendo cada uno de ellos ligado
con un adaptador diferente (adaptador 1 y adaptador 2R) (Figura 2). Posteriormente, se

llevaron a cabo dos hibridaciones:

- primera hibridacion: se afiadié un exceso de driver a cada muestra de ADNc tester.
Las muestras fueron luego desnaturalizadas y preparadas para el anillamiento generando los

tipos de moléculas a, b, ¢ y d en cada una de las muestras.

- segunda hibridacion: las dos muestras resultantes de la primera hibridacion fueron
mezcladas sin desnaturalizar. Como resultado, tan sélo los ADNc fester de cadena sencilla
con adaptador pudieron reasociarse formando hibridos con un adaptador diferente en cada

extremo (e).

El ADNc driver desnaturalizado fue otra vez afiadido a estas muestras hibridas con el
fin de enriquecer la muestra con las secuencias diferencialmente expresadas (moléculas de
tipo e). Después de completarse los extremos mediante la accion de la ADN polimerasa las
moléculas de tipo e son las tinicas que tienen sitios de union a los nested primers en los

extremos 5"y 3".

Todas las moléculas (a, b, ¢, d y e) fueron sometidas a amplificacién por PCR usando

el siguiente ciclo:

- 5 minutos a 75 °C

- 25 segundos a 94 °C

- 30 ciclos
- 10 segundos a 94 °C
- 30 segundos a 66 °C
- 1.5 minutos a 72 °C

Durante dicha PCR las moléculas de tipo a y d no tienen lugares de union de los oligos
y no pueden ser amplificadas; las de tipo b forman un bucle sobre si mismas que impide la
amplificacion exponencial y las de tipo ¢ solo tienen el sitio de union de uno de los oligos de
manera que experimentan una amplificacion lineal. Asi que, tan solo las moléculas de tipo e

pueden ser amplificadas exponencialmente.
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Tester ADMNC + Tester ADMNc+
Adaptador 1 Orivar ADMNC Adaptador 2R
[ — [ —
-_—l{] — ]
N iy T C—
[ e [ —
b — PRlMERA —
. — HIBRIDACION [ r— c
: { — — } a
SEGUNDA
o [ e HIBRIDACION
1
8 [ — — a
[ — [ —
[ — [ r—
C c
d —_— [ f—— ] Unica forma capaz de
—— amplificarse por PCR

Figura 2: Esquema de las hibridaciones realizadas con el PCR-select cDNA Subtraction Kit.

A continuacion se llevo a cabo una segunda amplificacion por PCR utilizando nested
oligos para reducir la variedad de productos de PCR y enriquecer el producto final en

secuencias expresadas diferencialmente entre las dos poblaciones.

- 15 ciclos
- 10 segundos a 94 °C
- 30 segundos a 68 °C

- 1.5 minutos a 72 °C

2.5. Construccion de la libreria sustractiva de ADNc.

El producto de PCR procedente de la sustraccion fue clonado usando el TOPO T/A4
Cloning Kit (Invitrogen) para crear la libreria de ADNc sustractiva. Brevemente, 3 ul del
producto de PCR fueron ligados dentro de un pCR 2.1 vector e incubados a 15 °C durante
toda la noche, al dia siguiente el producto de la ligacion fue transformado en células

competentes TOP 10F" de Escherichia coli. Las células de E. coli transformadas fueron
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sembradas en placas de medio Luria-Bertani (LB) con agar que ademas contenian ampicilina
(50 pg/ml), 5-bromo-4-cloro-3-indolil-D-galactésido (X-gal) (40 pug/ml) e isopropil-beta-D-
tiogalactopiranosido (IPTG) (238 pg/ml) e incubadas a 37 °C toda la noche. Al dia siguiente
se picaron colonias blancas en placas de 96 pocillos con fondo en U que contenian 150 pl de

LB-ampicilina por pocillo y fueron nuevamente incubadas toda la noche a 37 °C.

Por tultimo, 100 pl de cada uno de los pocillos de las placas anteriores (una vez
crecidas) fueron pasados a nuevas placas de 96 pocillos conteniendo, cada uno de ellos, 33 ul
de glicerol y 17 ul de LB-ampicilina para ser congeladas a -80 °C. El resto se utilizo para el

analisis por PCR de los clones.

2.6. Analisis de la libreria de ADNc sustractiva.

La libreria sustractiva fue analizada por PCR para confirmar la presencia de insertos en
los clones. La reaccion de PCR se llevo a cabo usando 1 pl de 10 mM dNTP mix, 0.125 pl
de Taq polimerasa (5 unidades/ul), 2.5 pl de Taq 10x buffer, 1.25 ul de MgCl, (25 mM), 1
ul de cada uno de los cebadores (10 uM) y 1 ul del cultivo de las placas de 96 pocillos en un

volumen final de 25 pl.

El ciclo de la PCR fue el siguiente: un paso de desnaturalizacion a 94 °C durante 5
minutos, seguido de 35 ciclos de 30 segundos a 94 °C, 30 segundos a 65 °C y 1 minuto y
medio a 72 °C y, por ultimo, 7 minutos de extension final a 72 °C. Los productos de PCR se
visualizaron en un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio y como referencia se

utiliz6 un marcador de 100 pb (Promega).

2.7. Secuenciacion y analisis de secuencias.

El exceso de oligonucleodtidos y de nucledtidos se elimind por digestion enzimatica
utilizando 10 y 1 unidades de Exol y de SAP, respectivamente (Amershan Biosciences) ¢
incubandose a 37 °C durante 1 hora, a continuacion las enzimas fueron inactivadas

realizando una incubacion durante 15 minutos a 80 °C.
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Los productos de PCR fueron secuenciados en el “Centro de Investigaciones
Biologicas” (CIB) utilizando un 3730 DNA Analyzer de Applied Biosystems y las secuencias
obtenidas fueron analizadas utilizando el programa Chromas, para cada secuencia se
eliminaron los extremos 5" y 3" enriquecidos en bases indeterminadas. Los programas Blastn
y Blastx del National Center for Biotechnology Information
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/) fueron usados para encontrar las similitudes de las

secuencias.

Para realizar la tabla de clasificacion de las secuencias se tomaron como significativas

. 3 . . o
aquellas secuencias cuyo e-value era menor a 10~. Se realizaron contigs utilizando un
programa on-line (http://bioinfo.hku.hk/services/analyseq/cgi-bin/cap in.pl) y a continuacion
las secuencias fueron clasificadas, segin la funcion de la proteina, en las siguientes
categorias: genes ribosdmicos (genes presentes en los ribosomas), genes estructurales (genes
relacionados con la estructura de la célula), genes relacionados con el metabolismo celular,

genes relacionados con el sistema inmune y otros.
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3. RESULTADOS.

Como ya se indicé en material y métodos, se utilizo la técnica de la SSH para generar
una libreria substractiva enriquecida en transcritos diferencialmente expresados, después de

4 horas de infeccidn, en rifiones de lubinas infectadas con nodavirus.

Después de realizar las transformaciones y el clonaje se aislaron 479 clones
bacterianos cuyos insertos fueron amplificados por PCR. De todos los productos
amplificados se mandaron a secuenciar tan solo 264 (ya que muchos de ellos no tenian
ninguna banda o bien tenian varias) obteniéndose 206 secuencias de buena calidad (nimeros

de acceso al GeneBank del FF578829 al FF579034).

Figura 3: Ejemplo de gel de PCR de amplificacion de los clones de la SSH.

Las secuencias obtenidas, una vez depuradas, fueron enviadas a los programas Blast
(Blastn, Blastx y tBlastx) para ser clasificadas por homologia con las secuencias ya
depositadas en el GeneBank cogiendo para su clasificacion las entradas correspondientes al

Blastx.

De esta manera 14 de las 206 secuencias (6.8%) fueron similares (e-value < 107) a
genes estructurales de distintos organismos; 18 de 206 (8.7%) se clasificaron como genes del
sistema inmune; 93 de 206 (45.1%) mostraron similitudes significativas con genes
metabolicos; 18 de 206 (8.7%) se identificaron como genes ribosémicos y 9 de 206 (4.4%)
fueron clasificados como otros. Ademas, 25 de 206 (12.1%) mostraron e-values mayores o
iguales que 107 y 29 de 206 (14.1%) no mostraron similitud con ninguna secuencia

depositada en la base de datos.

En la figura 4 se muestra un grafico con los porcentajes de las distintas agrupaciones

de las secuencias expresadas (expressed sequence tags, ESTs) obtenidas en esta libreria.
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@ Genes ribosémicos
@ Genes estructurales
m Genes metabolicos
0 Genes inmunes

W Otros

W ESTs > = 10exp-3
Bl No similaridad

Figura 4: Clasificacion de las secuencias obtenidas en la SSH.

Varias de las ESTs significativas representaron fragmentos del mismo gen. Asi que, el

numero total de genes que fueron sobre-expresados en los rifiones infectados fue de 70.

Los fragmentos similares a la hemoglobina fueron los mdas abundantes en la
sustraccion de librerias, presentando un total de 42 clones (20.4%), y la EST que tuvo un e-
value mas bajo, es decir, que se parecia mas a una de las registradas en el GeneBank fue la

phosphogluconate hidrogenase (Blastx, expectation value 2e-134).

La mayoria de las ESTs diferencialmente expresadas en los rifiones infectados fueron
clasificadas dentro de la categoria de genes metabolicos, es decir, genes que estan implicados

en alguna ruta metabolica.

Las identidades mas importantes en el caso de una infeccion son las relacionadas con
el estrés y con la respuesta inmune del organismo. Asi dentro de la primera categoria son de
destacar la heat shock protein 90 beta y la beta-2 microglobulin y dentro de la segunda la
apcs-prov protein, la beta-galactoside-binding lectin (galectin), la mannose receptor ClI, la

Cd209e antigen o la serum lectin isoform 2.

Una lista detallada de los genes obtenidos después de la busqueda en el Blastx se

muestra en la tabla 1.
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TABLA 1

. . -val .
Hdentificacion Nimero NGmero (s X) Longia BBt

mas bajo

GENES ESTRUCTURALES
Actin-related protein 2/3 complex (AAP20158) 1 1 8e-36 250 *Pagrus major
Apolipoprotein H (NP_001009626) 1 1 4e-20 643 Rattus norvegicus
Beta actin (AAR97600) 1 1 2¢-81 466 *Epinephelus coioides
Beta-tubulin (BAB86853) 2 2 5e-57 351 Bombyx mori
Calcium binding protein (AAA91090) 1 1 Te-14 484 Meleagris gallopavo
Cytoplasmic actin type 5 (AAQ18433) 1 1 6e-29 472 Rana lessonae
Gelsolin, like 1 (NP_835232) 1 1 3e-43 766 *Danio rerio
Plasma retinol-binding protein II (P24775) 1 1 le-34 461 *Oncorhynchus mykiss
PREDICTED: similar to myosin-VIIb (XP_574117) 1 1 3e-33 301 Rattus norvegicus
PREDICTED: similar to Rho-related GTP-binding protein
(XP_696319) 2 1 6e-64 604 *Danio rerio
Tubulin beta-1 chain (Q9YHC3) 1 1 6e-60 352 *Gadus morhua
Type I collagen alpha 1 (BAD77968) 1 1 3e-19 665 *Paralichthys olivaceus
GENES INMUNES
Apcs-prov protein (AAH82494) 1 1 2e-10 356 *Xenopus tropicalis
Beta-2 microglobulin precursor (042197) 2 2 le-23 572 *Ictalurus punctatus
Beta-galactoside-binding lectin (A28302) 1 1 5e-34 400 *Electrophorus electricus
Heat shock protein 90 beta (AAP20179) 1 1 9e-14 407 *Pagrus major
IgM heavy chain secretory form (AAL99929) 1 1 2¢-69 589 *Chaenocephalus aceratus
Inmunoglobulin light chain L2 (AAB41310) 2 1 le-24 582 *Oncorhynchus mykiss
Lymphocyte antigen 6 complex, locus D (NP_034872) 2 1 5e-05 375 Mus musculus
Major histocompatibility complex class Ib chain (BAD13366) 1 1 3e-44 538 *Paralichthys olivaceus
MHC class II protein (AAA49380) 1 1 9e-11 258 *Morone saxatilis
Mpx protein (AAH56287) 2 2 7e-10 440 *Danio rerio
PREDICTED: similar to Cd209¢ antigen (XP_687353) 1 1 2e-18 605 *Danio rerio
PREDICTED: similar to mannose receptor C1 (XP_686273) 1 1 7e-18 794 *Danio rerio
Serum lectin isoform 2 precursor (AAO43606) 1 1 3e-23 408 *Salmo salar
Tepl protein (AAH44397) 1 1 4e-37 403 *Danio rerio
GENES METABOLICOS
3 beta-hydroxysteroid dehydrogenase (AAB31733) 3 1 8e-73 567 *Oncorhynchus mykiss
Acid phosphatase 1 isoform ¢ variant (BAD93075) 1 1 7e-29 276 Homo sapiens
Acidic ribosomal phosphoprotein (AAP20211) 1 1 2e-50 368 *Pagrus major
Aldolase B (AAD11573) 1 1 3e-106 722 *Salmo salar
Copper/zinc superoxide dismutase (AAW29025) 2 1 3e-78 605 *Epinephelus coioides
Cystatin precursor (Q91195) 1 1 le-20 281 *Oncorhynchus mykiss
Cytochrome ¢ oxidase subunit I (NP_008805) 5 5 le-71 550 *Mustelus manazo
Cytochrome ¢ oxidase subunit III (NP_443365) 3 3 4e-32 392 *Crenimugil crenilabis
Ferritin heavy chain (AAP20171) 1 1 8e-04 411 *Pagrus major
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Ferritin heavy subunit (AAB34575) 3 3e-70 420 *Salmo salar

Ferritin middle subunit (AAB34576) 6 5e-82 518 *Salmo salar
GDP-mannose pyrophosphorylase A (NP_598469) 2 le-61 805 Mus musculus
Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (BAB62812) 1 8e-18 153 *Pagrus major
Glutathione peroxidase (AAO86703) 1 le-80 717 *Danio rerio
Hemoglobin alpha-A subunit (Q9PVM4) 20 3e-63 612 *Seriola quinqueradiata
Hemoglobin beta chain (AAZ79648) 2 le-33 498 *Nibea miichthioides
Hemoglobin beta-A subunit (Q9PVM?2) 15 le-64 510 *Seriola quinqueradiata
Hemoglobin beta-B subunit (Q9PVM1) 5 3e-60 496 *Seriola quinqueradiata
Nephrosin precursor (AAB62737) 4 le-83 757 *Cyprinus carpio
Ornithine decarboxylase antizyme large isoform (AAP82035) 2 9e-53 398 *Paralichthys olivaceus
Phosphogluconate hydrogenase (AAH44196) 1 2e-134 840 *Danio rerio
Phosphogluconate isomerase (CAC83778) 1 2e-75 459 *Mugil cephalus
Predicted metal-dependent RNase (ZP_00323404) 1 2¢-04 427 Pediococcus pentosaceus
PREDICTED: similar to probable endonuclease KIAA0830

precursor (XP_687673) 1 2e-07 625 *Danio rerio
RhAG-like protein (AAV28817) 1 le-64 566 *Takifugu rubripes
Serine protease [-2 (BAD91575) 3 le-46 730 *Paralichthys olivaceus
Spleen protein tyrosine kinase (AAK49117) 1 3e-64 441 *Cyprinus carpio
Steroidogenic acute regulatory protein (AAW62971) 1 3e-23 378 *Acanthopagrus schlegelii
Synaptophysin-like protein (AAQ94571) 2 7e-89 780 *Danio rerio
Thioredoxin (AAG00612) 1 8e-28 395 *[ctalurus punctatus
Ubiquitin-conjugating enzyme E2N-like (NP_956636) 1 3e-18 195 *Danio rerio

GENES RIBOSOMICOS

40S ribosomal protein Sa (AAP20147) 1 4e-20 226 *Pagrus major

60S ribosomal protein L5 (CAH57700) 1 le-36 260 *Platichthys flesus

60S ribosomal protein L6 (AAP20201) 2 2e-74 508 *Pagrus major
PREDICTED: similar to 60S ribosomal protein L29

(XP_517026) 2 5e-23 329 Pan troglodytes
PREDICTED:similar to ubiquitin and ribosomal protein ) o

$27a precursor (XP_531829) 1 2e-67 573 Canis familiaris
Ribosomal protein L7 (AAZ23151) 1 1e-83 583 *QOryzias latipes
Ribosomal protein L9 (AAP20210) 2 le-23 399 *Pagrus major
Ribosomal protein L27 (AAU50549) 2 S5e-56 410 *Fundulus heteroclitus
Ribosomal protein L35 (NP_079868) 2 le-20 264 Mus musculus
Ribosomal protein L37 (AAP20208) 3 3e-04 376 *Pagrus major
Ribosomal protein S7 (CAA64412) 1 le-53 355 *Takifugu rubripes
OTROS

Differentially regulated trout protein 1 (AAG30030) 1 2e-07 419 *Oncorhynchus mykiss
Hypothetical 18K protein-goldfish mitochondrion (JC1348) 8 2¢-26 701 *Carassius auratus
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4. DISCUSION.

La infeccion con nodavirus ha causado grandes mortalidades en cultivos de lubina en
el mar Mediterraneo (Le Breton et al., 1997) lo que ha llevado consigo unas pérdidas
econdémicas bastante importantes. Tenemos muy poca informacién sobre coémo los
organismos acuaticos son capaces de hacer frente a las infecciones virales asi que es de
interés estudiar cuales son los genes implicados en la defensa de la lubina frente a este

agente infeccioso.

Como se indico en la introduccion, la técnica de la sustraccion de librerias es una
herramienta muy poderosa para detectar cudles son los genes que estan implicados en la
respuesta inmune de un organismo frente a un determinado patégeno. Asi, en la presente
tesis doctoral, se analizo la respuesta génica de la lubina infectada con nodavirus 4 horas
después de haberse producido dicha infeccidon y para ello se usd la técnica comentada
anteriormente. El estudio se llevo a cabo en rifion por ser el érgano hematopoyético de peces
teledsteos y, por tanto, uno de los mas importantes en relacion con la respuesta immune; asi,
existen varios ejemplos de librerias realizadas en rifiones de peces tras una infecciéon con un
agente patogeno o la inyeccion de un inmunoestimulante (Kono y Sakai, 2001; Alonso y

Leong, 2002; Savan y Sakai, 2002; Tsoi et al., 2004).

Los porcentajes de ESTs con identidad a genes conocidos fueron mas elevados que los
descritos previamente en otras librerias sustractivas o librerias de ADNc realizadas en peces
como, por ejemplo, la libreria de ADNc realizada en leucocitos del falso halibut del Japon
(Paralichthys olivaceus) infectados con un rabdovirus (Nam et al., 2000), la libreria de
ADNCc en rifiones del falso halibut del Japon inyectados con peptidoglucano (Kono y Sakai,
2001), las librerias de ADNc realizadas en riflones de carpa estimulados con
lipopolisacaridos y concanavalina-A (Savan y Sakai, 2002), las sustracciones de librerias
realizadas en higado, rifion y bazo de salmones infectados con la bacteria Aeromonas
salmonicida (Tsoi et al., 2004) y la sustraccion de librerias realizada en cerebro de doradas

infectadas con un nodavirus (Dios et al., 2007).
Como era de esperar un gran porcentaje de secuencias se correspondieron con genes

ribosomicos y del metabolismo celular pero ademas se obtuvo un porcentaje importante de

genes relacionados con el sistema inmune, lo que cumple con el objetivo propuesto
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demostrando nuevamente que la hibridacion sustractiva se trata de una técnica muy eficaz

para obtener informacion de la respuesta inmune de los peces frente a una infeccion viral.

Las categorias en que fueron englobadas las ESTs obtenidas fueron la de genes
estructurales, genes relacionados con el sistema inmune, genes metabolicos, genes

ribosomicos y otros (Tabla 1).

Dentro del primer apartado, el de genes estructurales, tenemos proteinas como la [B-
actina, la tubulina, la miosina, proteina de union al calcio, etc. La presencia de proteinas
involucradas en la organizacion del citoesqueleto sugiere que podria estarse llevando a cabo
una alta actividad de replicacion celular. Ademas, la locomocion, fagocitosis y regulacion de
la forma celular son elementos cruciales en la funcion de los monocitos/macrofagos, células
encargadas de modular la respuesta inflamatoria, asi que las actinas del citoesqueleto y su
reorganizacion se convierten en un punto importante de la regulacion de la respuesta inmune

(Goetz et al., 2004; He et al., 2004).

Como se coment6 en el apartado de resultados la mayor parte de las secuencias fueron

englobadas dentro de la categoria de genes relacionados con el metabolismo (45.1%), algo

que es comun en la mayor parte de las librerias descritas (Goetz et al., 2004) y que es
indicativo de que existe una maquinaria que esta actuando en la célula para hacer frente a la
infeccion. Ademas aparecen gran cantidad de enzimas que podrian ser liberadas por las
células inmunes para hacer frente a los patdégenos como por ejemplo la serin-proteasa (Goetz
et al., 2004). En nuestra libreria destaca sobre todo la presencia de la hemoglobina, ya que se

trata del gen que presenta el mayor nimero de clones.

También es de destacar la categoria de genes ribosémicos, con un 8.7% del total,

resultado bastante 16gico ya que se esta llevando a cabo la sintesis de multitud de proteinas.
Estos genes aparecen, en mayor o menor cantidad, en casi todas las sustracciones de librerias
que encontradas en la bibliografia (Bayne et al., 2001; O Farrell et al., 2002; Tsoi et al.,
2004; Munir ef al., 2004; Wang y Wu, 2007; Gestal et al., 2007).

El porcentaje de secuencias englobadas en la categoria de genes relacionados con la

respuesta inmune del organismo fue del 8.7%, porcentaje muy similar a los descritos en otras

librerias (Savan y Sakai, 2002; Goetz et al., 2004). Los resultados obtenidos en este apartado

estan de acuerdo con los de librerias anteriores, asi nos encontramos con genes que ya
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aparecieron en la bibliografia como las lectinas tipo C (Bayne et al., 2001; O’Farrell ef al.,
2002; Savan y Sakai, 2002; Tsoi et al., 2004; He et al., 2005; Lin et al., 2007), las galectinas
(O’Farrell et al., 2002; Goetz et al., 2004), las pentraxinas (Alonso y Leong, 2002) y la
proteina Cd209e (Goetz et al., 2004); todas estas proteinas se incluyen dentro de la
superfamilia de las lectinas, componentes del sistema inmune innato capaces de unir y
posiblemente opsonizar microorganismos y que, por tanto, actian como primera linea de
defensa contra los patogenos; ademas la pentraxina pertenece al grupo de las proteinas de
fase aguda, muy importantes como miembros del sistema inmune innato. A estas proteinas se

dedicaran los capitulos 3 y 4 de la presente tesis doctoral.

Otras proteinas que encontramos en nuestra sustraccion de librerias dentro del apartado
de genes relacionados con el sistema inmune y que previamente habian aparecido en otras
librerias de la bibliografia son: el complejo mayor de histocompatibilidad de clase II (Nam et
al., 2000; Kono y Sakai, 2001; Goetz et al., 2004; Tsoi et al., 2004), la heat shock protein 90
beta (Kono y Sakai, 2001; Alonso y Leong, 2002; Goetz et al., 2004; Tsoi et al., 2004; He et
al., 2005), la B-2 microglobulina (Nam et al., 2000; Kono y Sakai, 2001; Tsoi et al., 2004;
Wang y Wu, 2007), el lymphocyte antigen 6 complex (Zhang et al., 2008; Wang y Wu, 2007)
las cadenas pesada y ligera de la inmunoglobulina (Kono y Sakai, 2001; Savan y Sakai,

2002; Tsoi et al., 2004) y la proteina del complejo T, Tepl protein (Tsoi et al., 2004).

El complejo mayor de histocompatibilidad de clase II esta formado por glucoproteinas
unidas a la membrana que se encuentran en las células presentadoras de antigenos
(macrofagos, células dendriticas y células B) donde presenta péptidos antigénicos procesados
a células Ty. Las moléculas de MHC clase II contienen dos cadenas polipeptidicas
diferentes, una cadena alfa de 33 kDa y una cadena beta de 28 kDa que se vinculan mediante
interacciones no covalentes. Son glucoproteinas unidas a membrana que contienen dominios
externos (dos dominios en cada una de las cadenas: alfa-1, alfa-2, beta-1 y beta-2), un

segmento transmembrana y un segmento citoplasmico de fijacion (Goldsby et al., 2004).

Con el nombre de Hsp90 se define una familia de chaperonas moleculares altamente
conservadas desde procariotas a eucariotas. A pesar de no ser esencial para el crecimiento
normal de la mayoria de las bacterias, Hsp90 es expresada de forma abundante en eucariotas
superiores donde se mostrd que es necesaria para su viabilidad (Brown et al., 2007). La
expresion de las heat shock proteins es inducida en respuesta a una amplia variedad de

agresiones fisiologicas y ambientales (Schmitt et al., 2007). Estas proteinas tienen una doble
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funcion dependiendo de su localizacion intracelular o extracelular, asi las heat shock proteins
intracelulares tienen una funcion protectora permitiendo que las células sobrevivan en
condiciones letales y las extracelulares o las unidas a membrana median funciones
inmunologicas pudiendo obtener una respuesta inmune modulada o bien por el sistema

inmune innato o bien por el adaptativo (Schmitt et al., 2007).

La B-2 microglobulina es un polipéptido de aproximadamente 12 kDa que estd unido
de forma no covalente a la cadena pesada del complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC) de clase I, presente en la superficie de casi todas las células nucleadas, (Ploegh et al.,
1981) y que también puede estar libre en los fluidos corporales (Groves y Greenberg, 1982).
La B-2 microglobulina es de especial interés porque estd estructuralmente relacionada y
muestra homologia con las inmunoglobulinas y en relacion con el sistema inmune
interacciona con el Cl1, el primer componente del complemento. Parece que puede jugar un

papel a nivel de activacion de las células T y B (Groves y Greenberg, 1982).

Las moléculas de anticuerpo, o inmunoglobulinas, tienen una estructura comin de
cuatro cadenas peptidicas: dos cadenas ligeras (L) idénticas y polipeptidicas con un peso
molecular aproximado de 25 kDa y dos cadenas pesadas (H) también idénticas y
polipeptidicas con un peso molecular de 50 kDa o mayor. Cada cadena ligera esta unida a
una cadena pesada por un enlace disulfuro y por interacciones no covalentes (uniones de sal
y enlaces de hidrogeno e hidrofobicos) para formar un heterodimero. Las dos combinaciones
idénticas de cadenas pesada y ligera estdn unidas entre si por interacciones no covalentes
similares y por puentes disulfuro para formar la estructura de anticuerpo basica de cuatro

cadenas (Goldsby et al., 2004).

La proteina del complejo T (Tcpl protein) es un representante del grupo de las
chaperoninas, complejos en forma de doble anillo compuestos por subunidades proteicas

altamente conservadas de 60 kDa (Wagner et al., 2004).
Estos resultados apoyan la idea de que varios genes inmunes estan altamente
conservados a lo largo de la evolucion y son los principales actores de las respuestas de

defensa innata y adaptativa tanto en mamiferos como en peces.

Ademas aparecen otras proteinas que no fueron clasificadas en ninguno de los

grupos antes indicados como la differentially regulated trout protein cuya funcion es
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desconocida hasta el momento aunque Bayne ef al. (2001) proponen que la funcidon de esta
proteina podria ser proteger a las células del posible dafio causado por la activacion del

complemento.
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Capitulo III: Caracterizacion de los genes seleccionados: lectinas

1. INTRODUCCION.

En el capitulo anterior se han descrito todos los resultados de la sustraccion de librerias
realizada en rifiones de lubinas infectadas con nodavirus, en este capitulo se estudiaran con

mas detalle algunas de las secuencias obtenidas: las correspondientes a las lectinas.

Como se ha comentado en la introduccion general el sistema inmune innato es la
primera linea de defensa frente a patdgenos. Asi, en una infeccion viral, existe una compleja
red de proteinas que es capaz de activar determinadas vias (e inactivar otras) para combatir

de la mejor manera posible la infeccion.

Las lectinas son un grupo de proteinas que estan presentes en la mayoria de los seres
vivos (animales, plantas, hongos, protistas y bacterias) y que han sido estudiadas con gran
detalle por sus implicaciones bioldgicas. Se trata de proteinas que unen carbohidratos de
forma especifica y, de esta manera, son capaces de reconocer determinados glicoconjugados
(Barondes et al., 1994; Arason, 1996; Weis y Drickamer, 1996). La interaccion de los
carbohidratos con las lectinas se produce a través de puentes de hidrogeno, enlaces que
implican metales, puentes de Van der Waals e interacciones hidrofobicas (Weis y

Drickamer, 1996; Elgavish y Shaanan, 1997).

Estas proteinas estan involucradas en numerosos procesos celulares como son las
interacciones célula-célula, las interacciones célula-matriz extracelular y la interaccion con
determinadas proteinas (Elgavish y Shaanan, 1997; Vasta et al., 2004a; Vasta et al., 2004b),
y se considera que juegan papeles importantes en la defensa del hospedador junto con los
factores de defensa humoral (Ingram, 1980; Alexander e Ingram, 1992; Cooper, 2002;
Almkvist y Karlsson, 2004; Fujita ef al., 2004; Vasta et al., 2004b). En este sentido, las
lectinas estan involucradas en el reconocimiento de patogenos y en las interacciones

celulares que tienen como finalidad la neutralizacion de dicho patdégeno (Weis ef al., 1998).

La mayoria de las lectinas animales pueden ser clasificadas en siete familias: lectinas
tipo S (también conocidas como galectinas), lectinas tipo C (incluyendo selectinas,
colectinas e hialectinas), pentraxinas, lectinas tipo I, lectinas tipo P, ficolinas y citoquinas

(Kilpatrick, 2000).
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1.1. Lectinas tipo S o galectinas.

Las galectinas o proteinas de union a beta-galactosidos son pequefias proteinas
solubles que estan ampliamente distribuidas dentro de los vertebrados pero también estan
presentes en invertebrados (lombrices e insectos) e incluso en hongos y protozoos
(Hirabayashi et al., 1992; Pfeifer et al., 1993; Cooper et al., 1997; Solis et al., 2000; Pace et
al., 2002). Estas proteinas fueron descritas por primera vez en el o6rgano eléctrico de la
anguila (Teichberg et al., 1975) y se definen por dos propiedades: la presencia de un dominio
de reconocimiento de carbohidratos (CRD) y su afinidad, de forma independiente de Ca®",
por los beta-galactdsidos (Drickamer y Taylor, 1993; Hirabayashi y Kasai, 1993; Barondes
et al., 1994; Cooper y Barondes, 1999; Kilpatrick, 2000). E1 CRD estd compuesto por 130
aminoacidos, de los cuales muchos estan altamente conservados y tienen una estructura
terciaria formada por dos laminas beta. Las galectinas de mamiferos se clasificaron en un
principio en diez familias basandose en su secuencia de aminoacidos (numeros 1-10), aunque
Vasta et al. (2004a) hablaron ya de 14 familias en vertebrados superiores y en una revision
realizada por Camby et al. (2006) describieron que, en mamiferos, se habian identificado 15

galectinas distintas.

Pero una clasificacion desde el punto de vista estructural de sus subunidades las divide
en tres tipos: proto, quimera y de repeticion en tandem. Las galectinas de tipo proto
contienen tan solo el CRD. Las de tipo quimera tienen, ademas del CRD hacia el extremo C-
terminal, una region N-terminal que contiene una zona de union seguida de un importante
dominio de secuencias repetitivas cortas ricas en prolina-glicina-tirosina. Por ultimo, las
galectinas de repeticion en tandem contienen dos CRDs homdlogos en cada uno de los
extremos de la cadena polipeptidica unidos por una pequefia region rica en glicinas

(Hirabayashi y Kasai, 1993; Kilpatrick, 2000).

Todas ellas tienen varias caracteristicas en comun: actividad independiente de Ca®",
especificidad por los B-galactdsidos, extremo N-terminal acetilado, carencia de péptido
senal, falta de carbohidrato unido, carencia de glicosilacion y localizacion
predominantemente citoplasmatica (Kilpatrick, 2000; Cooper, 2002). Ademas de las
galectinas de mamiferos, esta familia ha sido descrita en nematodos (Hirabayashi et al.,
1992; 1996), peces (Teichberg et al., 1975; Parotaud et al., 1987; Muramoto y Kamiya,
1992; Ogawa et al., 1999; Inagawa et al., 2001), ranas (Bols et al., 1986; Ahmed et al.,
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1996), lagartijas (Solis et al., 2000) y pollos (Levi y Teichberg, 1985; Scheneller et al.,
1995), entre otros.

1.2. Lectinas tipo C.

La caracteristica mas importante de las lectinas tipo C es su dependencia del ion Ca®*
para su actividad, se trata de proteinas que estan ampliamente distribuidas en el reino animal
(Drickamer, 1988; Kilpatrick, 2000; Dodd y Drickamer, 2001). Muchas lectinas tipo C
juegan papeles importantes en el sistema inmune, asi, la lectina de unidon a manosa es capaz
de activar el sistema del complemento por union a glicoproteinas de la superficie celular de
los microorganismos (Lu et al., 1990). Las lectinas tipo C se encuentran entre las primeras
lectinas animales descubiertas, asi a principios del siglo pasado se descubrid una colectina
bovina (Bordet y Gay, 1906). Su capacidad de union a los carbohidratos esta mediada por
una estructura compacta denominada dominio de reconocimiento de carbohidratos (CRD) o
dominio tipo c-lectina (CTLD), que esta presente en todas las lectinas con dependencia de
Ca”™ pero no en otros tipos de lectinas animales. Este dominio tiene una estructura de doble-
bucle que contiene mas de 130 residuos aminoacidicos y la comparacion de la secuencia de
esta estructura en lectinas tipo C procedentes de diferentes organismos revela que existen
unos residuos conservados caracteristicos de este dominio. De particular importancia son los
residuos de cisteina, altamente conservados, que parecen estar envueltos en la formacion de
dos o tres puentes disulfuro y la, también altamente conservada, secuencia “WIGL”
(Drickamer, 1988; Drickamer y Taylor, 1993; Kilpatrick, 2000; Zelensky y Gready, 2005).
En este mismo sentido, estudios cristalograficos también confirmaron que los CRDs de las
lectinas tipo C tienen una estructura globular compacta diferente a la de cualquier proteina
conocida. Basandose en la estructura de los dominios de reconocimiento de carbohidratos las
lectinas tipo C fueron clasificadas en siete grupos (Drickamer, 1993, 1999). Esta
clasificacion fue revisada en el 2002 por Drickamer y Fadden llevandose a cabo la adicion de
siete nuevos grupos y, posteriormente, Zelensky y Gready (2005) mostraron tres grupos
nuevos. Asi, las lectinas tipo C se clasifican en 17 grupos de la siguiente manera: (I)
lecticans, (II) asialoglicoproteina y receptores DC, (III) colectinas, (IV) selectinas, (V)
receptores de células NK, (VI) receptores endociticos multi-CTLD, (VII) grupo rojo, (VIII)
condrolectina, /ayilin, (IX) tetranectina, (X) policistina I, (XI) atractina, (XII) proteina basica
principal de los eosinofilos (EMBP), (XIII) DGCR2, (XIV) trombomodulina, (XV) bimlec,
(XVI) SEEC y (XVII) CBCP/Frem1/QBRICK. Sin embargo, basandose en sus propiedades

de unidn al ligando se dividen en tan so6lo dos grupos: las que unen manosa y las que unen
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galactosa; estos dos grupos difieren en algunos residuos clave que intervienen en el sitio de

union al ligando (Weis et al., 1998; Zelensky y Gready, 2005).

1.3. Pentraxinas.

La familia pentraxina es conocida por este nombre debido a la estructura pentamérica
de sus miembros (Whitehead, 1989). Se trata de una pequena familia de proteinas cuyos
miembros pueden ser divididos en dos grupos en funcion de sus caracteristicas estructurales:
las clasicas pentraxinas “cortas” de aproximadamente 25 kDa y las nuevas pentraxinas
“largas” de entre 40 y 50 kDa (Goodman et al., 1996, Garlanda et al., 2005). Estas proteinas
llevan a cabo su funcién de unién a los ligandos de manera calcio-dependiente (Kilpatrick,

2000; Bayne y Gerwick, 2001).

Las clasicas pentraxinas “cortas” son la proteina C-reactiva (CRP) y la proteina
amiloide del suero (SAP) que son producidas, fundamentalmente por hepatocitos, como
parte de la respuesta de fase aguda a un trauma o una infeccion. La expresion de estos genes
esta regulada por citoquinas, especialmente por la IL-1, el TNF y la IL-6, y también por
glucocorticoides. Las concentraciones en el suero de estas proteinas pueden incrementarse
mas de mil veces en unas pocas horas durante la respuesta de fase aguda (Goodman et al.,
1996). La CRP se identifico originalmente por su habilidad para precipitar el C-polisacarido
de Pneumococcus en presencia de calcio (Goodman et al., 1996; Bayne y Gerwick, 2001; Du
Clos y Mold, 2004) y presenta afinidad por la fosfocolina (Szalai et al., 1999; Szalai, 2002a,
2002b; Du Clos y Mold, 2004; Garlanda et al., 2005); esta proteina es sintetizada
principalmente en el higado y los estimulos mas importantes que provocan su sintesis son la
IL-1 y la IL-6. Dicha sintesis tiene lugar en forma de mondémeros y el ensamblaje de los
mismos para formar el pentamero ocurre en el reticulo endoplasmatico (Du Clos y Mold,
2004). Una de las actividades mas importantes de la CRP es su habilidad para interaccionar

con el Clq para activar la cascada clasica del complemento (Du Clos y Mold, 2004).

SAP es la glicoproteina precursora de la proteina amiloide P depositada en las lesiones
de tejidos presentes en todas las formas conocidas de amiloidosis (Goodman et al., 1996). Se
caracteriza por su union a la agarosa y, en particular, a un componente de la agarosa que es

el 4,6-cyclin pyruvate acetal de la p—D-galactosa (Garlanda ef al., 2005).
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Las pentraxinas “largas” se descubrieron mas recientemente y su tamano es
aproximadamente el doble del de CRP y SAP. Hasta la fecha se conocen cinco pentraxinas
“largas” que son: apexin/p50, XL-PXN1, NPI, NPII y TSG-14/PTX3. Esta ultima fue la
primera en ser descrita y es la mejor caracterizada de este grupo de pentraxinas (Goodman et

al., 1996).

La homologia entre las pentraxinas “cortas” y las “largas” estd limitada a la mitad
carboxi-terminal de las proteinas largas (Goodman et al., 1996; Kilpatrick, 2000) sugiriendo
que las pentraxinas “largas” surgieron como resultado de la fusion de nuevos dominios
amino-terminales a un dominio ancestral de pentraxina (Goodman et al., 1996). El dominio
pentraxina estd muy conservado en mamiferos, vertebrados inferiores y artrépodos (Garlanda

et al., 2005).

1.4. Lectinas tipo I.

Las lectinas tipo I son proteinas de unidén a carbohidratos que pertenecen a la
superfamilia de las inmunoglobulinas. Se trata de proteinas integrales de membrana con una
region extracelular que posee un dominio inmunoglobulina con capacidad de reconocimiento

de carbohidratos (Kilpatrick, 2000).

1.5. Lectinas tipo P.

Las lectinas tipo P son una familia de proteinas compuesta por dos miembros (cation-
dependent mannose 6-phosphate receptor (CD-MPR) e insulin-like growth factor
Il/mannose 6-phosphate receptor (IGF-II/MPR)) que se distinguen de las otras lectinas por
su capacidad para reconocer residuos de manosa fosforilados. Estas proteinas juegan un
papel esencial en la generacidén de lisosomas funcionales en las células de los eucariotas

superiores (Dahms y Hancock, 2002).
1.6. Ficolinas.

Las ficolinas son una pequefia familia de lectinas caracterizadas por la posesion de un
dominio fibrindbgeno combinado con un domino colageno. No tienen un dominio de

reconocimiento de carbohidratos propiamente dicho, en su lugar dependen del dominio

fibrindgeno que es el que presenta la actividad lectina (Kilpatrick, 2000).
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1.7. Citoquinas.

Algunas proteinas conocidas formalmente como citoquinas pueden tener actividad de

reconocimiento de carbohidratos (Kilpatrick, 2000).
En este capitulo nos hemos centrado en el estudio y caracterizacion de dos lectinas

tipo C, una galectina-1 y una pentraxina que habiamos obtenido como resultado de la

sustraccion de librerias descrita en el capitulo anterior.
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2. MATERIALES Y METODOS.

2.1. Amplificacion por RACE.

A partir de algunas de las ESTs obtenidas como resultado de la sustraccion de librerias
se realizd la técnica del RACE (Rapid Amplification of ¢cDNA ends) para completar las
secuencias tanto en sentido 5’ como en 3’ hasta obtener el ORF completo. Esta técnica se

aplico en el caso de dos c-lectinas, una galectina y una pentraxina.

Para realizarla se utilizé el SMART RACE ¢cDNA Amplification Kit (Clontech). Este kit
contiene la PowerScript Reverse Tramscriptase, enzima que tiene actividad transferasa
terminal y que afade 3-5 residuos (predominantemente dC) al extremo 3° de la primera
hebra de ADNc. El SMART oligo, también presente en el ki, contiene una extension terminal
de residuos de G que anilla con la cola del ADNc rica en dC y sirve como base para iniciar la
retrotranscripcion. EI ADNc obtenido es utilizado directamente en las reacciones de PCR de
RACE 5" y 3, sin necesidad de tener que llevar a cabo ninguna ligacion de adaptadores,
utilizando un cebador disefiado para el gen especifico que se quiera amplificar y otro cebador

universal (Universal Primer Mix, UPM).

Los productos de PCR obtenidos como consecuencia de la reaccion de RACE fueron
purificados de un gel de agarosa al 1.2% utilizando el Ultrafree-DA DNA extraction from
agarose gels (Millipore), y clonados en un vector de ligacion (pcR 2.1 vector) utilizando el

The Original TOPO T/A Cloning Kit (Invitrogen).

Los cebadores utilizados para realizar los distintos RACEs estan resumidos en la tabla

Tabla 1: Secuencias de los oligonucledtidos utilizados.

Tipo de RACE Nombre Secuencia 5°-3"

lectina
SbCLA 5 Lectina-1 RACE CCCATTTCCATTGCCCTTCCACTCC
SbCLA 5 C-Lectina 1 RACES” | CATCGTTGCTGGTCTTTAACTCGC
SbCLA 3 C-Lectina 1 RACE 3° | GCACTTTACACTCAATGGCACACAGC
SbCLB 5 Lectina-3 RACE ATGGCACAGACGAGTAGAGACACAG
SbCLB 3 Lectina-3 RACE CTGTGTCTCTACTCGTCTGTGCCAT
SbCLB 3 C-Lectina 3 RACE 3° | GGCCTTTCATTCTGGAGACTCAAC
Sbgalectin-1 3 Galectina RACE 3’ GCAGGGGCAACCAACCATTGATAG
Sbpentraxin 5 Pentraxina RACE 5° CTTTCAGCATCACCACCAGCAGCAA
Sbpentraxin 3’ Pentraxina RACE 3’ GCCACACCCTCTAAAACCAATGC
Sbpentraxin 3 Pentraxina RACE 3'b | CGAGGGCAGGACTACAAGCCGAAC
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Sbpentraxin 3’ PentraxinaRACE 3'c | TGGGACTACATCCTTTCACCCTG
Sbpentraxin 5’ Pentraxina RACE 5'b | GCATTGGTTTTAGAGGGTGTGGC

2.2. Estudio de las secuencias de ADNc.

Los alineamientos de las secuencias proteicas fueron realizados usando el programa
ClustalW (http://align.genome.jp/) y los dominios conservados se buscaron con varios
programas: Blastp del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi), PROSITE
(http://www.expasy.ch/prosite/) y SMART (http://smart.embl-heidelberg.de/). El punto
isoeléctrico y el peso molecular teodricos fueron calculados con el compute pl/Mw
(http://www.expasy.ch/tools/pi_tool.html); se utilizo el Signal 1P
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP) para la deteccion del péptido senal, TMpred
(http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED form.html), TMHMM
(http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM-2.0/) y SOSUI (http://bp.nuap.nagoya-
u.ac.jp/sosui/sosui_submit.html) para la deteccion de los dominios transmembrana y, por
ultimo, el Disulfind (http://disulfind.dsi.unifi.it) para la deteccion de los posibles puentes

disulfuro de la estructura cuaternaria de la proteina.

2.3. Construccion de arboles filogenéticos.

Las secuencias proteicas de las lectinas de lubina fueron alineadas junto con las de
otros organismos, obtenidas del GenBank, mediante el uso del ClustalX (Thompson et al.,
1997). Una vez obtenidos los alineamientos fueron transferidos al programa MacClade
(Maddison y Maddison, 2003) y filtrados mediante el Gblocks software (Castresana, 2000)
que elimina las regiones divergentes y las pobremente alineadas. Los parametros aplicados
en el Gblocks fueron de 8 pares de bases como nlimero maximo de posiciones continuas no
conservadas y de 5 como longitud minima. Una vez hecho esto se utilizaron el
PAUP*software version 4.0b10 (Swofford, 2000) y el PHYML software (Guidon y Gascuel,
2003) para construir los arboles filogenéticos. Se llevo a cabo un bootstrapping de 100
réplicas en cada uno de los arboles realizados y finalmente se utilizo el TreeViewX (Page,

1996) para editarlos.
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2.4. Secuencia genomica de la Sbgalectin-1.

Se extrajo ADN total de lubina mediante el método de fenol-cloroformo. Se disefiaron
cebadores sobre la secuencia de ADNc y se fueron llevando a cabo las PCRs
correspondientes, los productos de PCR fueron clonados y secuenciados usando un 3730
DNA Analyzer (Applied Biosystems). La identificacion de los intrones en la secuencia se
realizo utilizando el programa Wise 2 disponible on-line

(http://www.ebi.ac.uk/Wise2/advanced.html).

2.5. Estudios de expresion de las lectinas.

Se realizaron estudios de expresion de las lectinas seleccionadas mediante la técnica de
la Real-Time PCR (qPCR) en rifion cefalico a 4 y 72 horas post-infeccion. Se aislo el ARN,
se tratd con DNAsa y se utilizaron 5 ug del mismo para obtener el ADNc tal y como se
describio en el capitulo I de la presente tesis doctoral. Los ensayos de PCR cuantitativa se
realizaron en un 7300 Real Time PCR System (Applied Biosystems) utilizando para ello
cebadores especificos disenados con la ayuda del Primer 3 sofiware (Rozen y Skaletsky,

2000) que estan recogidos en la tabla 2.

Tabla 2: Secuencias de los oligonucledtidos utilizados.

Nombre F/R Secuencia 5°-3°
B-actin Forward | GTGCGTGACATCAAGGAGAA
B-actin Reverse | GCTGGAAGGTGGACAGAGAG
SbCLA Forward | ATGGGTAGATGGGACACCAA
SbCLA Reverse | TAGCCAGAGCTAGCCAGAGG
SbCLB Forward | CCGGTGAAGGGACAGAATTA
SbCLB Reverse | TGAGTGGATACGCCTGAGTG
Sbgalectin-1 | Forward | CATGACCATTGTTGGAGTCG
Sbgalectin-1 Reverse | AGGGGTGAATTCAATGGTGA

0.5 pul de cada uno de los cebadores (10uM) fueron mezclados con 12.5 ul de SYBR
green PCR master mix (Applied Biosystems) en un volumen final de 25 pl. Las condiciones
de PCR fueron las siguientes:

- 10 minutos a 95 °C
- 40 ciclos
- 15 segundos a 95 °C

- 1 minuto a 60 °C
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Se us6 el método comparativo CT (2-AACT method) para determinar el nivel de
expresion de los genes analizados (Livak y Schmittgen, 2001). La expresion de los genes
candidatos fue normalizada usando la B-actina como gen control. Se calculd el nivel de
expresion los valores normalizados de los peces infectados entre los valores normalizados de
los peces controles de forma que si el nivel de expresion es mayor que 1 significa que hay un

aumento de expresion en los infectados.
2.5. Estadistica.

Los datos se analizaron estadisticamente usando la prueba de la t de Student, de
manera que los resultados se expresaron como media + desviacion estandar y las diferencias

entre los peces controles e infectados fueron consideradas estadisticamente significativas en

aquellos casos en los que p<0.05.
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3. RESULTADOS.

La EST resultado de la sustraccion cuyo nombre en la tabla del capitulo II era
“PREDICTED: similar to Cd209¢ antigen” de 605 pares de bases fue caracterizada como
lectina tipo C (SbCLA) y la amplificacion por RACE en sentido 5" y 3" permitio obtener una
secuencia completa de 2266 pb (nimero de acceso al GeneBank EU660935) que presentd
una pauta abierta de lectura (desde el nucledtido 187 al 1578) que codificaba para una
proteina de 463 aminoacidos y con un tamafio teorico de 54 kDa (Figura 1). En esta figura
podemos observar el codon de inicio y el de stop marcados de negrita, el dominio
transmembrana de 23 aminoacidos presenta las letras de color naranja y el dominio
caracteristico de las lectinas tipo C, que es el dominio de reconocimiento de carbohidratos
(CRD), esta de azul. Por ultimo, la sefial de poliadenilacion “AATAAA” esta indicada de

color rojo.

GGACCACCACACAAGGATTTAAAGTGAGTGTTGCATGTATTGAAGCATATCTGCACTGTTTTTGCAG
GTTGAAGTGTCTGGAAATCAGTAGGTTAGCATTTACTCTCCGAGATTGCTCAAAACATCATTCCTGC
ATATTTCAAGACTCTACAGACAGAGACTACAGCTCATGAAGCAGATGCAAAG

ATG GCT GTT GAG TAC CAT GCC TCT ACA GTG ACA AAC ATG GAC ATT GAA AAC ACT AAA
M AV E Y H A S T V T N M D I E N T K

ATT GGA TAC AAG CAA CTC TTT ACG GAT GGC AGC AAG CTC CGG TAT TCA GTT TAT GCA TTG
I G Y K Q L F T D G S K L R Y S vV Y A L

AGA AAC AGC CCT TTC CGG GTT GCT ACA CTC TGC CTT GGT CTG CTG TGT GTC ATC CTG TTG
R N S P F

GCT GGG GTC ATA GGT CAG AGT GTC CAC TAC CAA AAA GCA GAG CAA GAC CGT GAG AGC
HY Q K A E Q DUR E 8

AAC CTA AAA GCC TTG AGT GAA GAG AAA GAG AAA CTA CAG GTG GAC CTG AAG ACA GTG
N L K A L S E E K E K L Q V D L K T V

CAA AAA GAC AAA AGG GAT CTT CAG GCC AAA AGT AAT CAG TTA CAG CAG CAA AAT GAT
Q K D K R DL Q A K S N QL Q Q Q N D

TTA TTA ACT AAA AGG AAA GAA CAG ATA CAG ATC AAT AAC AAT TTA CTG ACT GAG CAA
L L T K R K E Q I Q I N N N L L T E Q

ACA AAC CAA CTT AAA AAT AGT CAA AGC GAG TTA AAG ACC AGC AAC GAT GCT TTG AAG
T N Q L K N S Q S E L K T S N D A L K

AAA GCG AAA GAA GAG CTA GAA GCA AGC AAA GAC CAA TTG AAG CTT AGC AAC AAT GCC
K A K E E L E A S K D Q L K L §S N N A

TTG TCT ACA GCC AAA GAC CTG TTA CAA AAA AAT TAT GAT TTA GTG ATC CAA CGC AAA
L S T A K D L L Q K N 'Y D L V I Q R K

AGT GAG TTA CAG ACC AGA TAT GAC TCA GTG ACT AGA GAC AGA GAC AAT TTA CAG AAC
S E L Q T R Y D S \Y% T R D R D N L Q N

AAA TAC AAT AAT GTA ACC AGA TCC AAA GAG CAG TTG CAA AAG GAT TAC AAT GCC CTG
K Y N N V T R S K E Q L Q K D Y N A L

ATC AAG GAT GTA GAG CAT TTG CAG GAC AGA TAC AAC TTC TCT TCC AGG GAG AAA GAC
I K D V E H L Q D R 'Y N F S S R E K D
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AAG CTA GAA AGC AGT CAC CAA AAC CTG ACG ATA ACA AAA GAG ACT CTG CAG GCC AAT

K L E S S H Q N L T I T K E T L Q A N
TTC AAC GTA CTT GTA AAG GCA ACA GAT GAG TTG CGG GCG TCT TAC TCG TCC TTG ATT CAG
F N V L VvV K A T D E L R A S Y S S L I Q

GAA AAA AAA GAG CTA GAA AAG AGT TGC AAA AAC GTA ACT GTG GAG AGA GAC TGG CTG
E K K E L E K S C K N VvV T V E R D W L

AAG ACA AAC AAT GAC AAC CTG ACT ACT GAG AGA GAC CAG CTT CAG ATG GAA GTG GAG
K T N N D N L T T E R D Q L Q M E V E

AGA CTG AAC GCA ACG ATT CAA GAT AAG AAA TGC CCC TCT GGT TGG AAG AAA TTC GAG
R L N A T I Q D K K C P S G W K K F E

TAC AGC TGT TAC TTC ACT TCT TCT AGC AAG AGG ACC TGG AAT CGG AGC AGA GAA TAC TGT
Y s € Y F T S S S K R T W N R S R E Y C

CAG ACC AAA GAA GCA GAC CTG GCA ATC ATA ACA AGC CAA GAA GAA ATG ACCTTC ATC
Q T K E A D L A 1T 1 T S Q E E M T F 1

AAT GCC TTG TAT GGA AGT GAG AAA GAA GTC TGG ATT GGA TTA TCT GAT GAA GGA GTG
N A L Y G S E K E v w 1 G L S D E G V

GAA GGG CAA TGG AAA TGG GTA GAT GGG ACA CCA ATG ACC AAA GCG TTC TGG GGT AAA
E G Q w K w v D G T P M T K A F W G K

GAC CAG CCC AAC AGC CAC ATG GGG AGG AAC CAG GAC TGT GTG GAG TTC TGG CAC CGT
b Q P N S H M G R N Q D C V E F W H R

GCG TCA GGG ACT GGA GAC TGG AAT GAT GAG AAC TGT GCC ATA GAA CAA AAC TGG ATC
A S G T G D W N D E N C A 1 E Q N W I

TGT GAG AAG TAG
CcC E K Stop

TTTTCCTCTGGCTAGCTCTGGCTACTGATGGCCATCATGTAATATCAGTGTATACAAAAAAATAAAT
GCACATTAGGGACTGTGGTCAGTGGATTGGAAGTAACAGATAAATCAGTTTGCTTCAATCCATATTA
TGTGAGCACTTTACACTCAATGGCACACAGCATTGCTAACAGCTAAAACCTGAAATGTATTGTTGTG
ATAAGTAATGCATTATGAAATCAACTTTAGCAGATAGCCCATTATGTGCTGGGGCAGGTACATTAAT
GTAGGTTGCGTGGAGCAAACTCTGTATTATGGAACCAGTTTGGCTCAAAGAGGACCAAGCTTTCCA
TAGCTATCTGTACATACTGTAGAAACAATTAAGATTTTTCTAAAGAAAGACACTTGATGATTATGTT
AATTCATTTGCTACTGGGATTAATTAATTAAGCATTTCCCAAGAGTTGTACCTATTATTCAGTTCCTG
CTGAGCTAGTGAGCATCTGGGTTAAGGTTGAACTGGCTAACATTAATATACGTATTATGCATTATTC
ATTATGTATTAACAACCATTCAATCAGTGCTTTAACTATTCAATTGACAAATTAATGATATTTATGTT
CTCATATACACCTTTATGTATTCATTCATGTAACACACATTTAAATAAAAAATCCCTTGCAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAA

Figura 1: Secuencia de nucleotidos y aminoacidos de SbCLA.

Se realiz6 un alineamiento entre el dominio de reconocimiento de carbohidratos de
esta secuencia y los de lectinas tipo C de otras especies tomadas del GenBank. Dicho
alineamiento confirmé claramente que nuestra secuencia pertenecia a la familia de lectinas
tipo C (Figura 2). Se observaron seis cisteinas en las regiones conservadas del dominio de
lectinas tipo C (marcadas de amarillo en la figura 2), estas cisteinas son necesarias para la

formacion de tres puentes disulfuro intramoleculares, esenciales para la estabilidad de dicho
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dominio (Soanes et al., 2004), los puentes disulfuro los forman las cisteinas de las siguientes

s e 337 ~461 348 ~365 435 ~453
posiciones C7'-C™, C°-C™ y C*°-C™".

La secuencia SbCLA presenta 3 de los 4 residuos esenciales del sitio 1 de union al i6n
Ca™" (marcados de rosa) y 3 de los 5 residuos del sitio 2 (marcados de verde) (Figura 2)
(Soanes et al., 2004; Zelensky y Gready, 2005). Ademas, podemos observar, marcada de
azul, la secuencia altamente conservada “WIGL” (Zelensky y Gready, 2005) y resaltada en
marrén y negrita la secuencia “QPN”, que es distinta de las secuencias tipicas de las lectinas
tipo C que son o bien EPN (caracteristica de las proteinas que unen manosa) o bien QPD

(caracteristica de las proteinas que unen galactosa) (Zelensky y Gready, 2005).

AAL89536-P. troglodytes CPKDWTF--FQGNCYFMSNSQRNWHNSVTACREVRAQLVVIKSAEEQNFL

AAL89534-G.gorilla CPKDWTF--FQGNCYFMSNSQRNWHNSVTACQEVRAQLVVIKSAEEQNFL
AATI10615-H.sapiens CPKDWTF--FQGNCYFMSNSQRNWHDSVTACQEVRAQLVVIKTAEEQNFL
XP 577206-R.norveggicus CPWDWTF--FNGNCYFFSKSQRDWHNSITACQEMEAQLVTIKSPEEQSFL
SbCLA CPSGWKK--FEYSCYFTSSSKRTWNRSREYCQTKEADLAIITSQEEMTFI
AAT77222-S.salar CPPDWLV--FNRSCYYISTRSMSWPDSQTWCKEKGGHLAITIHTAEEQTFEV
BAB83835-0. latipes CPTNWHL--FNSSCYFISTOMKPWRDSQTYCQROQGAHLAITHTAEEQTFL
AAT77220-S.salar CPEDWIH--VDEKCYSFSNDKMDWPSSRDSCTSLGSHLTILHSKEQHDAL
AAT77221-S.salar CPKGWLHELVNEKCYYFSNDKMDWPSSRDNCTSMGGHLSILHSKNTHEAL
*k Kk *k ok *  * * *

1 1 2 21

AAL89536-P. troglodytes QLQTSRSNRES---WMGLS GTWQWVDGSPLSPSFQRYWNSGEP;
AAL89534-G.gorilla QLQTSRSNRFS—-—--WMGLS GTWQWVDGSPLSPSEFQRYWNSGHEP
AATI10615-H.sapiens QLQTSRSNRES---WMGLS GTWQWVDGSPLSPSFQRYWNSGEP;
XP 577206-R.norveggicus QQTS-KKNGYT---WMGLS GEWYWLDGSPLSDSLRNYWNEGQP

SbCLA NALY-GSEKEV---WIGLS GOWKWVDGTPMT-—--KAFWGKDQPNS
AAT77222-S.salar WNQLPRGHWNAY--WEGIS DWLWVDGTKLVGG———FWEEGIP

BAB83835-0. latipes WDLLPRAHWNAY--WEGIS DEWKWVDGTSVEKS---FWEEGEP;
AAT77220-S.salar EKEARRIGGFDYHFWIGLS GDWRWVDNTTLTNKYWNEHSSEPD

AAT77221-S.salar EKEANRIGGFNNYFWIGLS GDWRWVDNTTLTKTFWKQFSLEPD
* % %

* % %%

21 22
AAL89536-P. troglodytes SG----NEBCAEFSG--—-—————— SGWNDNRCDIDNYWICKK
AAL89534-G.gorilla SG----NEBCAEFSG---—-————— SGWNDNRCDVDNYWICKK
AATI10615-H.sapiens SG----NEBCAEFSG--—-—————-— SGWNDNRCDVDNYWICKK

XP 577206-R.norveggicus ID----GOECVEFRN DGW; KCDNWKFWICKK
SbCLA HMGR--NQBCVEFWHRASGT----GDWNDENCAIEQNWICEK
AAT77222-S.salar HID----EBCGYIVKTRKLERKAVSSWYDAPCOMYWPFICET
BAB83835-0.latipes HIN----EBCGYIVKTQVLERVAIRSWYDAPCEMSIKFICEK
AAT77220-S.salar OSGGSHGEBCATLDSHS--——-—-—--— PCDNIYKRICOM

AAT77221-S.salar ISGGVEGEBCVVMESNT PCDFTYRRICQOM
* % * * %k

Figura 2: Alineamiento entre el dominio de reconocimiento de carbohidratos de la SbCLA y los de
lectinas tipo C de otras secuencias tomadas del GenBank.

123
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La EST resultado de la sustraccion cuyo nombre en la tabla del capitulo II era “Serum
lectin isoform 2 precursor” de 408 pares de bases fue caracterizada como lectina tipo C
(SbCLB) y la amplificacion por RACE en sentido 5" y 3" permitié obtener una secuencia
completa de 719 pb (numero de acceso al GeneBank EU660936) que presentd una pauta
abierta de lectura (desde el nucledtido 61 al 579) que codificaba para una proteina de 172
aminoacidos y con un tamafio teérico de 19 kDa (Figura 3). En esta figura podemos observar
el codon de inicio y el de stop marcados de negrita, el péptido senal presenta las letras de
color naranja y el sitio de corte (entre los aminoacidos 20 y 21) esta marcado con una flecha

de color naranja y el dominio caracteristico de las lectinas tipo C esta de azul.

ACCTGAACACAAGAAGGTCGAAGCTACAAGCGGACAAAGAAGATAATCCAGCTGGAGATC

ATG AAG ATG CTG ACT GTG TCT CTA CTC GTC TGT GCC ATG ATG GCT TGG ACC ACA GCT GCT
v

GCT GTT CCA GAA GCA GAG ACC GGT GAA GGG ACA GAA TTA TCC ATC CAA GGA GGG AAT
A V P E A E T G E G T E L S I Q G G N

AGT CCC ATC GCT TGT CCC ACT GGT TGG ACT GGT TAC AAC GAT CGC TGT TTC ATC TAT ATT
S P I A C P T G W T G Y N b R C F 1 Y 1

CCA ACA GAA ATG ACT TGG GCA GAT GCT GAG AAA AAC TGT CAG GAT CGG GGT GGA AAC
p T E M T W A D A E K N C€C Q D R G G N

GTG GCA TCG GTG CAC AGC TTT GAG GAG CAT CAA GCA ATT CAG GGT ATG ATC CTG ATT CTC
L A S VvV H S F E E H Q A I Q G M I L I L

ACA CAG GCG TAT CCA CTC ACA TGG CTT GGA GGC TAC GAT GCG GCA CAG GAG GGT GCC
T Q A Y P L T W L G G Y D A A Q E G A

TGG TTC TGG AGT GAT GGT ACA CGT TTC CAG TTT AAC TTC TGG GAT GAA GGA CAG CCT GAT
w F W §S§ D G T R F Q F N F W D E G Q P D

AAT CGT GCA AAT GCA CAC TGT ATG TTG ATG AAC TTT GGA GAT CAG AAG AAA TAT GAC
N R A N A H C ML M N F G D Q K K Y D

GAC CAG CCT TGC TCT TTC ACA AAG CCG TTT GTC TGT GCC AGA AAG CTA TGA
D Q P C S F T K P F V C A R K L Siop

TATCGCTTTGGACAACAGAGAAACATGCTGTACACTCTAGGATTTTAGGCCTTTCATTCTGGAGACT
CAACTGTTTTTTTTCTTGTCTTGTACACAATTAAAAGGCTTGAGCATTGAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAA

Figura 3: Secuencia de nucleoétidos y aminoacidos de SbCLB.

Se realiz6 un alineamiento entre el dominio de reconocimiento de carbohidratos de
esta secuencia y los de lectinas tipo C de otras especies tomadas del GenBank. Dicho
alineamiento confirmé claramente que nuestra secuencia pertenecia a la familia de lectinas
tipo C (Figura 4). Se observaron seis cisteinas en las regiones conservadas del dominio de
lectinas tipo C (marcadas de amarillo en la figura), estas cisteinas son necesarias para la

formacion de tres puentes disulfuro intramoleculares, esenciales para la estabilidad de dicho
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dominio (Soanes et al., 2004), los puentes disulfuro los forman las cisteinas de las siguientes

s 44 ~160 55 144 72 ~168
posiciones C™-C™, C7-C™" y C*-C™™.

La secuencia SbCLB presenta 3 de los 4 residuos esenciales del sitio 1 de union al i6n
Ca”" (marcados de rosa) y 1 de los 5 residuos del sitio 2 (marcados de verde) (Figura 4)
(Soanes et al., 2004; Zelensky y Gready, 2005). Ademas, podemos observar, marcada de
azul, la secuencia “WLGG” en lugar de la mas caracteristica “WIGL” (Zelensky y Gready,

2005) y en marrén y negrita la secuencia “QPD”, caracteristica de las proteinas que unen

galactosa (Zelensky y Gready, 2005).

AAO43605-S.salar CPTGWFQFGSRCFMFVETARSWPLAERHCVSLGANLASVHSSADDQFLQE
AAO43604-S.salar CPTGWFQFGSRCFMFVETARSWPLAERHCVSLGANLASVHSSADDQFLQE
AAO43606-S.salar CPTGWFQFGSRCFMFVETARSWPLAERHCVSLGANLASVHSSADDQFLQA
BAB47156-A. japonica CPEGWVEHKNRCYLHVAEKKTWLDAELNCLHHGGNLASEHSEDEHQFLKD
BAA95671-C.carpio COYGWTNEFGVQCYKFFSRSTSWIAAERNCIEEHANLASVHNEEENDELMG
SbCLB CPTGWTGYNDRCFIYIPTEMTWADAEKNCQDRGGNLASVHSFEEHQAIQG
AAA48719-G.gallus CEEGWIKFQGHCYRHFEERETWMDAESRCREHQAHLSSIITPEEQEEFVNS

XP 001091462-M.mulata

AAC80576-H.

sapiens

XP_872507-B. taurus
NP 113841-R.norvegicus

CEEGWTKYQGHCYRHFPDRETWVDAERRCREQQSHLSSIVTPEEQEFVNN
CDRGWHKFQGHCYRYFAHRRAWEDAEKDCRRRSGHLTSVHSPEEHSEFINS
CDHGWHKFQGHCYRYFAHRRAWEDAERDCRRRAGHLTSIHSSEEHNEINS
CDRGWHKFQGHCYRYFAHRRAWEDAERDCRRRAGHLTSVHSPEEHKFINS

*  kk * *  kk  * *

1 1 2 21
AAO43605-S.salar VVGSKTGGEFSTTWIGGFBAVODRLWEWSDGS———-EFDYQNWKKG
AAO43604-S.salar VVGSKTGGFSTTWIGGFBAVODRLWEWSDGS-——-—-EFDYQNWKKG
AAO43606-S.salar IAGCKTGAFSTTWIGGEFBAVODRLWEWSDGS----EFDYQNWAKG
BAB47156-A. japonica LH---KGSDDPFWIGLSAVHEGRSWLWSDGTSASAEGDESMWNPG
BAA95671-C.carpio LLP---STTKRCWLGVOBAVEBGOWLWSDGT----PYDYSNWCSNEP
SbCLB MILILTQAYPLTWLGGYBAAQBGAWFWSDGT----RFQFNFWDEGQPD|
AAA48719-G.gallus HAQ-—-———- DYQOWIGLS NDFRWSDGHS----LOFENWRPNQPD;

XP _001091462-M.mulata

AAC80576-H.

sapiens

XP_872507-B. taurus
NP 113841-R.norvegicus

NAQ-—-—--—-- DYQWIGLN
FGH-—-———- ENTWIGLN
FGR------ ENTWIGLN

FGH--———- ENSWIGLN
*

RTI
RIV|
RIV]
RTV

GDFRWSDGHP----MQFENWRPNQPD
RDEFQWTDNTG----LOFENWRENQPD
RDEFQWTDNTG----LOFENWRENQPD

RDEFQWTDNTG----LOYENWREKQPD
* * * *

AAO43605-S.salar GG-REPCIVINWGDEYRWNDIKCGNSFPSVCSKRI
AAO43604-S.salar GG-REPCIVINWGDEYRWNDIKCGNSEFPSVCSKRI
AAO43606-S.salar GG-REPCIVINWGDEYRWNDIKCGNSFPSVCSKRI
BAB47156-A. japonica GG-KEBCVHDNYGGQKHWNDIKCDLLFPSICVLRM
BAA95671-C.carpio N--VENCGEINWTSDRCW SCSTSMGYVCAKDC
SbCLB RA-NAHCMLMNFGDQKKYDBDQPCSFTKPEVCARKL
AAA48719-G.gallus FSAGEBCVVMIWHEQGEW, PCNYHLPFTCKKGT

XP 001091462-M.mulata

AAC80576-H.

sapiens

XP 872507-B. taurus
NP 113841-R.norvegicus

Figura 4: Alineamiento entre el dominio de reconocimiento de carbohidratos de la SbCLB y los de

FAAG
FAGG
FAGG
FAGG

CVVMIWHEKGEW
CVVMVAHESGRW:
CVVMVAHESGRW

CVVMVAHENGRW
* *

VPCNYHLPEFTCKKGT
PCNYNLPYVCKKGT

VPCNYNLPYVCKKGT
PCNYNLPYVCKKGT
* *

lectinas tipo C de otras secuencias tomadas del GenBank.
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Se llevo a cabo la construccion de un arbol filogenético considerando los dominios

C-lectinas de SbCLA y SbCLB, asi como los de otros organismos cuyas secuencias

fueron tomadas del GenBank. SbCLB se mostro cercano a otros peces tanto salmonidos

como no salmonidos con un valor de bootstrap de 53. Sin embargo, SbCLA fue mas

cercano a primates y roedores con un valor de bootstrap de 100 (Figura 5).

o4

100

100

52

Pan troglodytes (AALB9536)
-Homo sapiens (AAT10615)
Gorilla gorilla (AATBO534)

Rattus norvegicus (XP_577206)
ShCLA

ﬂ:&ima salar (AATTT222)
Ovyzias latipes (BABR3B33)

af

S8

B3

05 Salmo salar (AAO436035)
i—:&mﬁnchuj lanceslatus (BAE43334)
53 Anguilla japonica (BAB47136)

Cyprinus carpio (BAA936TL)

SbCLE

100 Gallus gallus (AAA487T19)

100 Macaca mulatta (XP_001091462)

Bos tawrus (XP_872507)

i:]'ﬁmeresums stefnegeri (AAD17252)
Deinagkistrodon acutus (AANIZTER)

100 Litopenaeus vannamei (ABI97374)

Penaeus monodon (ABI9T7373)

A

Chiamys farreri (AATTT680)

Figura 5: Arbol filogenético realizado con los dominios de lectinas tipo C de SbCLA, SbCLB y de

otras secuencias sacadas del GenBank.

La EST resultado de la sustraccion cuyo nombre en la tabla del capitulo II era “Beta-

galactoside-binding lectin” de 400 pares de bases fue caracterizada como galectina-1

(Sbgalectin-1) y la amplificacion por RACE en sentido 3" permitidé obtener una secuencia

completa de 785 pb (numero de acceso al GeneBank EU660937) que presentd una pauta

abierta de lectura (desde el nucledtido 60 al 467) que codificaba para una proteina de 135

aminoacidos y con un tamafio tedrico de 15 kDa (Figura 6). En esta figura podemos observar

el codon de inicio y el de stop marcados de negrita y la sefial de poliadenilacion “AATAAA”

en rojo y en negrita.
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CCGGGGCCGCAGCATACTCACTTCTCCTCAGCTCTACTTGACTGACTACATCTGCAATC
ATG TTT AAT GGT TTG ATC ATA AAA AAC ATG TCC TTC AAG GTT GGG CAG ACC ATG ACC ATT
M F N G L I I K N M S F K V G Q T M T 1

GTT GGA GTC GCC AAG CCG GAT GCA TCA AAT TTT GCA GTG AAT GTT GGC CCA GAT GAG
v GG VvV A K P D A S N F A VvV N V G P D E

AAG GAG ATT ACT ATG CAT ATC AAC CCT CGT TTT AAC GCC CAT GGA GAT GAG AAT GTG
K E I T M H I N P R F N A H G D E N V

GTG GTC TGC AAC TCT TAC CAG GGA GGC AAC TGG TGT GAG GAG CAC CGT GAG GGA GGC
v v C N S Y Q G G N W C E E H R E G G

TTT CCT TTC CAA CAG GGC GAG GAA TTC AAG ATC ACC ATT GAA TTC ACC CCT ACA GAG TTC
F P F Q Q G E E F K I T I E F T P T E F

CTC GTG ACC TTA TCA GAT GGC TCT ACA ATC CAT TTC CCC AAC CGC ATG GGT GAG GAG AAG
L v T L s bD GG S T I H F P N R M G E E K

TAC TCC TTC ATC AAC TTT GAT GGG GAT GTT CGC ATC AAA AGC TTT GAG ATA AAA TAA
Y S F I N F D G D V R I K S F E I K  Stop

ACCTCCACCTTCCCAGGAATATTCGGATTGAAATTCAGTTTTTGTTTTTTTTCAGCATTGTCTAGCAT
AAAGTCAACTAGCCATAGCTTTTATGCTCTTGAATGCATGTGCTATCAGTAGTGCCTTACATGCATT
GCATCACACAATGTATTATGCAAGAATTTTGCTTGTTAGCATGTGCAGGGGCAACCAACCATTGATA
GAAAGATGCATAGATGCAATATATGTCATAATAGTCTGACACACAGAAAAATACAGTGTATACAAT
AAATTGACTATTGACTGAAAAGCACCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Figura 6: Secuencia de nucledtidos y aminoacidos de Sbgalectin-1.

El tamafio molecular teérico de esta galectina (15244 Da) indica que debe de
pertenecer a las de tipo proto-, ya que éstas suelen tener un tamarfio tipico de entre 14 y 18
kDa. Ademas se realizo un alineamiento con galectinas de otras especies tomadas del
GenBank (Figura 7) y la presencia de los residuos importantes de union al carbohidrato
(marcados de azul) en la secuencia de Sbgalectin-1 (Liao et al., 1994) claramente
confirmaron que se trataba de un miembro de la familia galectina. Ademas no encontramos
ningun péptido senal en nuestra secuencia, que es otra de las caracteristicas de la familia de

las galectinas (Barondes et al., 1994).

Sbgalectin-1 ~MFNGLIIKNMSFKVGQTMTIVGVAKPDASNFAVNVGPDEKEITMHINPR
ABJ80692-H.hippoglossus ——-MKDMMVKNMSFKVGQTLTLVGVAKPDATNFALNIGSSDQDIVMHINPR
AAR84190-D.rerio —--MAGVLIQNMSFKVGQTLTITGVPKPDSTNFAINIGHSPEDIALHMNPR
P08520-E.electricus —SMNGVVDERMSFKAGONLTVKGVPSIDSTNFAINVGNSAEDLALHINPR
AAT37622-S.scrofa —-MACGLVASNLNLKPGECLKVRGEVAPDAKSFVLNLGKDSNNLCLHFNPR
NP 001009287-0.aries MACQGLVASNLNLKPGECLRVRGEVAADAKSFSLNLGKDDNNLCLHEFNPR
NP 996788-G.gallus -MEQGLVVTQLDVQPGECVKVKGKILSDAKGFSVNVGKDSSTLMLHFNPR
AAK11514-X.laevis -MAAGMVMNNFSLKQGHCLELKGFIPKDAKSFAINLGKDSSNYVIHFNPR
CF261531-I.punctatus ——-MVFTVKDMTFKAGQELTISGPPKSGCSLFSINIGHDADNIALHFNPR
P26788-C.myriaster ——-SGGLQVKNFDFTVGKFLTVGGFINNSPQRFSVNVGESMNSLSLHLDHR
Q9YIC2-C.myriaster —-MSDRAEVRNIPFKLGMYLTVGGVVNSNATRFSINVGESTDSIAMHMDHR
BAC67210-A. japonica —-MDFVEVKNLIMKSGMELKVNGVFNANPERFSINVGHSTEEIAVHVDVR

* * * ok ok * *

127



3. Resultados

Sbgalectin-1
ABJB80692-H.hippoglossus
AAR84190-D.rerio
P08520-E.electricus
AAT37622-S.scrofa
NP_001009287-0.aries
NP 996788-G.gallus
AAK11514-X.laevis
CF261531-I.punctatus
P26788-C.myriaster
Q9YIC2-C.myriaster
BAC67210-A. japonica

Sbgalectin-1
ABJB80692-H.hippoglossus
AAR84190-D.rerio
P08520-E.electricus
AAT37622-S.scrofa
NP_001009287-0.aries
NP 996788-G.gallus
AAK11514-X.laevis
CF261531-I.punctatus
P26788-C.myriaster
Q9YIC2-C.myriaster
BAC67210-A. japonica

Figura 7: Alineamiento entre la secuencia proteica de Sbgalectin-1 y otras secuencias de galectinas

tomadas del GenBank.

Entre las proteinas conocidas depositadas en el GenBank nuestra galectina presenta, a
nivel de proteina, la mas alta homologia con la beta-galactoside-binding lectin de

Hippoglossus hippoglossus.

El andlisis filogenético realizado resalté la normal taxonomia de todas las especies

incluidas y la Sbgalectin-1 aparecié en el mismo cluster con la galectina-1 de Danio rerio 'y

FNAHGDENVVVCN--SYQGGNWCEEHREGGFPFQQGEEFKITIEFTPTEF
FNAHGDENAVVCN--SYIGGOQWCEELREGGFPFQLGQEFKITIEFTPQEF
FDAHGDQCTIVCN--SFQSGSWCEEHRDDNFPFIQDKEFQIKITETNEEFE
FDAHGDOQAVVVN--SFQGGNWGTEQREGGFPFKQGEDFKIQITFNSEEF
FDMHGDINTIVCN--SKDGGAWGAEQRESAFPFQPGSVVEVCISFGHTDL
FEAHGDINTIVCN--SKDAGAWGAEQRESAFPFQPGSVAEVCVSENETDL
FDCHGDVNTVVCN--SKEDGTWGEEDRKADFPFQQGDKVEICISEFDAAEV
FDHEGDTNKIICN--SKEENSWGTEQRENVFPFQQGAETSICFEYQADHL
FNYKSDSNIIICN--SNQGG-WGOEQREHSFPPDODESFKVVETENNDQF
FNYGADONTIVMNSTLKGDNGWETEQRSTNFTLSAGQYFEITLSYDINKE
FSYGADONVLVLN-SLVHNVGWQQOEERSKKFPFTKGDHFQTTITFDTHTF

FSYLSDKRQLIIN--HKTGDAWQEEQRDARFPFTAGQAFQVSVVENEDTE
* * * * ok * *

LVTLSDGSTIHFPNRMGEEKYSFINFDGDVRIKSFETK———-———~
LVTLSDGSNIHFPNRIGAEKYSFMSFEGEARIRSIEIK—————=-——
LVTLPDGSEIHFPNRQGSEKYKYMYFEGEVRIQGVEIK——————-—
RITILPDGSEIHFPNN-—-—-- RYMHFEGEARIYSTIEIK-—-————~
TIKLPDGYEFSFPNRLNLEAIEYLAADGDFKIKCVAF-————————
TIKLPDGYEFKFPNRLNLEAINYLAAGGDFKIKCVAFE-—-—————
KVKVP-EVEFEFPNRLGMEKIQYLAVEGDFKVKATKFS—————-—~
KVKLSDGQEFNFPIRMPLDTITFLSMDG-IELKAT SLH-————-—~
YIKLPNGTMLSFPNRFGDDGFKHIDVQGDVKVQGIKIK—————-——
YIDILDGPNLEFPNRYSKEFLPFLSLAGDARLTLVKE-—-—-—-—~
YIQLSNGETVEFPNRNKDAAFNLIYLAGDARLTFVRLE-——-—-——
DIYLPDGQVAHFTNHLGAQEYKYIFFVGDATVKNISVNVADKPTKR
* *

con un valor de bootstrap de 84 (Figura 8).
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-Macaca mulatta (XP_001083427)
57 FPongo pygmaeus (CAH92239)
—:Hm sapiens (CAB42897T)
91 Bos taurus (AAT0315T)
G 77 {Om aries (NP_001009287)

Sus scrofa (AAT37622)

32 55 [—nRattus norvegicus (NP_063969)
-Mus musenlus (INP_032521)
Gallus gallus (NP_996788)

a1

75 [ Bufb arenarum (P3621T)
Xenopus laevis (AAK11514)

i:ﬂanfa rerio (AARE4190)
50 Shgalectin-1

Electrophorus electricus (P08520)
Ictalarus punctafus (CF261531)
-Anguilla japonica (BACG67210)

{Congwm)ﬁm;f&r (QOYIC2)

Conger myriaster (P26788)

o0 I—Cﬂpﬁnu.s cinereus (AAF34731)
Coprinopsis cinerea (EATUB5788)

Figura 8: Arbol filogenético realizado con la Sbgalectin-1 y otras secuencias de galectina obtenidas

del GenBank.

Se obtuvo la secuencia gendémica de la Sbgalectin-1 (nimero de acceso al GeneBank
EU660934) revelando la presencia de 3 intrones en las siguientes posiciones del ORF: 10 pb
(2144 bp de longitud), 90 pb (879 bp de longitud) y 262 pb (966 bp de longitud) (Figuras 9 y

10).
Ex 1 2 3 4
pr 2144 I 879

Figura 9: Estructura de la secuencia gendmica de la Sbgalectin-1.

ATGTTTAATGTAAGTACAATTTTATATGACAATAATATTTTGCTCCTGCATTGCTTTTACT
CTCTGTATGTTATGACTCAGATGGACGAGTAGTGTTAGGTCATATTTTAAAAGTGGAACT
GATAGCTGGTTGACATGTGCCAGCTCACTCTACTGTGTGACATGCAGATGAAACTGAACC
AGCTTTAACTATGCTTTAACTAAACCACTTTAGCTGTGTTTTTGTAACATGTGCTTCTGAG
TGTTCTGGACTTCTCAGATTTCTTTGATTGCCTTTTATGGTCAAAACATTCACTACAGACC
ACACATACATGGGCATCCAATGCATGAACAAGAAGTCAGCTGTTTAGGTTGTTACATTCT
TCCTGAAATAACTGACTTATACTAAAACAGAAAGGCTTGCTGTAACATTTGTCCATTTCA
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TTCATCTCTCATTATCTAGAGCTGGGCACAGCCAGCAATGCATTCTGGTCTCTATGAACTC
ATAAACGAGTAGATTACAATAAAGACCTTGTATCACTCTGGGTTTTTCTTGGCTACAGGG
AGAAACGTGGTTAGAAAGGGCACAGCAAGGGGGGGCAGCAGGTTTAAATCCCATTATAG
GAGAAAATGAAATAAAGTCATCATGTGGAGGTAAACATAGATGCTACTCTTAGAGCGTT
CAGCAGCAGATTGCGGAAGCTCTTTGTGATGCCGTTCTATCAGGGAATGTCCCTTGCACT
CTAAAATGCCTATTTTGCATTCATATCAGATTCCAGCAAGATATTAGAGTCAAATAATTC
ATTAAAAGAATTTCCTTGTTTGTGGTAGATGTGTTTAAAATGTACATCGTGTTTGCCAGTC
AGTCAGGGAGAGGTGTAATGCATTAGTATCCCTTATCCAGCACAGTATGCGGATTCCCTT
AGACAGCAGTGTCTGCAAGTCAGAGAGGTCCAACCTCGGCCCAGCCCCAGGCATGCAGT
CTTCAGGCATGTAGTCTGTCCCATGGCTCTTTCTGTTTCTGTGACCTCAGCCCAGCCCCAC
ACAGCTCAAGCCCCAGTGCTACGTGTTATACACGCACTTTACAGTGTAACTCTAACATGG
AAAGAATTTCGTACCCCATGTCATTCTTTCCTTTTACCTTCCCTTTCATTTCATGGTTTGGT
TGATCTTCCAGATGCAATAATTTGGTTTTACTCCAGATTATTGCGATAATAATATTCGCAA
GGATTTCAACAGCTGCAGAACACAAAACTCACACAGGTCATTAAAATTCTTGCTCCTGTC
CCCTGAAAGACATTGATGAAATGCAATTTGCTATCAAGTAAAAATAAAATTTGCAAAATT
CTTAAACTTTTTGCACATAAGGAATGTTTTCCTAAATGTAGGTGTGAATGATAAAACACA
TGATTTACAAAAAACAAGACATTAAAACAGCTACATTAATATCAAATCATTCTCTGCTCA
CTTGTCACTGTGTTTCTGGCAAGAATATAAATGACTGCAAAGTGCTGGGAGCTTGTAATT
CAGGCTGCTTCTACTGTGTCCGCTCAAATATCTCATCACCTAATGTCTAACTATATTATTA
AAAAAATGCAAATTCTCTAAGGGGCTGCTATTTATGTATTAGTTGCCCTGGTGACAGTTA
ACAGTACCCCACATACATCCTTTGACATAGTGACAACATGTTAAACAGTGGTGATCTGTG
TTTCGCTTTCAAATAATGGATTGCCCAAGTGTAATTTCCAAACAGGAAATGGCACAGCTC
AGTATTCCCCCGCCACATGTACACCAACCAAGTTGAGGATTTCTGCTGTGTTCAGCCTTTT
TGTCCACTGTGGACTGTGGACCAGTATTGCACTTAGGAAAATATTACTCAATTTAACAAC
GGCAAAAAATTTTAGCCTCTGCCAAAATCTGGAGGAAAAGGGCCATGGCAACAGTAGAG
CAGGAAAGCGCTGGAATCTTTGACCAGTCTGCCAATGGGAGTATAATTGAAAACACATG
TTTTGTAATTTCTAAGGATGAAGTGAGGATTGGAGAGTTGGCTGTGGCTACTGCTGGTGA
TGTTTCTTGCCTGAAGCCGCAATAATAATGAGCTCTAGTAAAATCCAGTATTATTTCCAC
ACAATAACGTACTGTCTTGCTTCCCCCTCCCCTCTTTTTCTGCACAGGGTTTGATCATAAA
AAACATGTCCTTCAAGGTTGGGCAGACCATGACCATTGTTGGAGTCGCCAAGCCGGATGC
ATCAAAGTAAATACTTATGTAAAACACTATCTACATATCTGAAATAAGTTCATCACAATA
AAATTGAAAATCTCTTGTTGGTTCTTTTCAGTGTTCAGGAGTTTACACCTGGTTCCACAAA
CAATCTTTCATGCATGTTATATAGAATACTATAATAATATTTGGATTACTGTTGTTGTTAC
TTTTGTCTCCCATTCACATGTAGCATTACCTTGTCATACACTGACTGCATATACAGTATAT
ATATATATTTATATACACCATTTCCCACATACTTGTTTAGAGTCATTCTGTCTATTATTTAC
CTGTATTTGTTCCTTGTTCTTGTTCTCAAGTGAATTGAGTCAAATGTCTTGTGTGTGTACA
CATGCTTGGCCAATAAAATGTATTCTTCTGAAAATTTTATCATTTAGCAAGGTAAAACAT
AAGACCTTGTTTCCTCAAAAAGGTTTTCTTGAAAATTAAGTTAAATTCTTTTTCAGTCTTG
TTTCTCTTCTTTAGTTACATCCCAGAAGGTGGCTGAGGCTTCAAGAGTCTAACTGATGAA
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ACATGTACTTCCAATTATCCCTATTCTTTCGCTACTTTCTGTGTTTACTCCATTTTCCCTGT
GGAATGCAGACTGAACTCAACATGTGGACCATTCTTTATACACACACTAACACACAGATT
GAGGTTGAATCTATAATCTATCTATAATCAGTTGCTGTCAGGGACTACCCATTAACTCCC
CCTCAGTAATGTGGGGGTGATGAAGATGATGGTTAGCAGATGAAAACTGGTTAAGGTTG
TCTCAATAGCTTGTGCACTTGGCATCCTCTTATCCATGTTGAATATAAGGAGCTACATTAA
TAGTGTAATAAATCTTTGTGTTACATTGTTCCGCAGTTTTGCAGTGAATGTTGGCCCAGAT
GAGAAGGAGATTACTATGCATATCAACCCTCGTTTTAACGCCCATGGAGATGAGAATGTG
GTGGTCTGCAACTCTTACCAGGGAGGCAACTGGTGTGAGGAGCACCGTGAGGGAGGCTT
TCCTTTCCAACAGGGCGAGGAATTCAAGGTGAGAGGTCCTGTGTGTGTACTTATTCCATC
CCTGCATGTGTGTCTGCGGGCATGGAGTCTGCCCCATGGTTCTGTCTGTCTGTTAGTGACC
TCTGTTGGAAGATGTGTGTCACTGTACCTCTGATAACTTCACCATCATGATTTGAGCAGC
AATTTATGGACTCGCAGAGATATGTGAAAACTATATATATGAATGTTTCATATTTCAGAT
AATGTATTTTAAGGTGTTTTTAATGATGGTACTAATTTTAATTAAATCACCATGTTAAAAA
ATACATAGAACTGGAAAGAGGTGTTTGGTTTGACATATTCACCATTAAATACTTTGTCCA
AGAATGGAGCAGAGGTTCAATATGTAACCTTGTCTGCATATTCTTCCCCTTTTCTCCCTGC
GATGAGAAGGAGATTACTATGCATATCAACCCTCGTTTTAACGCCCATGGAGATGAGAAT
GTGGTGGTCTGCAACTCTTACCAGGGAGGCAACTGGTGTGAGGAGCACNGTGAGGGAGG
CTTTCCTTTCCAACAGGGCGAGGAATTCAAGGTGAGAGGTCCTGTGTGTGTACTTATTCC
ATCCCTGCATGTGTGTCTGCGGGCATGGAGTCTGCCCCATGGTTCTGTCTGTCTGTTAGTG
ACCTCTGTTGGAAGATGTGTGTCACTGTACCTCTGATAACTTCACCATCATGATTTGAGCA
GCAATTTATGGACTCGCAGAGATATGTGAAAACTATATATATGAATGTTTCATATTTCAG
ATAATGTATTTTAAGGTGTTTTTAATGATGGTACTAATTTTAATTAAATCACCATGTTAAA
AAATACATAGAACTGGAAAGAGGTGTTTGGTTTGACATATTCACCATTAAATACTTTGTC
CAAGAATGGAGCAGAGGTTCAATATGTAACCTTGTCTGCATATTCTTCCCCTTTTTCTCCC
TGCATCTTGCACACATCCTACAATCAAGATCACCATTGAATTCACCCCTACAGAGTTCCT
CGTGACCTTATCAGATGGCTCTACAATCCATTTCCCCAACCGCATGGGTGAGGAGAAGTA
CTCCTTCATCAACTTTGATGGGGATGTTCGCATCAAAAGCTTTGAGATAAAATAA

Figura 10: Secuencia genomica de la Sbgalectin-1. Los intones estan marcados de color verde.

La EST resultado de la sustraccion cuyo nombre en la tabla del capitulo II era “Apcs-
prov protein” de 356 pares de bases fue caracterizada como pentraxina (Sbpentraxin) y la
amplificacion por RACE en sentido 5" y 3" permiti6 obtener una secuencia completa de 1563
pb (niimero de acceso al GeneBank EU660933) que presentd una pauta abierta de lectura
(desde el nucleotido 29 al 706) que codifica para una proteina de 225 aminoacidos con un

tamafio teorico de 26 kDa (Figura 11). En esta figura podemos observar el codon de inicio y
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el de stop marcados de negrita y la sefial de poliadenilacion “AATAAA” en rojo y en

negrita.

GACACAAAATCCAGACACAGATCTCAAG

ATG AAG TTT TTG CTG CTG GTG GTG ATG CTG AAA GCA TGT GCT GCA AGT CCT CAA GAT CTG
M K F L L L v vV M L K A C A A S P Q D L

TCA GGT AAA ATG TTC ACC TTC CCA CAA GAA ACC AAC AGA GCT CAT GTG AGG ATG AAT
S G K M F T F P Q E T N R A H V R M N

ATA TCG AAT CGG GAT TTG GCT GCT GCA ACT GTC TGT CAC AGA TCC TTT ACA GAC CTC AAA
I S N R D L A A A T VvV C H R S F T D L K

AGA GAC CAC GTCCTT TTC TCT TTG GCC ACA CCC TCT AAA ACC AAT GCT TTT CTG CTT TTC
R D H v L F S L A T P S K T N A F L L F

TGG GAT GAA ACA AAT AAA GAA ATG GAG CCA CAT ATC CTG GAT AGA AAG TCA GAA TAT
W D E T N K E M E P H I L D R K S E Y

CGA GGG CAG GAC TAC AAG CCG AAC ATG TGG CAC TCT GTT TGT ACC ACA TGG GAC TCT
R G Q D Y K P N MW H S VvV C¢C T T W D S

ACG ACT GGA CTG GTG CAG CTG TGG TTT GAT GGA CAA CCT TCA ATT AGG AAA TTC ATC AGC
T T G L v Q L W F D G Q P S I R K F 1 S

TCT GGA ACA AAC ATC AGA TCG TCC AAT ATG ATA ACT ATA TTA GGA CAG GAG CAG GAT
S G T N I R S S N M I T I L G Q E Q D

GCA CAT GGT GCG GGG TTT GAC CTT AAA CAG TCT TTT GTT GGC ATG ATG TCT GAT GTC CAC
A H G A G F D L K Q S F V G M M S D V H

ATG TGG GAC TAC ATC CTT TCA CCC TGT GAG ATC CAC AAC TAC ATG GAT GAT CTA CAG TTC
M W D Y 1 L S P C E I H N Y M D D L Q F

ACT CCA GGG AAT GTG CTC AAC TGG AGG GCG CTG GAG TTC CAG ATT GTA GAC AGA GTG
T P G N VvV L N W R A L E F Q I VvV D R V

CTG ATA GAA GAT AAA CTA CAT ATC TGT AAC TAA
L 1 E D K L H I C N Stop

ACATTTCACACAATACCATATATACTTTAGAAGTACAAAATCATACTTTCTGTGCTTTTATGTATATA
AGTTACCAATGACAGCCATTTATGTTAAATCATCATTTAGGATAGGTTTTGATTTTTTTTTAATACAG
TAATGACATGATAGAGTTATTTTGGTCACTCTGATCATTTTACCTGTCCATACCATGAAATGAATCCT
CCCTAACATGACTCTGGTGTAGAAAAGGGGGTACAAAATCCATAGTCCTCCTCCTGTTCAAAGTTCA
GCTAAAGGTAATAGTGAGTTACCCAAATCAGGTTTGTTTTAACACCATAATTTTCAATAAAGTCATT
CTATGGTGGTACTTCACAGCCAGTATGGAGAGGAGGAATGATTATGGTGACCCATGACTCTCTCAA
TGTACATGTATACATTGTAATGGCTCAATGTGTTGTGTGTACAGCATGCATGCAGTAAAAATAGAGT
GAATATTAAGTTTACTGTGTTGTTGAACAGCCACAGACAGGCAGTCAAACATGCCATGACAACATG
ATACAAATTCCCAGTTGGCAAGGTAGTAGACCTACCACATGGTCTTGGTTTTCTGCATGGTCCAATC
CTACTGTCTAGATTGTTTTTTAATGTTAGTCATAACGACTGTATGGGGCAATAATTATTATTAATTCG
GGCTGTCAATCTGTAAGGTTGTTTTCAAGGTCATCTGCCCCCTACTGGGCAAAAATGATAAATGCCG
CTTTAACTGGGTTTTGATTTTCTATCAATTGTACTCATCTTGGCACTGTTCTATTTGTTTTTTGAAATA
AACAATATCTTCACTCAAATAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Figura 11: Secuencia de nucleétidos y aminoacidos de Sbpentraxin.
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Sbpentraxin tiene una region 3" no codificante (3 -untranslated region, 3’-UTR) de
857 pares de bases, este resultado sugiere que nuestra proteina debe de ser una proteina C
reactiva porque la existencia de regiones 3" no codificantes bastante largas (858-1500 pb) es
una de las caracteristicas de las proteinas C reactivas de mamiferos (Whitehead, 1989; Rubio
et al., 1993; Jensen et al., 1997). A nivel de proteina, esta pentraxina presenta la mayor
homologia con la pentraxina de Sa/mo salar, entre otras proteinas conocidas depositadas en

el GenBank.

Un alineamiento con pentraxinas de otras especies confirmé claramente que la proteina
Sbpentraxin es un miembro de la superfamilia de pentraxinas, puesto que nuestra secuencia
tiene las dos cisteinas, altamente conservadas, que estdn involucradas en puentes disulfuro
intramoleculares (marcadas de amarillo). Ademads, también podemos observar la firma de las
pentraxinas TWxS (marcada de azul), donde x puede ser cualquier aminoacido (Garlanda et

al., 2005) (Figura 12).

NP 001008175-X.tropicalis —-—--—-—--- MVRYVLWEVFFTGCLAQEDLGGKVEFLFPKATDTAHVILKPVI
NP 999009-S.scrofa  ----- MEKLSLCLLVIISLSNAFAQTDMIGKAFVFPKESENSYVSLTARL
CAA67765-S.salar MESALNLMAKLVFLLPLIYGCYGEHQDLSGKVEVIPMATSTSHVKLHANV
CAA67764-0.mykiss MESALNLTGKLVFLLVLIYGCYGDLODLSGKVEVIPMTTSTSHVKLHANV
Sbpentraxin =0 ————--—-- MKFLLLVVMLKACAASPQDLSGKMEFTFPQETNRAHVRMNISN
BAB69039-C.carpio ---MMLVPVVLFFCLLLSLTAAATEVGLVGKVLLFPTKTNTSFVALTPEK
XP 001331789-D.rerio -MRRLASYVIFIVCCGLALSQQPERKCLREKVIVFPELSTNTWVKLHPNE
* * *

NP 001008175-X.tropicalis KKPVESFTVCLESYTELTREH-SLFSLAVPGKDNALLIFPMPPT-TCRFI

NP 999009-S.scrofa TKPLTAFTVCLRVYTDLNRDY-SLESYATKTQYNEILLFRGKTA-VYSIS

CAA67765-S.salar SEPISAMTMCQRENSEQERGQ-SLFSLATQSHDNDLLLYKRSMG-VYRVH

CAA67764-0.mykiss SKPISAMTMCQOREFNSEQERGQ-SLFSLATQSHDNDLLLYKRSMG-VYRVH

Sbpentraxin -RDLAAATVCHRSFTDLKRDH-VLFSLATPSKTNAFLLFWDETNKEMEPH

BAB69039-C.carpio PLSLSAFTLCMRVATELQGER-ETILFAYRTQDYDELNVWREKDGRLSEY

XP 001331789-D.rerio SMTQTEFTVCMREYTDQESSNPCLEFSLATPSNPQDISLSWSAETKKYQLL
* % *

NP 001008175-X.tropicalis LNQEPVDPKVQP-EVFDWKHTCVAWESGSGVVQLWINGKLYPRTVLKKGP

NP 999009-S.scrofa VGGADVVFKPH--QSSEPMHFCMTWESTSGITELWVDGKPMVRRSLKRGY

CAA67765-S.salar IKGASLDFISLPDSKNEWISICWIWDSKSGLTQLWVNGKRSARRILKPDT

CAA67764-0.mykiss IRGDVLDFFSLPDSKNEWISICWIWDSTTGLTQLWVNGKRSARRILKPDT

Sbpentraxin ILDRKSEYRGODYKPNMWHSVCTTWDSTTGLVQLWEFDGQPSIRKEFISSGT

BAB69039-C.carpio LSGSG-AFFNLPALSTFGTHLCLTWDSETGLSAFWMNGHRSTFQLYRKGH

XP 001331789-D.rerio IHNSPVQFKGLPENLNQWNTICVIWDVKNALAQMEVNEVASIKKVVGPKQ
*  *

NP 001008175-X.tropicalis LIDA-KASIILGQEQDSYGGGFDISQSFMGEISNVHMWDYVLTQVDIQKV

NP:999009—S.scrofa SLGT-QASIILGQEQDAFAGGFEKNQCLVGDIGDVNMWDYVLSPEEINTV

CAA67765-S.salar SVIG-TPSIMLVQEQDSYGGGEFDVSQSFVGEVTDVHFWDSVISPCEIQLY

CAA67764-0.mykiss SVIG-TPSIMLVQEQDSYGGGEFDSSQSFVGEVTDVHFWDSVISPCEIQMY

Sbpentraxin NIRSSNMITILGQEQDAHGAGEFDLKQSFVGMMSDVHMWDYILSPCEIHNY

BAB69039-C.carpio SIRP-GGTVLLGODPDNYLGAFEVEQSFVGEITDVHMWDHVLSGSQIMAV

XP 001331789-D.rerio AFKG-APVISLGQCQTQIGGSFPOSKTFTGFISDVHMHNQVLTTNQIKTY
* * * * *
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NP 001008175-X.tropicalis LAGKK--DVNGNIINWRSLQYEIKGDVTVQPKLQCRS
YAGG---TFSPNVLNWRALRYEMSGEVYVKPQLWP--
MOLNR--FTPGNILNWKALEFTVEGKVEFIERSEFRSE
MELNK--FTAGNILNWKDLQFSIEGKVFIEKSEFRNE
MDDLQ--FTPGNVLNWRALEFQIVDRVLIEDKLHICN
YSNQEPYVPKGNVEDWNTIKYEINGSVLVVQES-——---
MEAKS-KYKLGDYISWHNLMYTIFGSAEINEKHHVTF

NP 999009-S.scrofa
CAAG67765-S.salar
CAA67764-0.mykiss
Sbpentraxin
BAB69039-C.carpio

XP _001331789-D.rerio

*

Figura 12: Alineamiento entre la secuencia proteica de Sbpentraxin y otras secuencias de pentraxinas

tomadas del GenBank.

Se construy6 un arbol filogenético con secuencias de pentraxinas de otros organismos

y se puede observer que la Sbpentraxin estd muy cercana a las pentraxinas de salmén y de

trucha arcoiris con un valor de boostrap de 53 (Figura 13).
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Cavia porcellus (P49254)

Homo sapiens (NP_000358)

_|:Sus serof (NP_999000)
32
Oryetolagus cuniculus (AAAT5404)

Mus museulus (NP_031794)

_|:Rarm; norvegicus (NP_058792)
Mesocricetus auratus (P49262)

Gallus gallus (ABD16281)

Figura 13: Arbol filogenético realizado

obtenidas del GenBank.
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Capitulo III: Caracterizacion de los genes seleccionados: lectinas

SbCLA, SbCLB y Sbgalectin-1 fueron también elegidos para estudios de expresion in
vivo a las 4 y a las 72 horas post-infeccion. En las gréaficas de la qPCR se puede observar una
clara diferencia entre las muestras infectadas y las controles para los tres genes candidatos,
asi se observo un aumento significativo de la expresion a las 4 horas post-infeccion en el
caso de las tres lectinas y de la SbCLB a las 72 horas post-infeccion. Sin embargo, la
expresion de SbCLA y Sbgalectin-1 descendi6 a las 72 horas después de la infeccion (Figura
14).

3 34 *
3 o
2 3]
2] * ®
3 2/ 3 2
S S *
3 (7]
1 g
1 * 5 1
3 5
$ 8
-]
20 ‘ 24
4 horas 72 horas 4 horas 72 horas

0,8 A

0,4 4

indice de expresién de Sbgalectin-1

4 horas 72 horas

Figura 14: indices de expresion de Real-Time PCR para SbCLA, SbCLB y Sbgalectin-1 en rifiones
cefalicos de lubina infectada intramuscularmente con nodavirus. Las unidades de expresion se
calcularon dividiendo los valores de los infectados entre los valores de los controles, una vez

normalizados con respecto a la expresion de la B-actina.
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4. DISCUSION.

La inmunidad innata es la primera linea de defensa frente a patdgenos y juega un papel
fundamental en la activacion y orientacion de la inmunidad adaptativa asi como en el

mantenimiento de la integridad de los tejidos y en su reparacion (Garlanda ez al., 2005).

Entre los genes inmunes diferencialmente expresados que se obtuvieron como
resultado de la sustraccion de librerias realizada en rifdn anterior 4 horas después de una
infeccion con nodavirus, nos centramos en el estudio de cuatro lectinas ya que este grupo de
proteinas juega un papel relevante en la defensa del hospedador junto con otros factores
humorales como las inmunoglobulinas, los componentes del complemento, la lisozima o las
hemolisinas (Ingram, 1980; Sanford y Harris-Hooker, 1990; Alexander e Ingram, 1992;
Cooper, 2002; Almkvist y Karlsson, 2004; Fujita et al., 2004; Vasta et al., 2004a; Vasta et
al., 2004b). Ademas estas proteinas estan involucradas en numerosos procesos celulares
como la unién a otras proteinas, incluyendo las células y los procesos de adhesion célula-
célula o célula-matriz extracelular (Cooper et al., 1991; Puche y Key, 1995; Elgavish y
Shaanan, 1997; Vasta et al., 2004b).

En el presente capitulo de la tesis doctoral caracterizamos la secuencia completa de
ADNc de dos lectinas tipo C (SbCLA y SbCLB), una galectina (Sbgalectin-1) y una

pentraxina (Sbpentraxin), nunca antes caracterizadas en lubina.

Las lectinas de tipo C son lectinas dependientes de i6n Ca®" ampliamente distribuidas
por el reino animal (Drickamer, 1988; Kilpatrick, 2000; Dodd y Drickamer, 2001). La
mayoria de las proteinas que contienen dominio de lectina tipo C (C-type lectin domain,
CTLD) han sido descritas en mamiferos, pero existen algunas ya identificadas en peces
teledsteos incluyendo alguna especie modelo como fugu (Vitved et al., 2000; Zhang et al.,
2000; Bayne et al., 2001; Mistry et al., 2001; Tasumi et al., 2002; Richards et al., 2003;
Soanes et al., 2004; Zelensky y Gready, 2004; Panagos et al., 2006).

La comparacion de SbCLA y SbCLB con otras secuencias de lectinas tipo C
previamente publicadas demostrd que estas proteinas pertenecian a la familia de las lectinas

tipo C (Figuras 2 y 4). De los 17 grupos en que se clasifican las lectinas de tipo C nuestra
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secuencia SbCLA pudo ser clasificada como perteneciente al grupo II debido a que se trata
de una proteina de membrana con un dominio transmembrana en el extremo N-terminal y un
CTLD en el extremo C-terminal (Drickamer y Taylor, 1993; Zelensky y Gready, 2005).
Ademas, nuestra secuencia tiene la misma estructura que las previamente publicadas en
salmén por Soanes et al. (2004) que fueron clasificadas como pertenecientes al grupo II. Sin
embargo, la secuencia SbCLB se clasificd como perteneciente al grupo VII, que consiste en
un solo CTLD sin ningln otro dominio N- o C-terminal asociados (Drickamer and Taylor,
1993) y contiene a mayores un péptido sefial para su secrecion extracelular. Esta secuencia

es muy similar a la descrita en salmén por Richards ef al. (2003).

Ambas secuencias contienen las seis cisteinas necesarias para la formacion de tres
puentes disulfuro que mantienen la estructura de la molécula pero difieren en la secuencia
WIGL (caracteristica de las lectinas de tipo C), asi mientras que SbCLA contiene la auténtica
“WIGL” (Figura 2) SbCLB contiene “WLGG” donde aparece una leucina en la segunda
posicion (como en la secuencia de Cyprinus carpio) y una glicina en la ultima (al igual que

en las secuencias de Salmo salar) (Figura 4).

Las lectinas de tipo C pueden ser divididas en dos grandes grupos en funcion del
carbohidrato que reconozcan. Asi las que contienen la secuencia EPN reconocen
carbohidratos de tipo manosa y las que tienen la secuencia QPD reconocen carbohidratos de
tipo galactosa (Weis et al., 1998; Zhang et al., 2001; Zelensky y Gready, 2005). SbCLB
tiene la secuencia “QPD” que nos indica que se trata de una lectinas tipo C que reconoce
ligandos como galactosa o similares (Figura 4). Sin embargo, SbCLA presenta la secuencia
“QPN” (presenta asparragina en lugar de acido aspartico en la tercera posicion) que no se
corresponde con ninguna de las secuencias tipicas de reconocimiento de ligandos de las
lectinas tipo C. Podria tratarse de un hibrido entre ambas secuencias y que habria que hacer
pruebas de union a ligandos para ver a qué tipo reconoceria. Este reemplazamiento
probablemente no afectaria al sitio 2 de union al ién Ca®" pero si podria influir en la

especificidad por el carbohidrato (Soanes ef al., 2004)

También se llevo a cabo la construccion de un arbol filogenético considerando los
CTLD de ambas secuencias junto con otros dominios de lectinas tipo C de diferentes

organismos tomados del GeneBank. SbCLB se mostro cercana a otros dominios de peces
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salménidos y no salménidos con un valor de bootstrap de 53 (el Bootstrap es uno de los
métodos mas utilizados para evaluar la precision de una filogenia, asi cuanto mas alto sea
este valor mas precisa es la ramificacion del arbol), sin embargo, SbCLA se mostro mas
cercana a primates y roedores (100 de valor de bootstrap) (Figura 5); esto puede ser
indicativo de que los dominios de union al carbohidrato de las lectinas tipo C son secuencias

proteicas altamente conservadas a lo largo de la evolucion.

Las galectinas o proteinas de unién a beta-galactésidos son pequefias proteinas
solubles independientes de Ca**, que estan ampliamente distribuidas en los tejidos de los
vertebrados (Teichberg et al., 1975; Levi y Teichberg, 1985; Bols et al., 1986; Parotaud et
al., 1987; Muramoto y Kamiya, 1992; Scheneller et al., 1995; Ahmed et al., 1996; Ogawa et
al., 1999; Solis et al., 2000; Inagawa et al., 2001) pero que también se encuentran presentes
en invertebrados como gusanos, insectos y moluscos (Hirabayashi et al., 1992, 1996; Pace et
al., 2002; Tasumi y Vasta, 2007) ¢ incluso en esponjas y hongos (Pfeifer et al., 1993; Cooper
et al., 1997). En el presente estudio caracterizamos un nuevo miembro de la familia de las
galectinas, una galectina de tipo proto- de lubina, como muestra el alincamiento de ésta con
otras secuencias de galectinas de otros organismos (Figura 7). Las galectinas se pueden
clasificar en tres grandes grupos segin su estructura: proto-, quimera- y de repeticion en
tandem. Como acabo de indicar anteriormente, clasificamos la Sbgalectin-1 como una
galectina de tipo proto- (el tipo mas abundante) ya que presenta un unico dominio de
reconocimiento de carbohidratos (carbohydrate recognition domain, CRD). Ademas esta
proteina, encontrada en nuestra libreria, no presenta péptido sefial de secrecion, caracteristica
peculiar de las galectinas que, a pesar de ser proteinas solubles, no presentan péptido senal
(Barondes et al., 1994). En el alineamiento también estan resaltados los aminoacidos
criticos, los que estan involucrados en la interaccion con el carbohidrato y en su
especificidad (Liao et al., 1994). El andlisis filogenético agrupd a la Sbgalectin-1 en el
mismo cluster con la galectina-1 de Danio rerio con un valor de bootstrap de 84 (Figura 8),
sugiriendo, al igual que en el caso anterior, que se trata de proteinas altamente conservadas a
lo largo de la evolucion. También se obtuvo la secuencia gendmica de la Sbgalectin-1 que
presenta tres intrones (Figuras 9 y 10), al igual que todas las galectinas-1 descritas hasta la
fecha (Hafiz Ahmed, comunicacién personal), lo que nuevamente nos indica que esta

proteina esta muy conservada a lo largo de la evolucion.
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Las pentraxinas son una superfamilia de proteinas del plasma caracterizadas por su
ensamblaje pentamérico y su union al carbohidrato dependiente de calcio, ademas estan
altamente conservadas en la evolucion desde aracnidos hasta insectos y humanos (Garlanda
et al., 2005; Mantovani et al., 2008). Existen dos grandes grupos de pentraxinas: las cortas,
con un tamafio tipico de alrededor de 25 kDa, y las largas. Son proteinas del suero
producidas como parte de la respuesta de fase aguda a un trauma o a una infeccion (Steel and
Whitehead, 1994; Gewurd et al., 1995). Los dos tipos de pentraxinas cortas, la proteina
amiloide del suero (serum amyloid protein, SAP) y la proteina C reactiva (C-reactive
protein, CRP) pueden activar la cascada clasica del complemento (Cook et al., 2003; Du
Clos y Mold, 2004; Garlanda et al., 2005). Sbpentraxin pertenece al grupo de las pentraxinas
cortas y debido al tamafio de la regiéon 3'UTR probablemente se trate de una proteina C

reactiva (Whitehead, 1989; Rubio et al., 1993; Jensen et al., 1997) (Figura 11).

Se realizaron estudios de expresion de SbCLA, SbCLB y Sbgalectin-1 a las 4 y a las
72 horas de una infeccion experimental con nodavirus. Los resultados obtenidos muestran
una clara diferencia entre las muestras infectadas y las controles con un incremento
significativo de los tres genes 4 horas después de la infeccion, sin embargo, a las 72 horas la
expresion de SbCLA y Sbgalectin-1 descendié con respecto a los controles mientras que la
de SbCLB continué aumentando (Figura 14). Resultados similares fueron descritos en
galectinas de mamiferos por Zuniga et al. (2001) quien describié que la expresion de la
galectina-1 fue mayor en macréfagos de raton infectados con Trypanosoma cruzi que en los
controles no infectados. Soanes ef al. (2004) detectaron un aumento en la expresion de tres
receptores de lectinas tipo C en salmén Atlantico en respuesta a una infeccion con

Aeromonas salmonicida con respecto a los controles.

En mamiferos, las lectinas actian como mediadoras en el reconocimiento de gran
cantidad de patogenos incluyendo bacterias tanto Gram-positivas como Gram-negativas,
levaduras, parasitos y virus. Los mecanismos por los cuales actuan incluyen la activacion del
complemento, el incremento de la opsonizacion, la fagocitosis y la apoptosis que permiten la
destruccion del agente infeccioso (Fraser et al., 1998; Lu et al., 1990; Perillo et al., 1995;
Reading et al., 1995). Las lectinas pueden tener funciones reguladoras del sistema immune
adaptativo, permitiendo la apoptosis de c¢lulas T activadas o aumentando la produccion de
citoquinas en células T activadas y no activadas (Novelli et al., 1999; Rabinovich et al.,

2002; van der Leij et al. 2004). Teniendo todos estos papeles en cuenta, la identificacion de
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la galectina y de las lectinas tipo C en la libreria sustractiva es indicativo de que estas
moléculas pueden tener papeles de defensa importantes en la inmunidad de los peces.
Ademas, la respuesta el incremento en la expresion génica en los estadios tempranos de la

infeccion in vivo con nodavirus valida los resultados de la SSH previamente descrita.

En este capitulo se caracterizaron cuatro lectinas: dos lectinas tipo C, una galectina y
una pentraxina. En el siguiente capitulo continuaremos con el estudio de la galectina,

obteniendo la proteina recombinante y realizando con ella una serie de ensayos funcionales.
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Capitulo IV: Estudios funcionales. Galectina-1 recombinante

1. INTRODUCCION.

En el capitulo anterior de la presente tesis doctoral se caracterizaron dos lectinas tipo
C, una galectina y una pentraxina. En este capitulo me centraré mas en el estudio de una de

estas lectinas: la galectina.

Nuestra galectina fue clasificada como galectina-1. Las galectinas son una familia,
altamente conservada, de proteinas que se caracterizan por tener un dominio de
reconocimiento de carbohidratos (CRD) responsable de su unién, independiente de Ca**, a
los B-galactdsidos. Este dominio esta compuesto por 130 aminoacidos, de los cuales muchos
estan altamente conservados y tienen una estructura terciaria formada por dos laminas beta
Estan ampliamente distribuidas en vertebrados pero también estan presentes en invertebrados
e incluso en hongos y protistas (Hirabayashi et al., 1992; Pfeifer et al., 1993; Cooper et al.,
1997; Solis et al., 2000; Pace et al., 2002). En un principio, Kilpatrick (2000) en un tratado
sobre lectinas clasifico las galectinas de mamiferos en 10 familias. Posteriormente, Vasta et
al. (2004a) ampliaron la clasificacion a 14 familias de galectinas en vertebrados superiores y
en una revision realizada por Camby et al. (2006) describieron que, en mamiferos, se habian
identificado 15 galectinas distintas. Mientras que algunas de estas galectinas contienen un
solo CRD y son biologicamente activas como mondémeros (5, 7 y 10), como homodimeros
(1,2, 11, 13, 14 y 15) o como oligdomeros, que se agregan gracias a un dominio no-lectina,
(3) otras contienen dos CRDs conectados por un corto péptido de uniéon (4, 6, 8, 9 y 12).
Todas ellas tienen varias caracteristicas en comin: actividad independiente de Ca®",
especificidad por los B-galactdsidos, extremo N-terminal acetilado, carencia de péptido
senal, falta de carbohidrato unido, carencia de glicosilacion y localizacion

predominantemente citoplasmatica (Kilpatrick, 2000; Cooper, 2002).

Gracias a la caracterizacion de la galectina y de su secuencia nucleotidica completa se
pudo obtener la proteina recombinante para llevar a cabo los ensayos funcionales que se
detallan en este capitulo. La galectina-1 es una proteina no glicosilada, de tal forma que se
puede obtener su proteina recombinante utilizando el sistema de expresion en organismos
procariotas, lo cual es una ventaja frente a otras proteinas que necesitan del sistema de

expresion en organismos eucariotas.

La obtencion de proteinas recombinantes tiene aspectos ventajosos frente a la

purificacion de la proteina nativa ya que se puede disponer de la proteina en mayor cantidad
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y en el momento que se requiera y es valida para realizar todo tipo de ensayos funcionales.
Asi, el estudio de la funcion de gran cantidad de proteinas se ha realizado utilizando
proteinas recombinantes. Ademds, se han obtenido muchas proteinas recombinantes
humanas que se estan aplicando con fines terapéuticos, de esta manera la insulina fue la
primera proteina recombinante aprobada para su uso en humanos en 1982. Hasta la fecha,
mas de 60 proteinas recombinantes se estan usando terapéuticamente (Tabla 1) y mas de 200
se encuentran en avanzado estado de estudio. Puede anticiparse que en un futuro préximo, se
encontraran disponibles para uso médico un minimo de 100 productos farmacéuticos

derivados de la tecnologia génica (Smith, 2006).

Tabla 1: Productos biofarmacéuticos aprobados para su comercializacion (Smith, 2006).

Producto Uso médico ampliamente aprobado Afio de introduccién
en el mercado

Insulina Diabetes 1982
Hormona de crecimiento humano Déficit de crecimiento 1985
Interferon o Cancer, infecciones viricas 1985
Anti-células-T Transplantes de drganos 1986
Vacuna de la hepatitis B Prevencion de la hepatitis B 1987
Activador tisular del plasmindégeno Enfermedades cardiovasculares 1987
Eritropoyetina Anemia 1989
Interieucina-2 Céancer 1992
Factor de coagulacion VIl Hemofilia A 1992
Interleucina-10 Prevencion de la trombocitopenia 1997

Tomado de Bienz-Tadmor [1993] Bio/Technology, 168-71

A escala industrial, la produccion de proteinas recombinantes involucra las siguientes

ctapas:

fermentacion: las bacterias son cultivadas en tanques sellados (fermentadores) que

contienen un medio de cultivo nutritivo.

extraccion: las células son centrifugadas para recuperar las proteinas de su interior.

purificacion: se separa la proteina recombinante de las otras proteinas bacterianas.

formulacion: la proteina recombinante es modificada para conseguir una forma estable

y estéril que puede administrarse terapéuticamente.

En el caso en concreto de la galectina-1 se han publicado bastantes trabajos para
clarificar las funciones de esta proteina en los que se utilizaba para ello la proteina
recombinante. Asi, Perillo et al. (1997) describieron que la galectina-1 inducia apoptosis de

los timocitos humanos utilizando la galectina-1 recombinante humana. Rabinovich et al.
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(1999) estudiaron la capacidad de adhesion de las células T a componentes de la matriz
extracelular en presencia de galectina-1 recombinante. Levroney ef al. (2005) demostraron la
capacidad antiviral de la galectina utilizando galectina-1 recombinante en el caso del virus

Nipah.

Ademas, en el caso en concreto de una enfermedad que afecta al sistema nervioso
como es la causada por los nodavirus puede que la galectina-1 recombinante actie como
agente terapeutico ya que se describio que esta proteina, en su forma oxidada, juega una serie
de papeles importantes en la regeneracion del sistema nervioso central después de un dafo

tisular (Camby et al., 2006).

En este capitulo detallo como se llevdo a cabo la expresion y purificacion de la
galectina-1 recombinante de lubina (rSbgalectin-1), la comprobacion de su actividad
mediante un ensayo de hemaglutinacién, asi como los resultados de algunos ensayos
funcionales que se realizaron con ella tanto in vivo como in vitro. Entre los ensayos
realizados se encontraron la medida del estallido respiratorio y de producciéon de NO, dos
procesos que, como se comentd en la introduccion general, van asociados a la fagocitosis.

También se realizaron experimentos de mortalidad y de expresion de citoquinas.
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2. MATERIAL Y METODOS.
2.1. Expresion y purificacion de la rSbgalectin-1.

Como la galectina-1 es una proteina soluble y no glicosilada se pudo llevar a cabo la
expresion de la proteina recombinante utilizando el sistema de expresion procaridtico, en

concreto se utilizo el vector de expresion pET-30a(+) en células de Escherichia coli (en

concreto se uso la cepa B121 de esta bacteria).

El marco abierto de lectura completo de la galectina-1 de lubina se amplifico por PCR
usando cebadores que contenian un sitio de corte para Nde I (en el caso del cebador directo)

o para BamH 1 (en el caso del cebador reverso):

D: 5'-GGGGGGGGGATTCCATATGTTTAATGGTTTG-3"
R: 5"-GGCGCGGTACCCTATTTTATCTCAAAGC-3’
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Después de la amplificacion, el producto de PCR se cloné en el vector pGEM-T
(Promega) y el pldsmido con la secuencia correcta fue digerido y ligado dentro del
pET30a(+) (Novagen) previamente cortado con estas mismas enzimas de restriccion. Con el
nuevo plasmido de expresion obtenido se llevo a cabo la transformacion de las células
competentes de E. coli BI21 Star (DE3) (Invitrogen), se realizo una PCR de confirmacion de
los clones positivos utilizando cebadores del vector y cuatro de estos clones positivos se
pusieron a crecer toda la noche en 3 ml de LB con 50 pg/ml de kanamicina (Sigma) a 37 °C
y a 200 rpm. Al dia siguiente, se utilizd 1 ml para preparar gliceroles y asi poder conservar
los clones positivos congelados a -80 °C mientras que los otros 2 ml se utilizaron para
inocular 200 ml de LB con kanamicina que se dejaron creciendo a 37 °C y 200 rpm durante
2.5 horas mas; después se tomo una alicuota de 1 ml (controles de expresion no inducidos) y
al resto se le anadid isopropil-B-D-tiogalactopirandsido (IPTG, Invitrogen) a una
concentracion final de 1 mM para que se produjera la expresion de la proteina. Tanto los
controles no inducidos como el matraz con los 200 ml se dejaron a 37 °C y 200 rpm durante
3 horas, después de las cuales se tomd 1 ml de cada matraz (muestras inducidas). Tanto los
matraces como los tubos se centrifugaron a 5000 g durante 10 minutos a 4 °C, los
sobrenadantes obtenidos fueron transferidos a tubos nuevos que se guardaron a 4 °C y a los
precipitados se les afiadio fenilmetilsulfonil floruro (PMSF, Sigma) para evitar la accion de

proteasas y se guardaron a -80 °C hasta su uso.

Para obtener las proteinas solubles se realizé un tratamiento de ruptura de las paredes
celulares, de manera que se afiadio a los pellets una mezcla de lisozima (100 pg/ml), PMSF
(1 mM) and S-mercaptoethanol (10 mM) (Sigma) y se mantuvieron en agitacion durante 30
minutos a 4 °C para luego centrifugarse a 16000g durante 10 minutos a 4 °C y recoger el
sobrenadante. En principio este tratamiento se realiz6 con los precipitados para ver ctal de
los clones tenia una mayor expresion de la proteina. Estos sobrenadantes se cargaron en un
SDS-PAGE al 15% de concentracion de acrilamida:bisacrilamida para ver la presencia de la

proteina esperada.

Una vez que se eligié el mejor clon se llevo a cabo la purificacion de la rSbgalectin-1
mediante cromatografia de afinidad en una columna de lactosa-Sepharosa 6B y todo el
proceso se llevd a cabo a 4 °C. Se lavé la columna con 1 volumen de 7 M de hidrocloruro de
guanidina para eliminar todas las posibles proteinas que pudieran estar unidas a ella y a
continuacion se pasaron 20 volumenes de tampén de equilibrio (PBS-ME). A continuacion

se llevo a cabo el procesamiento de la muestra (precipitado procedente de la centrifugacion
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del cultivo liquido del matraz correspondiente al clon elegido) de la misma manera que se
explico anteriormente y la fraccion soluble fue cargada en la columna de cromatografia. Las
proteinas no unidas a la matriz se lavaron con 20 volimenes de un buffer con alta
concentracion de sales (PBS/ME/0.5M NacCl) y a continuacion se pasaron 10 volimenes de
un tampon con baja concentracion de sales (PBS(1:10)/ME) para preparar la proteina para su
union a la columna de intercambio i6nico, donde sera guardada hasta su uso. Finalmente, las

proteinas unidas fueron eluidas con 3 volimenes de PBS(1:10)/ME/0.1M lactosa.

La presencia de la rSbgalectin-1 fue verificada en un gel SDS-PAGE al 15% de

acrilamida:bisacrilamida usando un Mini-PROTEAN electrophoresis system (Bio-Rad).

Para mantener la proteina en la mejores condiciones para ser usada posteriormente se
llevo a cabo una adsorcion de la misma en columnas de DEAE-Sepharose (1 ml de matriz
por columna), saturandola con un 50% de glicerol en tamp6n de elucién y se guardaron a -20

°C hasta su uso.

Para eliminar el glicerol la columna fue lavada con PBS(1:10)/ME y la proteina unida

fue eluida con PBS(1:10)/ME/0.5M NaCl.

2.2. Determinacion de la concentracion de proteina.

La concentracién de proteina se determind en una placa de 96 pocillos de fondo plano
utilizando el Bio-Rad protein assay y empleando BSA como patrén. Se utilizaron unas
soluciones de concentraciones conocidas de proteina para hacer la recta patron (0-40 pg/ml)
afiadiendo por triplicado 100 pl de cada una de estas soluciones en un pocillo y 100 pl de
Coomassie Blue dye reagent previamente diluido 2.5 veces con agua. Se esperé 30 minutos a
temperatura ambiente y se midid la absorbancia en un espectrofotometro (iEMS reader,
Labsystems) a 620 nm. Los datos obtenidos fueron analizados mediante el programa Excell,

la concentracion de las muestras fue calculada mediante la recta patron.

2.3. Ensayo de hemaglutinacion.

La actividad hemaglutinadora de la rSbgalectin-1 se comprobd siguiendo el protocolo

previamente descrito por Nowak et al. (1976). Se observo primero la hemaglutinacion en

portaobjetos y posteriormente se calculd la cantidad minima de rSbgalectin-1 que produce
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hemaglutinacion haciendo diluciones 1:2 de la muestra en placas de 96 pocillos con fondo en
U y utilizando eritrocitos de conejo tratados con tripsina y fijados con glutaraldehido. Para
analizar el efecto inhibitorio producido por los P—galactosidos sobre la actividad
hemaglutinadora de la rSbgalectin-1 la solucion salina fue reemplazada por una solucion que
contenia lactosa a una concentracion 100 mM. Se determind la concentracion de rSbgalectin-

1 cuya dilucién mas alta mostraba una aglutinacion visible.

2.4. Medidas del estallido respiratorio y de la produccion de NO producidos por

leucocitos de rifion.

Se aislaron leucocitos de rifion de lubina siguiendo el método previamente descrito por

Chung y Secombes (1988).

2.4.1. Medida del estallido respiratorio usando luminol.

En un experimento, las monocapas de leucocitos fueron incubadas con diferentes dosis
de rSbgalectin-1 (0, 1.7, 3.3, 6.7 y 13.3 pg ml'") y en otro con una tUnica dosis de
rSbgalectin-1 (6.7 pg ml™") y una dosis de lipopolisacaridos de Escherichia coli 0111:B4
(LPS, Sigma) (50 pg ml™) en placas de 96 pocillos, poniendo 100 pl por pocillo, durante 24
horas a 20 °C. Después de este tiempo, la emision de unidades de luminiscencia relativa
(RLU) fue determinada estimulando las células con forbol miristato acetato (PMA, Sigma) y
amplificada por la adicion de S5-amino-2-3-dihidro-1,4-phthalazinediona (luminol, Sigma).
Se prepard, justo antes de su uso, una solucion stock de luminol 0.1 M en dimetil sulféxido
(DMSO, Sigma) que se diluyé en HBSS (Gibco) (solucion de trabajo) para obtener una
concentracion final de 0.15 mM. El PMA se diluyo en la solucion de trabajo de luminol para
obtener una concentracion final de 1 pg ml™. Se determiné el estallido respiratorio en un
luminémetro (Fluoroskan Ascent, Labsystems) siete veces a intervalos de 5 minutos, justo

después de afiadir las soluciones de luminol sélo o de luminol con PMA (100 ul por pocillo).

2.4.2. Medida de la produccion de NO.

Las monocapas de leucocitos se incubaron en las condiciones descritas anteriormente.
Después de las 24 horas de incubacion, la produccion de NO se determind mediante la
reaccion de Griess (Green et al., 1982) que determina el contenido de nitrito de los

sobrenadantes. Asi que, después de la incubacion, 50 pl de los sobrenadantes se pasaron a
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nuevas placas de 96 pocillos. Una alicuota de 100 pl de 1% sulfanilamida (Sigma) en acido
fosforico al 2.5% se anadi6 a cada pocillo seguidos por otros 100 pl de 0.1% N-naftil-
etilenodiamina (Sigma) en 2.5% acido fosforico. La densidad optica (OD) se determind
midiendo a 540 nm en un espectrofotometro (iIEMS reader, Labsystems). La concentracion
de nitritos en las muestras se determin6 utilizando una curva patréon con concentraciones

conocidas de nitrito sodico.
2.5. Estudios de mortalidad.

Se realizaron tres infecciones experimentales con el objetivo de ver la posible

resistencia de la lubina frente al nodavirus con la ayuda de la rSbgalectin-1.

Se dispusieron cuatro tratamientos y dos réplicas de 12 peces para cada uno de ellos:
control, galectina, galectina+nodavirus y nodavirus. Cada uno de los peces del grupo control
se inocularon con 150 pl de MEM+P/S+2% de FBS, los peces del grupo de la galectina se
inocularon con 100 pl de rSbgalectin-1 a una concentracion de 20 pg ml” (2 pg de
rSbgalectin-1 por pez), los peces del grupo de galectinatnodavirus fueron inoculados con
150 ul de una mezcla de 100 ul de rSbgalectin-1 a una concentracién de 20 pug ml™ y 50 pl
de nodavirus con un titulo de 3.7 x 10’ TCID,, ml™” y los peces del grupo de nodavirus
fueron inoculados con 100 pl de una mezcla de 50 pl de MEM+P/S+2% de FBS y 50 ul de
nodavirus con un titulo viral de 3.7 x 10° TCID,, ml™. Todos los peces fueron inoculados
intramuscularmente, se pusieron en tanques a aproximadamente 25 °C y se fueron retirando
los peces muertos todos los dias a lo largo de 44 dias. El experimento se realizo tres veces

obteniendo resultados similares.
2.6. Estudio de expresion de citoquinas.

Los niveles de expresion del factor de necrosis tumoral alfa, la interleuquina-1beta y la
proteina antiviral Mx fueron determinados después de una infeccion intramuscular con

nodavirus y rSbgalectin-1 utilizando la técnica de la PCR cuantitativa (QPCR).

Se trataron cuatro grupos de tres peces cada uno: los peces del primer grupo fueron
infectados con 100 ul de nodavirus (8.5 x 10° TCIDs, ml '/pez), los del segundo grupo
fueron inoculados con 100 pl de rSbgalectin-1 (6.7 ng/ml), los del tercer grupo fueron

infectados con 150 ul de una mezcla de nodavirus y rSbgalectin-1 (50 pl de nodavirus (1.7 x
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10" TCIDs, ml™'/fish) y 100 ul de rSbgalectin-1 (6.7 pg/ml)) y, finalmente, a los del cuarto
grupo se les inyectaron 150 pl medio de cultivo como control. Los peces fueron sacrificados
por sobredosis de anestésico (MS-222) 72 horas después de la infeccidon y se tomaron de
cada uno de ellos el cerebro, el higado y el rifion. Se llevd a cabo el aislamiento de ARN
utilizando Trizol (Invitrogen), este ARN fue tratado con DNasas usando Turbo DNase free
(Ambion) y después se obtuvo el ADN complementario (¢cDNA) mediante el Superscript
Preamplification System (Invitrogen), que fue guardado a -20 °C hasta su uso, siguiendo los

protocolos previamente descritos en el capitulo I de la tesis.

Los ensayos de PCR cuantitativa fueron llevados a cabo utilizando el 7300 Real Time
PCR System (Applied Biosystems). La amplificacion de este cDNA se realizd6 usando
cebadores especificos disenados por el Primer 3 software (Rozen and Skaletsky, 2000), la
secuencia de estos cebadores se muestra en la tabla 2. 0.5 ul de cada oligonucleotido (10
uM) fueron mezclados con 12.5 ul de SYBR green PCR master mix (Applied Biosystems)
para un volumen final de 25ul. Las condiciones del ciclo fueron 10 minutos de
desnaturalizacion a 95 °C, seguidos por 40 ciclos de 15 segundos a 95 °C y 1 minuto a 60 °C.
El método comparativo CT (2-AACT method) se uso para determinar el nivel de expresion
de los genes analizados (Livak y Schmittgen, 2001). Por otra parte, la expresion de los genes

candidatos fue normalizada usando la f—actina como gen control.

Tabla 2: Secuencias de los cebadores utilizados.

NOMBRE F/R SECUENCIA
B-actina Forward GTGCGTGACATCAAGGAGAA
B-actina Reverse GCTGGAAGGTGGACAGAGAG
Factor de necrosis tumoral o Forward CGAGGGCAAGACTTTCTTTG
Factor de necrosis tumoral o Reverse GCACTGCCTGTTCAGCTACA
Interleukina-13 Forward CAGGACTCCGGTTTGAACAT
Interleukina-1f Reverse GTCCATTCAAAAGGGGACAA
Proteina Mx Forward GGGGTCAGAAGGAGATCACA
Protein Mx Reverse ATGATGCACCAGCTCAAGTG
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2.7. Estudio de expresion de otras lectinas.

Se determinaron los niveles de expresion de la SbCLA, SbCLB y Sbpentraxina en
cerebros de lubina infectados intramuscularmente con nodavirus y galectina-1 recombinante

utilizando la técnica de la PCR cuantitativa (qQPCR).
Las muestras utilizadas fueron los cerebros que se obtuvieron a partir del experimento
que se detalld en el apartado anterior y la qPCR se hizo siguiendo el protocolo descrito

anteriormente.

Tabla 3: Secuencias de los cebadores utilizados.

NOMBRE F/R SECUENCIA

B-actina Forward GTGCGTGACATCAAGGAGAA
B-actina Reverse GCTGGAAGGTGGACAGAGAG
SbCLA Forward ATGGGTAGATGGGACACCAA
SbCLA Reverse TAGCCAGAGCTAGCCAGAGG
SbCLB Forward CCGGTGAAGGGACAGAATTA
SbCLB Reverse TGAGTGGATACGCCTGAGTG
Sbpentraxin Forward TGAAGTTTTTGCTGCTGGTG
Sbpentraxin Reverse GCCAAAGAGAAAAGGACGTG

2.8. Estudio de la fagocitosis por citometria de flujo.

Se realizo un estudio de la fagocitosis en leucocitos totales de rifion que se aislaron de

cuatro lubinas siguiendo el método previamente descrito por Chung y Secombes (1988).

Se dispensaron los leucocitos en una placa de 24 pocillos con fondo plano poniendo

del orden de 500 pl por pocillo, la distribucion de la placa fue la siguiente:

=1 OO 000 O
= O O 000 O
= OO0 000 O
= O O 000 O

Control Esferas  Control Esferas

Galectina — Galectina +
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A los pocillos sin galectina se les afiadieron 500 pl de L-15+P/S+5%FBS y a los
pocillos con galectina se les afiadio la rSbgalectin-1 disuelta en el medio anterior a una

concentracion final de 10 ug ml™'. Se dejo la placa incubando toda la noche a 20 °C.

Al dia siguiente se prepard la solucion de trabajo de fluoresferas (1.2 pum de
diametro) previamente sonicadas y a una concentracion de 2.7 x 10° particulas ml”. A cada
pocillo se anadio un ratio de 10 particulas por leucocito en 500 ul de PBS, a los controles se

les afiadié unicamente PBS.

Las células se incubaron junto con las fluoresferas durante 2 horas a 20 °C. Después
de ese tiempo se procedid a realizar dos lavados con PBS para eliminar las particulas no
internalizadas y, por ultimo, las células fueron resuspendidas en PBS y se pasaron a tubos
para medir en el citometro. Se afadi6 a cada tubo 50 pl de azul de Tripan al 0.8 % en PBS
para eliminar la fluorescencia de las bolas adheridas a la pared pero no fagocitadas y se

procedié a medir en un citémetro modelo 4 CScalibur (Becton Dickinson).
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3. RESULTADOS.
3.1 Expresion y purificacion de la rSbgalectin-1.
Se llevo a cabo la expresion de la rSbgalectin-1 tal y como se indico en materiales y

métodos y una vez se indujo la expresion de la proteina con IPTG se realizé un gel de

proteinas para ver si se obtenia la banda del tamafio adecuado.

97kDa 4 e
: - —
66kDa /ﬂ - .
45kDa é- — - - . -
a——
30kDa w— °
14.4kDa d N—
IPTG- PTG+ IPTG- PTG+ IPTG - PTG+ IPTG-  IPTG+ .
N AN AN A N
Clon 10 Clon 12 Clon 15 Clon 16

Se obtuvo, como se esperaba una banda de aproximadamente 15kDa, mas intensa en
los tratados con IPTG que en los otros, en todos los clones analizados; pero como en el clon
que hubo mas diferencia fue en el clon 12 se decidié continuar con éste para llevar a cabo la

purificacion de la proteina recombinante.

. ., 194.7kDa
Una vez se llevd a cabo la purificacion por “6-5@'

—
50.2kDa -

cromatografia tal y como se indica anteriormente se
obtuvo un eluido que se cargd en un gel de proteinas
para comprobar la presencia de la proteina y que la

banda obtenida fuera nuevamente del tamafo 37.6kDa S

adecuado. En la imagen de la derecha se muestra este | >
gel donde (a) es la muestra inicial y (b) la muestra e -
-~

eluida.

o
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3.2 Ensayo de hemaglutinacion.

Se comprobd que la rSbgalectin-1 obtenida tenia actividad hemaglutinadora en
eritrocitos de conejo. De manera que al poner en un portaobjetos:
- a: tampon de elucion con eritrocitos de conejo se observa que todos los eritrocitos
estan separados.
- b: rSbgalectin-1 disuelta en tampon de elucion con la misma cantidad de eritrocitos
de conejo se observa que los eritrocitos forman agrupaciones.
- ¢: a la mezcla anterior se le afiadio 100 mM de lactosa y se observa que los

eritrocitos se vuelven a separar por la preferencia de la rSbgalectin-1 por la lactosa.

50um 50um

Figura 1: Preparaciones a microscopio optico (20x).

Cuando se hizo el ensayo de hemaglutinacion en placa siguiendo el protocolo indicado
por Nowak et al. (1976) se calcul6 la tltima dilucion que hemaglutiné siendo ésta la dilucion

1:20, que tenia 0.5 pug de rSbgalectin-1 por

pocillo, es decir, una concentracion de 0.325
puM. Como esta descrito en la bibliografia, se

demostrd que esta actividad hemaglutinadora

} Galectina+PBS+lactosa

} Galectina+PBS

es dependiente de la capacidad de la

1:10 Control - PBS

galectina-1 de unirse a carbohidratos porque

1:20 Control — PBS+lactosa

a0 una vez que se afiadid lactosa al medio se

180 perdio dicha capacidad. Tal y como vemos en

1:160

la figura los tratamientos y diluciones fueron

1:320

1640 hechos por duplicado.

1:1280

Figura 2: Ensayo de hemaglutinacion.
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3.3. Medidas del estallido respiratorio y de la produccién de NO producidos por

leucocitos de rifion.

3.3.1. Medida del estallido respiratorio usando luminol.

En un primer experimento, como se coment6 anteriormente, se determiné el estallido
respiratorio después de incubar los leucocitos de rifion durante 24 horas con distintas dosis
de rSbgalectin-1. Como se observa en las figuras mostradas a continuacion se obtuvo una
clara reduccién del estallido respiratorio, de forma dosis-dependiente, en todas las medidas
realizadas en dos peces distintos haciendo, ademas, dos réplicas diferentes de cada uno de
ellos. Este ensayo también se llevd a cabo en rodaballo (Scophthalmus maximus)

obteniéndose los mismos resultados (datos no mostrados).

Medias pez 1 —¢—0Oug/m
—=— 1.7 ug/ml
0,012 -
3.3 ug/ml
6.7 ug/ml
0,008 1 —¥— 13.3 ug/ml
S —e— Sin PMA
0,004 +
0 4
0 5 0 (3 20 25 30
Tiempo (minutos)
Medias pez 2 +— O ug/ml
0,02 —=— 1.7 ug/ml
3.3 ug/ml
0,05 - 6.7 ug/ml
—x— 13.3 ug/ml
2 001 —e—PVA-
0,005 -

0 5 10 3 20 25 30

Tiempo (minutos)

Figura 3: Evolucion del estallido respiratorio a lo largo del tiempo (media de las réplicas).
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Si se toma el valor maximo para cada pocillo (maximum well) y se hace la media para

los dos peces también se obtiene un descenso significativo del estallido respiratorio de forma

dosis-dependiente.

0,02 -

0,016 4

2 0014

Medias peces

*
*
0,005 1 l *

0 ug/ml

17ug/ml 33 ug/ml 6.7 ug/ml
[Galectin]

13.3 ug/ml pma-

Figura 4: Medida del estallido respiratorio en el momento méaximo para cada pocillo (media de los

peces).

En un segundo experimento se determind el estallido respiratorio para una dosis Unica

de rSbgalectin-1 (6.7 ug ml™) y una dosis de lipopolisacaridos bacterianos (50 ug ml™). En

este caso se vio nuevamente que la galectina disminuye el estallido respiratorio producido

por los leucocitos de rifion (como ocurria anteriormente) pero ademas se observa que, a los

cinco minutos, ¢l LPS incrementa el estallido respiratorio por encima del control y sin

embargo si a este lipopolisacarido le anadimos rSbgalectin-1 ésta anula el efecto provocado

por el LPS. Este efecto se comprobo en cada uno de los tres peces estudiados.

0,03 -

0,02 -

rlu

0,01+

Medias pez 1

—e— Control

—a—LPS
Galectina
LPS+Gal

—¥— Sin PMA

Tiempo (minutos)
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Medias pez 2 *— Control
—8—LPS
Galectina
LPS+Gal
—¥— Sin PMA
=)
0 5 0 3 20 25 30
Tiempo(minutos)
Medias pez 3 +— Control
0,04 - LPS
Galectin
003 4 LPS+Gal
—¥— PMA -
= 0,02
0,01
0
Tiempo (minutos)

Figura 5: Evolucion del estallido respiratorio a lo largo del tiempo (media de las réplicas).

En la siguiente figura se observa mucho mejor el incremento significativo del estallido

respiratorio al afladir LPS que se anula con la adiccion de la rSbgalectin-1.

002 - Medias peces
*
0,05
2 001
0,005 -
-
o B B
Control LPS Galectina  LPS+Gal  SinPMA

Figura 6: Medida del estallido respiratorio a los cinco minutos (media de los peces).
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3.3.2. Medida de la produccion de NO.

En cuanto a las medidas de produccion de NO no se observaron diferencias
significativas ni en el caso del experimento llevado a cabo con distintas concentraciones de
rSbgalectin-1 ni en el del que se hizo con una tnica dosis de rSbgalectin-1 y una dosis de
lipopolisacaridos bacterianos (datos no mostrados). El primer ensayo también se llevo a cabo
en rodaballo (Scophthalmus maximus) obteniéndose los mismos resultados (datos no

mostrados).

3.4. Estudios de mortalidad.

En los tres experimentos de mortalidad observamos aproximadamente este tipo de

figura, no se observan diferencias entre los peces inoculados con nodavirus sélo y los

inoculados con nodavirus+rSbgalectin-1.
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Figura 7: Evolucion de la mortalidad acumulada a lo largo del tiempo.
3.5. Estudio de expresion de citoquinas.
Como se indic6 en material y métodos se llevd a cabo un estudio de la expresion del
factor de necrosis tumoral alfa, la interleuquina-1beta y la proteina antiviral Mx después de

una infeccion intramuscular con nodavirus y rSbgalectin-1 utilizando la técnica de la PCR

cuantitativa (qQPCR) tanto en cerebro como en rifiones ¢ higados.
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Como vimos en el pimer capitulo de esta tesis doctoral tanto en lubina como en dorada
se producia un incremento significativo de las dos citoquinas relacionadas con procesos
inflamatorios y de la proteina antiviral Mx en cerebros de peces que sufrieron durante tres
dias una infeccidon con nodavirus. En este experimento se observa lo mismo, aunque en el
caso del TNF-a el aumento no es significativo para los peces inoculados con rSbgalectin-1 y
nodavirus pero si para todos los demas casos (tanto inoculados con rSbgalectin-1 y nodavirus
como con nodavirus solamente). Pero, ademas, en este experimento se observa que en el
caso de peces inoculados con rSbgalectin-1 y con nodavirus este incremento es menor que en
el caso de peces inyectados unicamente con nodavirus, aunque la diferencia entre los dos, en

este caso, no es significativa debido a la desviacion tan importante que se da entre los peces.
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Figura 8: Expresion de citoquinas en cerebros de peces.

Cuando se hacen pooles de los tres peces la diferencia entre los inoculados con
nodavirus y rSbgalectin-1 con respecto a los infectados tan solo con nodavirus si que fue

significativa.
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En el caso de los rifiones se observa el incremento, aunque no significativo, de la
proteina antiviral Mx en los peces que fueron infectados con nodavirus pero sin haber
diferencias entre los peces infectados tan s6lo con nodavirus y los inoculados también con
rSbgalectin-1. Sin embargo, en la expresion del factor de necrosis tumoral alfa y la

interleuquina-1 beta no se observan diferencias significativas con respecto a los controles.
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Figura 10: Expresion de citoquinas en rifiones de peces.

En el caso de los higados se observa también el incremento, no significativo, de la
proteina antiviral Mx en los peces que fueron infectados con nodavirus pero sin haber
diferencias entre los peces infectados tan sélo con nodavirus y los inoculados también con
rSbgalectin-1. Sin embargo, al igual que ocurria con los rifiones, en la expresion del factor de

necrosis tumoral alfa y la interleuquina-1 beta no se observan diferencias con respecto a los

controles.
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3.6. Estudio de expresion de otras lectinas.

En el caso de la expresion de las lectinas se observa que en todas ellas hay un menor
nivel de expresion, no significativo, en los peces que fueron inoculados con rSbgalectin-1 y
nodavirus con respecto a los que fueron inoculados tan sélo con nodavirus. Ademas estas
muestras fueron tomadas a las 72 horas de producirse la infeccion y, al igual que ocurria en
los resultados descritos en el capitulo III de la tesis, la expresion de SbCLA en los peces

infectados con nodavirus disminuye con respecto a los controles y sin embargo la expresion
de SbCLB aumenta.
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Figura 12: Expresion de lectinas en cerebros de peces.
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3.7. Estudio de la fagocitosis por citometria de flujo.

Se realiz6 un estudio de medida de fagocitosis de leucocitos totales de rifion anterior
mediante el uso del citometro de flujo y se observo que la rSbgalectin-1 disminuia de forma

no significativa la fagocitosis.
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4. DISCUSION.
Como indiqué en la introduccion de este capitulo, las galectinas son una familia de
proteinas que se caracterizan por tener un dominio de reconocimiento de carbohidratos

(CRD) responsable de su union, independiente de Ca®", a los p-galactésidos.

La obtencion de proteinas recombinantes tiene aspectos ventajosos frente a la
purificacion de la proteina nativa ya que se puede disponer de la proteina en mayor cantidad
en el momento que se requiera y es valida para realizar todo tipo de ensayos funcionales.
Asi, el estudio de la funcion de gran cantidad de proteinas se ha realizado utilizando

proteinas recombinantes.

La rSbgalectin-1 se obtuvo mediante el sistema de expresion en células procariotas. La
expresion de esta proteina se puede realizar en procariotas ya que se trata de una proteina no
glicosilada (en el caso de que fuera glicosilada la expresion seria mas compleja ya que
deberia realizarse en organismos eucariotas) y se comprobo la actividad galectina de la
misma mediante un ensayo de hemaglutinacion usando eritrocitos de conejo. Se demostrd
también que la capacidad de hemaglutinar eritrocitos era dependiente de su dominio de
reconocimiento de carbohidratos (CRD) ya que cuando se afiadi6 lactosa a la solucion de
trabajo no tuvo lugar el proceso de hemaglutinacion (Figuras 1 y 2). Esta misma manera de
corroborar la actividad lectina de una galectina la usaron otros autores como Powell (1980)
cuando purifico y estudio las propiedades de la galectina de pulmén de rata, Rabinovich et

al. (1998) cuando purifico la galectina-1 de los macrofagos activados de rata, etc.

Se realizaron estudios funcionales tanto in vitro como in vivo utilizando la rSbgalectin-
1 con el fin de corroborar su posible actividad anti-inflamatoria y su efecto sobre la
patogenicidad del nodavirus. Estudios previos de O’Farrel et al. (2002) en trucha
demostraron una sobre-expresion de la galectina-9 en leucocitos después de una infeccion

con rabdovirus.

Las galectinas juegan un papel importante en las fases de inicio, activacion y
resolucion de las respuestas inmunes innata y adaptativa por promocion del estallido
respiratorio (Karlsson et al., 1998), inhibicion de la produccion de 6xido nitrico (Correa et
al., 2003), efectos anti- o pro-inflamatorios (Rabinovich et al., 2007) y produccion de

citoquinas (Stowell et al., 2008).
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Se observo un descenso dosis-dependiente del estallido respiratorio en leucocitos
totales de rindn de lubina después de una incubacion con diferentes concentraciones de
rSbgalectin-1 (Figuras 3 y 4). Este estudio se realizo también en rodaballo (Scophthalmus
maximus) obteniéndose resultados similares. Sin embargo, también se llevdo a cabo la
determinacion de la produccion de NO, tanto en lubina como en rodaballo, después de una
incubacion con diferentes concentraciones de rSbgalectin-1 y no se observd ninguna
variacion. Este descenso del estallido respiratorio estd en relacion con el descenso que se
observa de la fagocitosis (Figura 12) ya que el proceso de fagocitosis lleva asociado la
producciéon de radicales intermediarios reactivos de oxigeno (ROIs) en un proceso
caracterizado por el consumo rapido de oxigeno que se conoce como estallido respiratorio y
la produccion de o6xido nitrico (NO) y otros intermediarios de nitrogeno reactivos (RNI)
como los peroxinitritos, que constituyen un potente agente bactericida y han sido descritos

en peces (Secombes, 1996).

Por otra parte, si realizamos un tratamiento con lipopolisacarido bacteriano y tomamos
la medida del estallido respiratorio a los cinco minutos de afiadir el PMA se observa que el
LPS hace aumentar el estallido respiratorio mientras que si ademds de LPS afiadimos
rSbgalectin-1, el estallido respiratorio desciende con respecto al control (Figura 6). Este
hecho demuestra la capacidad de la rSbgalectin-1 para disminuir la capacidad de producir
radicales de oxigeno incluso cuando el LPS esta mediando esta actividad. Es probable que
esta disminucion tenga relacion con otra de las actividades descritas para la galectina 1 que
es su papel proapoptdtico, ya que produce apoptosis de las células T activadas. Ademas esta
proteina media la inmunosupresion que protege el lisosoma del ataque inmune (Gandhi et

al., 2007).

No se apreciaron diferencias significativas en la mortalidad de los peces que fueron
inoculados con rSbgalectin-1 y nodavirus con respecto a los peces que fueron infectados tan
solo con nodavirus (Figura 7). Se esperaba que la galectina hiciera descender la mortalidad
de los peces por su posible papel anti-inflamatorio; sin embargo, es posible que no se
observaran diferencias debido a que la concentracion de galectina fuera demasiado baja para
la concentracidon de nodavirus inoculada o bien porque las proteinas tienen un tiempo de vida

muy corto y fueran necesarias posteriores inoculaciones.

Se observo un descenso de la expresion de citoquinas proinflamatorias, IL-1 y TNF-

a, en cerebro (6rgano diana de la infeccion) de lubinas infectadas simultdneamente con

166



Capitulo IV: Estudios funcionales. Galectina-1 recombinante

nodavirus y rSbgalectin-1 respecto a las lubinas inoculadas tan s6lo con nodavirus (Figuras 8
y 9). En una revision sobre el papel de las galectinas en la respuesta inflamatoria Rubinstein
et al. (2004) indicaron que la galectina-1 producia una reduccion en la expresion de
citoquinas proinflamatorias. Nuestros resultados sugieren un posible papel anti-inflamatorio
de la galectina-1 recombinante de lubina similar al descrito previamente en mamiferos
(Camby et al., 2006). Ademas, se observo una reduccion de la expresion de la proteina
antiviral Mx en peces inoculados simultdneamente con nodavirus y rSbgalectin-1 con
respecto a los infectados tan s6lo con nodavirus. El nodavirus causa vacuolizacion del
sistema nervioso central y ha sido descrito que, en mamiferos, la forma oxidada de la
galectina-1 produce regeneracion axonal en el sistema nervioso periférico y central, incluso a

concentraciones relativamente bajas (Camby ef al., 20006).

Ademas de las multiples actividades inmunoreguladoras, las galectinas pueden unirse
a glicoproteinas e inhibir la fusion de los virus a la membrana celular del hospedador,
ejerciendo de esta manera un claro efecto antiviral. Asi, se han descrito las propiedades
antivirales de la galectina-1 contra el virus Nipah, probablemente por interacciéon con los N-
glucanos de la envuelta viral (Levroney et al., 2005; Lee, 2007). Nuestros resultados
sugieren que la rSbgalectin-1 podria inhibir la replicacion del nodavirus por un mecanismo
similar y asi explicar la diferencia observada en la proteina antiviral Mx. Mercier ef al.
(2008) obtuvieron un resultado contrario al del virus Nipah, ya que demostraron que la

galectina 1 facilita la entrada del HIV aumentando asi su infectividad.

Tanto en el caso de los rifiones como de los higados se observa el incremento, aunque
no significativo, de la proteina antiviral Mx en los peces que fueron infectados con nodavirus
pero sin haber diferencias entre los peces infectados tan solo con nodavirus y los inoculados
también con galectina-1 recombinante. Sin embargo, en la expresion del factor de necrosis
tumoral alfa y la interleuquina-1 beta no se observan diferencias significativas con respecto a
los controles (Figuras 9 y 10). Hay que tener en cuenta que estas muestras fueron tomadas 72
horas después de producirse la infeccion y es 1ogico que la mayor regulacion se produzca en

cerebro, 6rgano diana del virus, y no en higado o rifion.

También nos parecia interesante relacionar la presencia de rSbgalectin-1 con la
expresion de otras lectinas y, asi, utilizando las muestras de cerebro del experimento de
inoculacion simultaneo de galectina-1 recombinante y nodavirus por un lado y nodavirus

solo por otro se estudio la expresion de las otras lectinas que describimos en esta tesis
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doctoral (SbCLA, SbCLB y Sbpentraxin). Se observa que en todas ellas hay un menor nivel
de expresion, no significativo, en los peces que fueron inoculados con rSbgalectin-1 y
nodavirus con respecto a los que fueron inoculados tan s6lo con nodavirus (Figura 11). Esto
podria explicarse porque al introducirse artificialmente una proteina que une carbohidratos

no es necesario que se produzca el aumento de expresion tan importante de las otras lectinas.

Ademas los resultados obtenidos con respecto a la expresion de las lectinas tipo C y de
la pentraxina coinciden con los descritos en el capitulo III de Ia tesis en el sentido de que la
expresion de SbCLA en los peces infectados con nodavirus disminuye con respecto a los

controles y sin embargo la expresion de SbCLB aumenta (Figura 12).

En este ultimo capitulo se describié la obtencién de la proteina recombinante y se
llevaron a cabo unos pocos ensayos funcionales, sin embargo, una vez obtenidad la proteina
(uno de los pasos mdas costosos) es importante continuar realizando un mayor niumero de
ensayos funcionales para dilucidar los mecanismos por los que la Sbgalectin-1 influye en la

inmunidad y en la proteccion contra la patogénesis viral.
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1-. La infeccion por nodavirus provocod que el TNFa aumentara en cerebro de lubinas y
doradas 3 dias después de producirse la infeccion. En rifion este aumento tuvo lugar a las 24
horas de producirse la infeccion, tanto en dorada como en lubina. Esto sugeriria que el

sistema inmune podria activarse en cerebro cuando los nodavirus llegan a este 6rgano.

2-. Los valores de expresion del TNFa fueron mucho mas elevados en lubina que en dorada.
La fuerte sobre-expresion de esta citoquina pro-inflamatoria en cerebro de una especie
susceptible como la lubina podria ser la responsable de la vacuolizacion y el proceso

neuroinflamatorio asociado con la enfermedad.

3-. La fuerte sobre-expresion de la proteina Mx en cerebro de dorada con respecto a lo
observado en lubina podria explicar por qué la dorada es un portador asintomatico de la

enfermedad.

4-. Se observa un mayor aumento en la expresion de la proteina antiviral Mx cuando los

peces fueron infectados con nodavirus y estuvieron expuestos previamente a hiperoxia.

5-. Se comprob6 que la técnica de la sustraccion de librerias es un buen método para obtener

genes inmunes que se estan expresando bajo unas condiciones determinadas.

6-. Se caracterizaron, por primera vez en lubina, cuatro proteinas de la superfamilia de las
lectinas: dos lectinas tipo C, una galectina y una pentraxina. Las dos lectinas tipo C, SbCLA
y SbCLB, fueron clasificadas como pertenecientes a los grupo Il y VII, respectivamente. La
galectina fue clasificada como perteneciente al grupo de las proto-galectinas. Por ultimo, la
pentraxina fue clasificada como perteneciente al grupo de las pentraxinas cortas vy,

probablemente, se trate de una proteina C reactiva.
7-. Se obtuvo la Sbgalectin-1 recombinante mediante el sistema de expresion en células
procariotas y la actividad galectina fue comprobada mediante un ensayo de hemaglutinacion

de eritrocitos.

8-. La Sbgalectin-1 induce un descenso del estallido respiratorio de manera dosis-

dependiente.
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9-. La galectina-1 podria tener un papel anti-inflamatorio, ya que en los peces que fueron
inoculados con nodavirus y galectina-1 recombinante se observo un descenso de citoquinas

inflamatorias con respecto a los peces que fueron inoculados solamente con nodavirus.
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