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La acuicultura

La acuicultura es el cultivo de organismos acuaticos como peces, crusticeos,
moluscos y plantas acudticas, tanto de agua dulce como marina. La acuicultura
hace posible la produccion selectiva de las especies mas utilizadas para la ali-
mentacion humana (p. ej., el salmon, la ostra, la dorada, la trucha), la industria
(p. €j., la alguicultura) y el ocio (p. ¢j., la pesca deportiva) [1]. Ademas, la acui-
cultura complementa la cantidad de peces obtenidos mediante la pesca, lo que
ofrece una solucidn a la creciente demanda de proteina para el consumo hu-
mano y alivia la presion sobre las poblaciones de peces silvestres, sobreexplo-
tados por la pesca [2-4].

La produccién acuicola ha aumentado considerablemente en las tltimas déca-
das. En 1970 la acuicultura representaba tan sélo el 3,9 % de la produccién total
de peces, a diferencia del 42,3 % del afo 2012, donde se alcanzd un méximo de
90,4 millones de toneladas de producto a nivel mundial. China ha sido respon-
sable en mayor parte de este aumento, como consecuencia de la expansion de
su produccién acuicola, representando un 61,7 % de la produccién mundial
total, que corresponden a 43,5 millones de toneladas de peces y a 13,5 de mi-
llones de toneladas de algas (Figura 1) [2].

Millones de toneladas

160

140 — M Produccién de la acuicultura

120 — I Produccién de la pesca de captura
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Figura 1. Produccién mundial en pesca y acuicultura.

(de [2]).
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Los teledsteos son un gran grupo conformado por alrededor de 40000 especies
identificadas [5]. A nivel mundial, se estima una diversidad de aproximada-
mente 600 especies que son cultivadas en acuicultura, y que abarcan tres etapas
de produccién: incubacién y criadero, crianza temprana y engorde. A pesar de
la diversidad de especies disponibles para el cultivo, un 46 % de la produccién
total se basa en unas pocas especies como, la carpa, el barbo y otros ciprinidos
[2, 6]. La acuicultura se puede desarrollar usando diferentes métodos de culti-
vos, como por ejemplo, sistemas de recirculacion en tierra o en jaulas en lagos,
rios o mar adentro. En estos ultimos casos, los peces de cultivo se crian a altas
densidades en jaulas flotantes, con redes abiertas cerca de la costa (para la acui-
cultura marina) o en un lago o rio (para la acuicultura en el interior), en la
misma columna de agua que los peces silvestres [2, 7]. El cultivo a altas densi-
dades puede aumentar las tasas de contacto entre individuos o entre hospeda-
dor y patdgeno, resultando en un aumento de la transmision y la persistencia
de enfermedades [8]. El tipo de cultivo, junto con la alta densidad, hacen a la
acuicultura altamente vulnerable a brotes de contaminacion y enfermedades
[3, 7]. Las enfermedades infecciosas son un grave problema, ya que los patoge-
nos se transmiten rapidamente a través del agua y a grandes distancias. Un
brote infeccioso provoca generalmente una alta mortalidad, asi como una cos-
tosa descontaminacion de las instalaciones y de los equipos, lo que conlleva
importantes pérdidas econdmicas. Por ello, las enfermedades han sido identi-
ficadas como un importante factor limitante en la acuicultura [9]. Los princi-
pales agentes infecciosos causantes de enfermedades en la acuicultura son las
bacterias (54,9 %) seguidos por los virus (22,6 %), los parasitos (19,4 %) y fi-
nalmente los hongos (3,1 %) [7].

El aumento de las enfermedades ha llevado a un incremento en el uso de pro-
ductos quimicos para su tratamiento, como antimicrobianos y antiparasitarios,
lo que ha provocado problemas de resistencia a bacterias y parasitos [10, 11].
Algunas de las principales enfermedades causadas por bacterias son la yersi-
niosis (enteric redmouth, ERM) provocada por Yersinia ruckeri, la vibriosis
producida por Listonella anguillarum'y Vibrio spp, la furunculosis causada por
Aeromonas salmonicida, la piscirickettsiosis (salmonid rickettsial septicaemia,
SRS) ocasionada por Piscirickettsia salmonis [6]. Por otro lado, las enfermeda-
des virales son mas dificiles de controlar, siendo algunas de ellas de notificacion
obligatoria a la Organizacién para la salud animal (Organization for Animal
Health, OIE). Algunos de los virus que son de declaracién obligada se mencio-
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nan a continuacion: la necrosis hematopoyética infecciosa (infectious haema-
topoietic necrosis virus, IHNV), la anemia infecciosa del salmon (infectious sal-
mon anemia virus, ISAV), Koi herpesvirosis (koi herpesvirus disease, KHV),
viremia primaveral de la carpa (spring viraemia of carp, SVC) y la septicemia
hemorragica viral (viral haemorrhagic septicaemia, VHS) [6, 7].

La mayor parte del conocimiento del sistema inmune y de los patogenos de
peces viene de las especies de interés para la acuicultura. En este contexto, el
diagnostico y la vacunacién son de considerable importancia econémica. Las
principales especies de acuicultura de interés para la inmunologia son la trucha
arcoiris y el salmén del atlantico (Oncorhynchus mykiss y Salmo salar, Salmo-
niformes), la carpa y el carpin (Cyprinus carpio y Carassius auratus, Cyprini-
formes), el pez gato de canal (Ictalurus punctatus, Siluriformes), la tilapia, la
lubina y la dorada (Oreochromis niloticus, Dicentrarchus labrax y Spaurus au-
rata, Perciformes), el lenguado (Paralichthys olivaceus, Pleuronectiformes) y el
bacalao comun (Gadus morhua, Gadiformes). El sistema inmune de algunas
especies adicionales ha sido estudiado por su importancia econémica, como la
carpa herbivora (Ctenopharyngodon idella, Cypriniformes) y el pez mandarin
(Siniperca chuatsi, Perciformes). Asi mismo, algunas especies de agua dulce
han sido investigadas por sus caracteristicas como especies modelo, estas in-
cluyen al pez cebra (Danio rerio, Cipriniformes), el medaka (Oryzias latipes,
Beloniformes) y el espinoso (Gasterosteus aculeatus, Gasterosteiformes) [5].

El aumento en la produccién de la acuicultura en las dltimas décadas ha ido
acompanada de un incremento de enfermedades y brotes infecciosos que han
llevado a importantes pérdidas econdmicas. Esto ha significado que sea impe-
rativo la mejora y la creacion de nuevos métodos de profilaxis, y de tratamien-
tos para estas enfermedades. Un pilar fundamental para el desarrollo de nuevas
tecnologias profilacticas es la comprensiéon que se tiene del sistema inmune.
Un mayor conocimiento de las bases del funcionamiento del sistema inmune
de teledsteos, permitiria crear sistemas mas eficientes y en consonancia con las
caracteristicas especificas tanto del patégeno como del hospedador.

El sistema inmune en teledsteos

La principal funcidn del sistema inmune es el reconocimiento y la eliminacién
de los patdgenos para mantener la homeostasis del organismo. El sistema in-
mune estd compuesto por dos ramas, el sistema inmune innato y el sistema
inmune adaptativo. El sistema inmune innato es la primera linea de defensa, se
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caracteriza por una respuesta rapida, que lleva a cabo el proceso de reconoci-
miento de los patégenos y la activacion del sistema inmune adaptativo. Por
otro lado, el sistema inmune adaptativo se caracteriza por su especificidad y se
desarrolla por la seleccion clonal de un vasto repertorio de linfocitos que ex-
presan receptores de antigenos especificos.

La ontogenia del sistema inmune en teledsteos ha sido descrita como un mo-
delo primitivo de hematopoyesis [12]. En teledsteos marinos se desarrolla pri-
mero el rifién, seguido por el bazo y, por tltimo el timo [13], estos son los
principales érganos linfoides en peces, donde el rifidén equivale a la médula dsea
de vertebrados, siendo el principal 6rgano donde tiene lugar la hematopoyesis [14].

Evolutivamente hablando, el sistema inmune innato es filogenéticamente muy
antiguo. Los metazoos diblasticos mas primitivos (esponjas y celentéreos) pre-
sentan una barrera epitelial y amebocitos fagociticos que cumplen un doble rol
como células digestivas y defensivas, siendo los precursores de los macréfagos
de vertebrados [15]. La generacion de un sistema inmune adaptativo, al parecer,
surgio abruptamente en los antepasados directos de los vertebrados mandibu-
lados, hace 500 millones de afos [16, 17] (Figura 2). Los peces cartilaginosos
son los organismos vivos mas antiguos con un sistema inmune adaptativo, ya
que tienen inmunoglobulinas, receptores de antigenos de células T, complejo
mayor de histocompatibilidad (major histocompatibility complex, MHC) clase
I y II, bazo y timo [18]. Los peces dseos muestran una gran variabilidad en
cuanto a los componentes que conforman su sistema inmune [19], esto se
puede deber a que forman un grupo de vertebrados muy diverso, con 40000
especies descritas, en comparacion con las 10000 especies identificadas en aves
y los 5700 especies de mamiferos [5, 20].

Figura 2 (pdgina siguiente). Esquema general de la evolucién del sistema inmune
en deuteréstomos.

Las moléculas restringidas a los vertebrados con mandibulas y sin mandibula se indican en
azul y verde, respectivamente. Las moléculas que surgieron en la etapa de los invertebrados se
indican en rosa. La recombinacién de genes tipo RAG (se indican en morado). 1R y 2R indi-
can las rondas de duplicacion de todo el genoma (whole-genome duplication, WGD). Es una
controversia, si la segunda ronda de duplicacién del genoma, ocurrié antes o después de la di-
vergencia de los vertebrados con mandibulas o sin mandibulas. Se muestra también el tiempo
de divergencia de los animales (expresado en millones de afos (million years ago, Mya)).
Complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), receptor tipo NOD (NLR), receptor scaven-
ger (SR), receptor tipo Toll (TLR), regién V que contiene el sitio de unién a quitina (VCBP),
receptor de linfocitos variable (VLR) (de [17]).
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El sistema inmune innato se basa en el reconocimiento de los patégenos para
la iniciaciéon de los mecanismos de defensa del sistema inmune y la subsi-
guiente activacion de las cascadas de sefiales que contribuyen a la eliminacién
del patdgeno [21]. La identificacion de patégenos esta mediada por receptores
de reconocimiento de patrones (pattern recognition receptors, PRRs). Los PRRs
reconocen estructuras moleculares conservadas de los patdgenos, conocidos
como patrones moleculares asociados a patdgenos (pathogen-associated mole-
cular patterns, PAMPs) que inducen la respuesta inmune. Células especializa-
das del linaje mieloide en vertebrados como, macrdfagos y neutréfilos, contie-
nen un amplio nimero de receptores responsables del reconocimiento de
PAMPs, tales como, peptidoglicanos (PGN), lipopolisacaridos (LPS), f1,3-glu-
canos de hongos, ARN viral de doble cadena y ADN bacteriano. Este recono-
cimiento puede activar multiples vias que contribuyen a la erradicacion del pa-
tégeno, como por ejemplo, la opsonizacion y la fagocitosis, la atraccion de cé-
lulas inmunes al sitio de infeccion y la inflamacién local [22, 23].

El sistema inmune innato reconoce microorganismos a través de un niamero
limitado de PRRs codificados en la linea germinal [24]. Los PRRs poseen tres
caracteristicas comunes: primero, reconocen componentes de patégenos que
son esenciales para los microorganismos, y por lo tanto, es dificil para éstos
modificarlos; segundo, los PRRs se expresan constitutivamente en el huésped
y son funcionales independientemente de su ciclo de vida, y tercero, son de una
linea germinal codificada, no clonal, expresado en todos los tipos celulares e
independientes de la memoria inmunolodgica [24, 25]. Diferentes clases de
PRRs han sido descritos, como los receptores tipo Toll (TLRs), los receptores
tipo RIG-I (RLRs), los receptores tipo NOD (NLRs) y los receptores tipo C
(CLRs). Todos ellos se encuentran presentes en diferentes especies de organis-
mos, incluyendo mamiferos, aves y teledsteos [26].

Los TLRs fueron los primeros PRRs en ser caracterizados por Lemaitre y cola-
boradores, que describieron en 1996 el primer receptor tipo Toll en Drosophila
[27]. Posteriormente, en 1997 fue descrito el TLR4, su homoélogo en humanos
[28]. Hasta la fecha, se han caracterizado 12 TLRs funcionales en mamiferos.
Cada TLRs puede detectar un tipo de PAMPs, aunque, algunos pueden reco-
nocer una coleccién diversa de ligandos no relacionados estructuralmente. Por
ejemplo, TLR4 puede reconocer una colecciéon diversa de ligandos como, LPS,
paclitaxel diterpeno de plantas, la proteina de fusion del virus respiratorio sin-
citial, fibronectina y proteinas de choque térmico, los cuales tienen diferentes
estructuras. Los TLRs se pueden localizar en la superficie celular (TLR1, TLR2,
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TLR4, TLR5 y TLR6) y reconocer PAMPs de bacterias, hongos y protozoos o
expresarse en compartimentos intracelulares y reconocer acidos nucleicos
(TLR3, TLR7, TLR8 y TLR9). Los PAMPs bacterianos son reconocidos por el
TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6, TLR7 y TLRY, mientras que, los acidos nu-
cleicos virales son reconocidos por TLR3, TLR7, TLR8 y TLRY [24].

En teledsteos se han descrito 17 TLRs (TLR1, 2, 3, 4, 5S, 5,7, 8,9, 13, 14, 18, 19,
20, 21, 22 y 23), los cuales han sido identificados en una docena de especies
diferetes [19] (Tabla 1). Su ortologia sugiere que el mecanismo de reconoci-
miento de patdgenos es similar al de sus homologos en mamiferos [29], aunque,
existen importantes diferencias.

PRR Location Recognized PAMPs Mediated signaling pathway Adaptors
TLR
TLR1* Plasma Triacyl lij Associate with TLR2 mediated signaling pathway TIRAP;
MyD88
TLR2* Plasma membrane Lipoproteins; LAM NF-kB signaling pathway TIRAP;
MyD88
TLR3* Endosome dsRNA; poly(1:C) NF-kB signaling pathway; IRF3 mediated type I IFN TRIF
production
TLR4" Plasma membrane LPS NF-kB signaling pathway TIRAP;
MyD88
Phagosome GIPIs; LPS NF-kB signaling pathway; IRF3 mediated type I IFN TRAM;
production TRIF
TLR5* Plasma membrane Flagellin NF-kB signaling pathway MyD88
TLR6" Plasma Diacyl I Associate with TLR2 mediated signaling pathway TIRAP;
MyD88
TLR7°TLR8* Endosome sSRNA NF-kB signaling pathway; IRF7 mediated type I IFN MyD88
production
TLR9* Endosome CpG DNA NF-kB signaling pathway MyD88
Lysosome-related IRF7 mediated type I IFN production MyD88
organelles (LRO)
TLRIO Endosome Unknown Unknown Unknown
TLR11* Plasma membrane Profilin NF-kB signaling pathway MyD88
RLR
RIG-1* Cytoplasm dsRNA NF-kB signaling pathway; IRF3 and IRF7 mediated type I = MAVS
IFN production
MDA5" Cytoplasm Poly(1:C); dsRNA NF-kB signaling pathway; IRF3 and IRF7 mediated type I  MAVS
IFN production
NLR
NOD1* Cytoplasm iE-DAP dipeptide; Virus NF-kB signaling pathway; IRF3 mediated IFNJ production  RIP2
NOD2* Cytoplasm MDP; ssRNA NF-kB signaling pathway; MAPK signaling pathway; IRF3  RIP2;
mediated IFNp production MAVS
NLRC4 Cytoplasm Flagellin Inflammasome mediated signaling pathway; IL-1p -
mediated signaling pathway
NLRP1 Cytoplasm Lethal toxins; MDP Inflammasome mediated signaling pathway; IL-1p -
mediated signaling pathway
NLRP3 Cytoplasm Toxins; Intracellular bacteria derived molecules;  Inflammasome mediated signaling pathway; IL-1p -
Viral ssRNA and dsRNA mediated signaling pathway
CLR
DC-SIGN* Plasma membrane High mannose; Fucose RAF1-p65 acetylation pathway; NF-kB signaling pathway -

Dectin-1 Plasma membrane B-1,3-glucan SYK-CARD9 pathway; NF-kB signaling pathway; IL-1p -
mediated signaling pathway

Dectin-2 Plasma membrane High mannose SYK-CARD9 pathway; NF-kB signaling pathway -

Mincle Plasma membrane a-Mannose SYK-CARD9 pathway; NF-kB signaling pathway -

Tabla 1. Receptores de reconocimiento de patrones, PRRs.

* indican PRRs identificados en peces. Abreviaturas: GIPIs, Glicosilfosfatidilinositol; LAM,
lipoarabinomanano; iE-DAP, dcido g-D-glutamil-meso-diaminopimélico; MDP, muramil
dipéptido; MAPK, proteina de quinasas activadas por mitégenos; SYK, tirosina quinasa del
bazo; CARDY, miembro de la familia de dominio de reclutamiento de caspasa 9 (modifi-
cado de [26]).
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Por ejemplo, los receptores TLR14, TLR19, TLR20, TLR21, TLR22 y TLR23 no
tienen su homdlogo en mamiferos [23]. E1 TLR5S es una isoforma soluble de
TLR5 que parece ser exclusiva de peces [30]. Adicionalmente, el TLR4 de ma-
miferos reconoce el LPS mediando el shock séptico, lo cual contrasta con la
mayoria de especies de peces que carecen de este receptor, a excepcion de los
ciprinidos (el pez cebra (D. rerio); la carpa (C. carpio); el pez pequefio raro (Go-
biocypris rarus)) y los siluridos (el pez gato (I. punctatus)) [31]. A pesar de la
presencia del TLR4 en estas especies, estudios funcionales han demostrado en
el pez cebra, que el TLR4 actia como un regulador negativo de la sefializacion
de TLR [32]. Ademas, hasta la fecha, todos los genomas secuenciados de peces
carecen de las moléculas coestimuladoras esenciales para la activacion de TLR4
por LPS (es decir, MD2 y CD14) [32]. Los TLRs se conservan en la mayoria de
los vertebrados [33, 34], sin embargo, en teledsteos un considerable numero de
ellos tienen distintas caracteristicas en comparacion con los mamiferos, siendo
mucho mas diversos en peces [26].

A diferencia del sistema inmune adaptativo, el sistema inmune innato no es
una entidad unica, sino que el reconocimiento y la activacion de este sistema
esta conformado por diferentes mddulos, que conciertan una respuesta frente
a una infeccién [35]. Estos llevan a cabo diferentes funciones y estin compues-
tos por variados elementos que van desde factores humorales a mecanismos
celulares. Mdas de un mddulo puede ser inducido durante la infeccion, por lo
tanto, se encuentran funcionalmente unidos (p. ej., fagocitos y el sistema del
complemento) y regulados por las mismas citoquinas [35] (Tabla 2).

Los teledsteos presentan la mayoria de los componentes descritos en el sistema
inmune innato de mamiferos, siendo algunos de estos mas diversos, por ejem-
plo, las lectinas, el sistema del complemento y los receptores de las células NK
(natural killer cells, NK) [18, 36]. Por el contrario el sistema inmune adaptativo
de teledsteos es menos variado, lo que puede deberse a que la respuesta del
sistema adaptativo presenta algunas limitaciones como un repertorio de anti-
cuerpos limitado, una baja maduracion por afinidad y una memoria limitada
[37]. Una de las primeras barreras fisicas de los peces es el mucus, que recubre
diferentes superficies como la piel, las branquias y el intestino. El mucus con-
tiene una gran variedad de compuestos como, lectinas, lisozimas, proteinas del
complemento, péptidos antibacterianos e inmunoglobulinas [38-41]. Un am-
plio rango de tipos celulares estan involucrados en la respuesta inflamatoria de
los peces. Los componentes celulares del sistema innato estan compuestos por
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macrofagos, monocitos, neutréfilos y células dendriticas, que tienen la capaci-
dad de fagocitar [32, 42-44]. La fagocitosis es un importante proceso en ani-
males poiquilotermos, el cual no estd influenciado por la temperatura [45-47].
Ademas, las células B también poseen la capacidad de fagocitar, siendo capaces
de matar bacterias internalizadas [48].

Innate host-defence module Prototypical responses

Mucosal epithelia Production of antimicrobial peptides
Production of mucins

Phagocytes Production of antimicrobial proteins

Production of cytokines: IL-1B, IL-6 and TNF

Acute-phase proteins and complement system Lysis or opsonization of pathogens
Chemotactic attraction of leukocytes

Inflammasomes Production of IL-1-family members
Apoptosis ofinfected host cells
NK cells Apoptosis of infected host cells
Type-I-IFN-induced antiviral prateins Induction of an antiviral state
Apoptosis of infected host cells
Eosinophils and basophils Contraction of smooth muscle
Production of mucins
Peristalsis

Production of biogenic amines
Production of cytokines: IL-4, IL-5, IL-9, IL-13 and TNF

Mast cells Contraction of smooth muscle
Production of mucins
Peristalsis
Production of biogenic amines
Production of cytokines: IL-4, IL-5, IL-9, IL-13 and TNF

Tabla 2. Médulos del sistema inmune innato de mamiferos.

Lista de médulos y respuestas simplificadas del sistema inmune innato
(modificado de [35]).

El sistema inmune adaptativo es regulado por el sistema inmune innato, el
cual, una vez activado, libera citoquinas proinflamatorias que median la pri-
mera respuesta frente a la infeccion, y que activan la respuesta especifica. Pos-
teriormente, el sistema inmune adaptativo es capaz de activar mecanismos del
sistema inmune innato [35] (Figura 3). El sistema inmune adaptativo es me-
diado por la accién de dos grupos principales de linfocitos clasificados como
células By T. Mientras las células B producen anticuerpos para neutralizar pa-
togenos especificos, o etiquetarlos para que sean eliminados del sistema in-
mune, las células T liberan factores para coordinar la respuesta de otras células
inmunes o factores citotdxicos que matan directamente las células infectadas o
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anormales. Las células By T presentan receptores de antigenos de especificidad
unica, llamados receptores de células T (T cell receptor, TCR).

~

Patliogen
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Innate
host-defence
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Figura 3. Activacion de los mecanismos de defensa del huésped.

Los mecanismos de defensa del huésped pueden ser activados directamente mediante el
reconocimiento de los PRRs o indirectamente por las células T, anticuerpos o ambos. Des-
pués de la iniciacion de la respuesta inmune adaptativa, se activa el mismo moédulo del sis-

tema inmune innato que activo la respuesta del sistema inmune adaptativo (de [35]).
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Una de las formas por la cual el sistema inmune innato regula al sistema adap-
tativo es a través de las células presentadoras de antigenos (antigen-presenting
cells, APCs), las cuales, actian como una interfase entre ambos sistemas. Las
APCs como, células dendriticas y macrofagos, son reguladores criticos de la
inmunidad, que continuamente examinan su microambiente, tomando mate-
riales antigénicos o fragmentos de patdgenos para procesarlos y presentarlos a
células T especificas para ese antigeno [49]. Esta presentacion ocurre en el con-
texto de MHCII, el cual estd limitado en expresién a APCs profesionales y a
unos pocos tipos celulares después de su apropiada estimulacion. En contraste,
la via de presentacion por MHC clase I estd orientada hacia la presentacion de
antigenos enddgenos localizados en el citoplasma, nucleos y mitocondrias de
la mayoria de los tipos celulares [49]. Las células T son activadas diferencial-
mente a través de sus receptores TCRs al interactuar con las proteinas MHC.
La interaccion de MHC clase I conlleva la activacion de las células T CD8" y
MHC clase II activa a las células T CD4". Las células T CD4" pueden diferen-
ciarse en células T auxiliares 1 (T helper 1, Thl) o en células T auxiliares 2 (T
helper 2, Th2), dependiendo de las citoquinas que liberen [50]. Entonces, las
células auxiliares T activan a las células T CD8" o linfocitos B, las células T
CD8* se diferencian en células T citotdxicas [51] y los linfocitos B producen
anticuerpos que participan en la respuesta humoral [52].

El sistema inmune adaptativo de teledsteos presenta algunas similitudes con el
sistema de mamiferos, aunque, se ha sugerido que tiene un rol menor en com-
paracion con el sistema inmune innato. Por ejemplo, las células dendriticas son
las principales células presentadoras de antigenos (APCs) en mamiferos, y han
sido descritas en diferentes especies de peces, como, el pez cebra (D. rerio), el
medaka (O. latipes) y la trucha arcoiris (O. mykiss) [53-55]. No obstante, el
sistema inmune adaptativo, también presenta importantes diferencias. Como
se ha mencionado anteriormente, los principales 6rganos linfoides en peces
son el timo, el bazo y el rifidn anterior. En comparacién con los mamiferos, los
peces carecen de médula dsea y de ganglios linfaticos, siendo el rifién anterior
el que cumple la funcién de la médula ésea. Otra importante diferencia, es el
numero de inmunoglobulinas (Igs) descritas en teledsteos, de hecho, los loci
de las Igs de algunas especies de peces se encuentran entre los mayores y mas
complejos descritos hasta hoy [5]. Se han identificado tres clases de Igs en te-
ledsteos, estas son IgM e IgD, las cuales se encuentran en vertebrados [17] e
IgT/Z (por Teleost/Zebrafish), la cual es especifica de peces (Tabla 3). La IgM
fue la primera Ig identificada en peces, y puede ser expresada en la superficie
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de las células B o puede ser secretada. La IgD se penso inicialmente que sélo se
expresaba en roedores y primates, pero también fue identificada en el pez gato
(I. punctatus) [56]. Por ultimo, la IgT/Z fue descrita en la trucha arcoiris (IgT)

y en el pez cebra (IgZ) [57, 58] (Tabla 3).

Comparative
developmental
vertebrate immunology

Teleosts®

Mammals

Physical barriers and
interfaces

Immune effector cell
types

Major antigen
presentation cells
Lymphoid tissues

Antibody

Ig Diversity

Response to challenge/
rechallenge

Affinity maturation

Skin mucus; scales; gills

Neutrophil/heterophil; Eosinophil; Monocyte/Macrophage; Dendritic cell

(only identified in trout gill structures so far); NK cell; T lymphocytes (helper,

cytotoxic); B lymphocytes (plasma cells)
Monocyte/macrophage

Head kidney; Thymus; Spleen; Gut-associated lymphoid tissue (not well
organized); Interbranchial lymphoid tissue

IgM; IgD; IgT
Slow and weak memory response (temperature dependent)

Low affinity, and low AM

Skin; respiratory epithelium of the lungs

Neutrophil; Eosinophil; Basophil; Mast cell Monocyte/
Macrophage; Dendritic cell; NK cell; T lymphocytes
(helper, cytotoxic);

B lymphocytes (plasma cells)

Dendritic cell, macrophage/monocyte

Bone marrow; Thymus; Spleen; Lymph nodes; Gut-
associated lymphoid tissue; Germinal centres

IgM; IgD; IgA; IgE; IgG
Fast and strong memory

High affinity and high AM

(AM)

2 In particular, salmonids (information restricted to development in environments within physiological optima: 10-15 °C).

Tabla 3. Comparacién del sistema inmune de mamiferos y teleésteos.

(de [7]).

El sistema inmune en teledsteos tiene importantes similitudes con el sistema
inmune de mamiferos, ya que presenta la mayoria de los componentes descri-
tos en este grupo. No obstante, existen importantes diferencias, principalmente
en el rol que cumple cada rama del sistema inmune. El sistema innato posee un
amplio abanico de respuestas frente a una infeccion, en muchos casos presen-
tando una mayor diversidad que la descrita en mamiferos, a diferencia del sis-
tema adaptativo, que posee una funcién menor en el control de una infeccion,
aunque, necesaria para una inmunidad duradera.

Inmunologia comparada

La mayor parte de los conocimientos que tenemos hoy en dia acerca de la com-
posicidn, la funcién y la regulacion del sistema inmune en peces estd relacio-
nada con estudios de inmunologia comparada con mamiferos [15]. Sin em-
bargo, el interés por el conocimiento de la inmunologia en peces ha aumentado
por diferentes razones. Evolutivamente, el sistema inmune en teledsteos puede
proporcionar claves para entender la evolucion del sistema inmune de otras
especies. Existen descubrimientos en peces que han contribuido sustancial-
mente al entendimiento de la evolucién del sistema inmune y ademads, han
planteado nuevos paradigmas sobre la inmunologia de mamiferos [18]. Por
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ejemplo, en el sistema inmune de teledsteos se describid la habilidad de las cé-
lulas B para actuar como fagocitos profesionales [48] y este hallazgo llevo al
descubrimiento de un subconjunto de células B fagociticas en los mamiferos.

Por otro lado, existen razones practicas, ya que el coste del tratamiento de las
infecciones en el cultivo de peces es claramente un factor limitante para el cre-
cimiento de la acuicultura. Un ejemplo de esto, son las pérdidas producidas
por el virus ISAV en Chile. Un brote en el afio 2007 llevo a la reduccion de la
produccién en un 9 % y a una reduccion de la fuerza laboral de un 3 %. En 2009,
un nuevo brote representd una caida del 60 % de la produccién del salmoén del
atlantico (8. salar), desde un maximo aproximado de 400000 toneladas antes
del 2007. La proyeccion de pérdidas para el periodo entre el 2007-2011 fue de
aproximadamente $1 billén de délares, es decir, el 50 % del valor econdmico
de la industria chilena [7].

Con el fin de explorar nuevas caracteristicas del sistema inmune en peces, una
de las finalidades de esta tesis es la descripcion en una especie de interés para
la acuicultura de un mecanismo de regulacion del sistema inmune innato, que
ha sido previamente descrito en mamiferos.

El reflejo inflamatorio en el control de la inmunidad innata

El mantenimiento de la homeostasis es fundamental, y en el caso del sistema
inmune, éste debe mantener una respuesta cuidadosa y equilibrada frente a
microbios y patoégenos, la cual oscilara entre: una inmunidad insuficiente, que
permitiria a los patdgenos prevalecer, y una inmunidad excesiva que puede ser
perjudicial para el huésped. Los componentes que ayudan a este equilibrio son
los factores humorales (glucocorticoides, hormonas y citoquinas antiinflama-
torias) y los mecanismos celulares (células T reguladoras y macrdfagos activa-
dos). Sin embargo, estan limitados por varios aspectos: primero, el tiempo de
respuesta es relativamente lento, en comparacion a otros sistemas de respuesta;
segundo, estos sistemas son ineficientes en la integracion de respuestas biold-
gicas y tercero, dependen del sistema circulatorio para operar de manera sisté-
mica [59]. Por lo que, los factores humorales y los mecanismos celulares por si
solos no proporcionan las caracteristicas esenciales necesarias para mantener
la homeostasis del sistema inmune innato.

Durante el siglo veinte se ha descrito como los circuitos neuronales mantienen
la homeostasis durante las repuestas del sistema inmune innato [60-62]. Las
senales neuronales, son rapidas, direccionales, regionales, capaces de integrar

27



estimulos divergentes y de inhibir sefiales confusas, caracteristicas ideales para
monitorizar y modular. En otros sistemas fisiolégicos, como el sistema circu-
latorio, pulmonar o gastrointestinal es el sistema nervioso el que mantiene la
homeostasis. Pero hasta hace poco, era un dogma el hecho de que el sistema
inmune se autorregulaba sélo a través de las vias humorales y celulares.

El reflejo inflamatorio es un circuito neural, descrito en mamiferos, que mo-
dula la respuesta del sistema inmune innato, previniendo las consecuencias de
una excesiva activacion [63] (Figura 4). Este acttia a través del arco aferente y
eferente del nervio vago. Los nervios aferentes de la periferia transmiten las
sefales de peligro y provocan reflejos neurales, regulando la respuesta inmune.
Las neuronas en el nervio vago aferente expresan receptores para diferentes
moléculas que indican una infeccién en progreso, por ejemplo, interleuquina
1 beta (IL-1p), prostaglandinas, ARNm o proteinas [64, 65]. Estas moléculas
activan el arco aferente del nervio vago que a su vez envia sefiales al cerebro,
especificamente al tracto del nucleo solitario en el bulbo raquideo del tronco

cerebral.
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Figura 4. El reflejo inflamatorio en los mamiferos.
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El arco eferente del nervio vago es denominado la via colinérgica antiinflama-
toria [61, 66, 67]. Los nervios de esta via se originan en el bulbo raquideo del
tronco cerebral, descienden por el cuello y se extienden por los érganos del
torax y el abdomen. Experimentos en ratas inyectadas con colorantes fluores-
centes permitieron la deteccion de las sefiales del nervio vago eferente (via co-
linérgica antiinflamatoria) propagandose por el bazo a través del nervio esplé-
nico (68, 69]. Aproximadamente el 90 % de la liberacion del factor de necrosis
tumoral alfa (TNFa) en la fase temprana del shock séptico se origina en el bazo
[68], y la esplenectomia protege contra la mortalidad observada durante una
septicemia [69]. Esto sefiala al bazo como uno de los principales objetivos del
reflejo inflamatorio. La estimulacion del nervio vago in vivo durante el shock
séptico, atenta la produccion de TNFa por parte de los macréfagos localizados
en el bazo [68], asimismo, la estimulacion electrica del nervio vago después de
una vagotomia cervical protege contra lesiones por hipovolemia hemorragica
de choque, quemaduras y lesiones por ventilacién mecanica [70-72]. La via
colinérgica antiinflamatoria regula la respuesta inmune innata frente a PAMPs,
en cultivos de macréfagos con agonistas de los receptores nicotinicos de ace-
tilcolina (p. ej., nicotina y acetilcolina (ACh)), los cuales disminuyen la pro-
duccion de citoquinas proinflamatorias [73-76]. Anatomicamente, las fibras
del nervio esplénico adrenérgico terminan en aéreas ricas en células T, con las
que forman estructuras del tipo sindpticas [77], lo que sugiere que hay comu-
nicacién entre el sistema nervioso y el sistema inmune. El uso de agonistas
B-adrenérgicos tiene el mismo resultado que la vagotomia, disminuye los efec-
tos de TNFa en el shock séptico [78], lo que significa que las sefiales adrenér-
gicas en el bazo tienen un efecto en los niveles de TNFa. La regulacion del re-
flejo inflamatorio no se limita exclusivamente al shock séptico, agonistas del
receptor también inhiben la secrecion de citoquinas en macrofagos activados
por diferentes agentes patdgenos, que incluyen ligandos de los receptores TLR2,
TLR3, TLR4, TLR7 y TLR9 [79].

Un elemento clave del reflejo inflamatorio es el receptor nicotinico de acetil-
colina alfa 7 (a7nACh). Se ha demostrado en ratones que tanto la estimulacion
eléctrica como la farmacoldgica no atentan el shock séptico en ratones defi-
cientes (knock-out) para este receptor [74, 80]. El receptor a7nACh se expresa
en células neuronales, células gliales, células T, células B, monocitos y macro-
fagos [67, 81-83]. La evidencia indica que la presencia del receptor a7nACh en
macrofagos es primordial, ya que suprime los niveles en suero de TNFa en ra-
tones inyectados intraperitonealmente con LPS y este efecto antiinflamatorio
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es dependiente de la senalizacion del receptor a7nACh [84]. La presencia del
receptor en el arco eferente del reflejo inflamatorio, indica que los ligandos co-
linérgicos regulan directamente las células in vivo. La via colinérgica antiinfla-
matoria funcionalmente no es parasimpdtica ni simpatica, porque las senales
clasicas parasimpaticas en la periferia son traducidas por el nervio vago y por
receptores muscarinicos, no por el receptor a7nACh. El nervio esplénico, un
nervio catecolaminérgico componente de la via colinérgica antiinflamatoria,
puede ser controlado por células presinapticas que se originan en el cordén
espinal o por neuronas presinapticas transmitiendo al nervio vago [67]. Enton-
ces, scomo la via colinérgica antiinflamatoria depende del receptor a7nACh si
las neuronas esplénicas liberan catecolaminas y no ACh? Desde hace tiempo se
sabe que el bazo es una importante fuente de ACh (de hecho, estd molécula fue
originalmente descrita en el bazo del buey y del caballo) y la estimulacién eléc-
trica del nervio esplénico aumenta sus niveles en el bazo [85, 86]. Al no encon-
trar fibras nerviosas colinérgicas en el bazo que explicaran la presencia de ACh,
se planteo la hip6tesis de que otro tipo celular no neuronal fuera capaz de pro-
ducirla. Las fibras nerviosas del nervio esplénico se encuentran cerca de aéreas
ricas en células T, las cuales son capaces de sintetizar ACh. Las células T expre-
san colina acetiltransferasa (ChAT) una enzima que utiliza la colina y la ace-
tyl-CoA como sustratos para producir ACh. La estimulaciéon adrenérgica pro-
mueve la liberacion de ACh desde las células T, siendo necesarias para la inte-
gridad del reflejo inflamatorio. La activacion de las células T probablemente
ocurre a través de los receptores B-adrenérgicos que unirian la norepinefrina
liberada por el nervio esplénico cuando es estimulado por el nervio vago, ya
que se ha demostrado un aumento de la norepinefrina después de la estimula-
cion de éste [78].

La estimulacion del receptor a7nACh en la superficie de monocitos o macré-
fagos de bazo, conlleva a la desfosforilacion y la inhibicién del inhibidor NF-«f3
(Ixp) [87], 1o que se traduce en un aumento de las citoquinas proinflamatorias.
El mecanismo molecular a través del cual el receptor a7nACh inhibe la secre-
cién de citoquinas proinflamatorias, ocurre a través de la interaccion del re-
ceptor con la adenilato ciclasa 6 (AC6). Dicha unién provoca un aumento del
AMPc intracelular, que activa la fosforilacion del elemento de respuesta al
AMPc (CREB), lo que a su vez incrementa la expresion de cfos. La activacion
de cfos inhibe la actividad de NF-«kf, disminuyendo la transcripcion de citoqui-
nas proinflamatorias [72] (Figura 5).
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Figura 5. Mecanismo de inhibicién de la liberacién de citoquinas mediada por el
receptor a7nACh

(modificado de [59]).

La estimulacion del receptor a7nACh implica la inhibicién de la liberacion de
diferentes citoquinas proinflamatorias, como TNFa, IL-1p, interleuquina 6
(IL-6) e interleuquina-18 (IL-18) en cultivos celulares de macréfagos estimu-
lados con LPS [73-75], asi como la inhibicion a nivel de la expresion génica y
de la liberacion de la metalopeptidasa de la matriz 9 (MMP9), la cual media la
migracion de macrofagos [89]. En cambio, en macréfagos estimulados con
poly (I:C) se ha observado que la inhibicion ocurre tanto a nivel de la expresion
de ARNm como de proteinas (TNFa, IL-p e IL-6) [76]. Ademas, la estimula-
cion del receptor a7nACh produce la fosforilacion del transductor de sefal y
activador de la transcripcion 3 (STAT3) [90]. El STATS3 fosforilado desenca-
dena una senal antiinflamatoria que produce el aumento de la expresion del
supresor de la senalizacion de citoquinas 3 (SOCS3), el cual suprime la senali-
zacion de receptores de citoquinas [88] (Figura 6). La regulacion del reflejo
inflamatorio es nulo en ratones deficientes de STAT3, lo que demuestra la im-
portancia de JAK2/STAT3 en la via colinérgica antiinflamatoria [90].
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Figura 6. Mecanismo de activacion de Jak2/STAT3.

(modificado de [88]).

El receptor nicotinico de acetilcolina alfa 7 (a7nACh) es una pieza esencial
en la respuesta antiinflamatoria del reflejo inflamatorio [74], teniendo una fun-
cion clave en tejidos no neuronales [91]. Pertenece a la superfamilia de recep-
tores de canales idnicos cuyo efecto depende de ligando (Ligand-gated ion
channel), especificamente de la superfamilia Cys-loop [66]. La amplia variedad
de subtipos de receptores nicotinicos de acetilcolina surgen de la combinacién
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de las diferentes subunidades que componen el sitio de unién. Aunque, estos
receptores muestran una amplia gama de propiedades funcionales y farmaco-
légicas, comparten algunas caracteristicas [92, 93]. Se encuentran en tres esta-
dos principales en respuesta a los agonistas: 1) cerrado en reposo; 2) poros
abiertos y 3) cerrado desensibilizado. Una breve exposicion a altas concentra-
ciones de ACh, provoca la apertura selectiva del poro para los cationes. Des-
pués de unos milisegundos, el receptor cierra a un estado de no conduccion.

Dos grupos principales forman los receptores nicotinicos, los musculares y los
neuronales, los cuales se diferencian en las subunidades que los conforman
(Tabla 4). Los receptores nicotinicos neuronales estan compuestos por dife-
rentes subunidades alfa y beta que forman el sitio de union. Estos receptores se
clasifican en: heteropentdmeros compuestos por las subunidades a6 a a7 y 2
a 34 o homopentdmeros compuestos por las subunidades a7, a8, a9 o a10 (a8
s6lo ha sido descrita en Gallus gallus y a10 puede formar heteropentdmeros
con a9) [94, 95] (Tabla 4).

Heteromeric receptors

Muscle type
Ligand binding dimers Structural
ald aly (embryonic) ale (adult) B1
Neuronal type
Ligand-binding alphas Ligand-binding betas Structural
a2 a3 ad ob B2 B4 a5 33

Homomeric receptors
a7 (@8)* 09 (x10)°

4 o8 found only in chick.

® «10 may form heteromeric receptors with 9.

Tabla 4. Subunidades de los receptores nicotinicos.

(de [94]).

El receptor a7nACh es un homopentdmero de subunidades a7 que se activa
por la unién de ACh [73, 74, 94], que se expresa principalmente en el cerebro,
en particular, en el hipocampo y el hipotalamo [96]. Adicionalmente, se ha
descrito la presencia del receptor en diferentes células inmunolédgicas como
monocitos, macréfagos, células B, células T y células dendriticas [67]. La acti-
vidad del receptor puede ser estimulada por antagonistas muy débiles como
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GTS-21 o ligandos alternativos como la nicotina y la colina [74, 79, 97]. Cada
receptor a7nACh esta constituido por cinco sitios de union para la ACh que se
encuentran entre subunidades adyacentes [94, 98-100] (Figura 7).
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Figura 7. Estructura del receptor a7nACh.

El receptor a7nACh esta formado por cinco subunidades a7, entre subunidades se encu-
entran los bucles (A, B, C, D, E y F) que forman el sitio de unién de la ACh. Cada subuni-
dad a7 posee un dominio extracelular N-terminal, cuatro regiones transmembrana, un bu-
cle citoplasmaético y un dominio extracelular C-terminal.

Cada subunidad incluye un dominio extracelular N-terminal hidrofilico donde
se encuentran tres sitios de N-glicosilacion. En esta region se encuentra el
Cys-loop, una secuencia de 15 aminoacidos altamente conservada ubicada en-
tre dos cisteinas, que da el nombre a esta familia de receptores (Figura 8). A
continuacion, hay cuatro dominios transmembrana, un bucle citoplasmatico
entre el tercer y el cuarto domino transmembrana y un dominio extracelular
C-terminal donde se encuentran tres sitios de fosforilacion [66]. El sitio de
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union de la ACh esta conformado por 6 bucles de diferente longitud, los bucles
A, By C forman el componente principal y los bucles D, E y F el componente
complementario [101- 103] (Figura 7). Los bucles del componente principal
pertenecen a una subunidad a7 y los bucles del componente complementario
pertenecen a la subunidad a7 adyacente [104]. El funcionamiento del receptor
depende de su correcta sintesis, plegado y montaje. La biosintesis de los recep-
tores nicotinicos ha sido caracterizada en diferentes tipos celulares de mamife-
ros [105-107]. La evidencia indica que la no apropiada formacion de puentes
disulfuro, asi como mutaciones en el bucle citoplasmatico, impide el correcto
plegamiento del receptor a7nACh [108, 109].

En teleosteos, no existe un gran nimero de trabajos que describan los recepto-
res nicotinicos de ACh y, aunque se ha detectado la presencia de diferentes
componentes que participan en el reflejo inflamatorio, no hay informacién re-
lacionada con el funcionamiento de este sistema en peces. Existen algunas des-
cripciones de receptores nicotinicos en peces modelo como el fugu (T. rubri-
pes) y el pez cebra (D. rerio), que tienen como finalidad dltima comprender la
diversidad de los receptores nicotinicos en vertebrados, y como modelo de es-
tudio de enfermedades relacionadas con este tipo de receptores, como el Alz-
heimer y el Parkinson [110, 111]. Adicionalmente, se ha descrito la presencia
de ACh y AChE en tilapia (Oreochromis niloticus) [112]. A nivel funcional, el
receptor a7nACh del pez cebra ha sido expresado en oocitos de Xenopus como
una herramienta para evaluar diferentes agonistas y antagonistas del receptor
para el desarrollo de tratamientos farmacolégicos [111]. Asimismo, se ha des-
crito la modulacion del receptor a7nACh y de la AChE a nivel de la expresion
génica después de una infeccién viral, sugiriendo una posible inhibicién de la
via antiinflamatoria [113].
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Modulando el sistema inmune

La prevencion de enfermedades en acuicultura supone un gran desafio, ya que
presenta desventajas en comparacion con la produccion terrestre de animales
[114]. Los patdgenos pueden ser facilmente transmitidos a través del agua, esto
hace que los procedimientos de desinfeccion sean dificiles y costosos. Esto im-
plica que las medidas profilacticas basadas en la estimulacion del sistema in-
mune en peces, sean una importante estrategia para la prevencion de enferme-
dades. Entre estas medidas se incluyen la vacunacién y la inmunoestimulacion.

La vacunacion ha dado buenos resultados en peces, siendo muy efectivas para
algunas enfermedades. De hecho, se encuentran disponibles comercialmente
22 vacunas para enfermedades bacterianas y 6 para enfermedades virales, no
obstante, no existen vacunas comerciales para parasitos y todavia existen mu-
chas enfermedades para las cuales no hay un tratamiento exitoso disponible [6,
115-117]. La vacunacion actiia como una imitaciéon de una infeccidn, acti-
vando el sistema inmune innato y adaptativo, promoviendo una proteccién
prolongada en base a la aparicion de células de memoria y de anticuerpos es-
pecificos. Las vacunas en acuicultura estdn principalmente formadas por bac-
terias inactivadas, patdgenos atenuados, subunidades recombinantes y acidos
nucleicos [115, 118-119]. Una de las principales limitaciones de la vacunacion
comercial es la relacion coste-efectividad, los cuales pueden ser muy diferentes
dependiendo de la especie (el esturién comparado con la carpa); este es el caso
de las vacunas antivirales, donde ha sido dificil el desarrollo de una alternativa
con un conveniente coste-efectividad [6]. Adicionalmente, los peces pueden
necesitar una mayor dosis que los animales terrestres. Existen tres métodos
principales de administracion de vacunas en peces: por inyeccion, por inmer-
sidn y por vacunacion oral, y cada una posee una serie de ventajas y desventajas
(Tabla 5). La administracion por inyeccion se realiza por via intraperitoneal o
intramuscular, no es el método mas econémico, ya que se deben sacar los peces
del agua y anestesiarlos, y ademas se necesitan mecanismos automatizados o
profesionales para la manipulacion de los peces. Asimismo, la administracion
por inyeccion necesita de peces de un cierto tamafo (> 15 - 20 g), es altamente
estresante y esta asociado a efectos secundarios en el sitio de inyecciéon. Por
otro lado, la administraciéon por inmersion de la vacuna es menos estresante,
permitiendo la vacunacion por bafio, inmersion o pulverizacion. Este método
posibilita la vacunacién de un mayor numero de peces y de tallas menores, pero
se necesita de un mayor volumen de vacuna y la duracion de la proteccion es
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menor. En cambio, la administracion oral es a través de la dieta y es el método
mas buscado, ya que se puede administrar de manera masiva y a peces de todas
las tallas sin ningtn tipo de estrés. A pesar de lo prometedor de la vacunacién
oral, son necesarias importantes mejoras como, métodos de encapsulacion que
eviten la degradacion en el tracto gastrointestinal, la evaluacion del tiempo que
permanecen los antigenos en el tracto intestinal (para determinar si es el
tiempo suficiente para activar la inmunidad) y controles de la dosis ingerida
por los peces.

Injection vaccination Immersion vaccination Oral vaccination
Target Systemic Skin and gills Digestive system
Ease of +(labour intensive) ++ +++ (mass vaccination of fish
administration any size)
Fish weight >15¢g 1-5g 1-5g
Stress Severe (requires anaesthetization & handling); Moderate for ~ None for baths; Moderate for spray; ~ None or negligible
automated vaccination Severe for dip
Cost Cost-effective for high value species® Cost-effective for fish <10 g Moderate
Efficacy/Potency +++ (with adjuvants) ++ Weak (Inferior)
Side-effects Severe with oil-adjuvant None or negligible None or negligible
Duration of 6-12 months Shorter Shortest

immunity

2 High value species include Atlantic salmon and Rainbow trout.

Tabla 5. Comparacién de los métodos de vacunacién en peces.

(de [7]).

Los inmunoestimulantes aumentan la resistencia de los peces frente a enfer-
medades y cubren una amplia variedad de sustancias que pueden activar el sis-
tema inmune. Los inmunoestimulantes suelen tener diferentes origenes por
ejemplo, 1) bacteriano: LPS, PGN, ADN bacteriano; 2) plantas: B-glucano; 3)
parasitos, inactivados con formalina o 4) compuestos sintéticos: oligodeoxinu-
cleétidos citosina/guanina sintéticos (CpG, que simulan ADN bacteriano o vi-
ral) y poly (I:C) (ARN de doble cadena) [120-125]. La mayoria de los PAMPs
estudiados activan las APCs, que junto con las células T pueden inducir res-
puestas de las células Th1 y Th2 [51, 126]. Las vias de administracion de los
inmunoestimulantes son las mismas que las utilizadas en la vacunacién, aun-
que, se ha empleado principalmente la administracion oral. A continuacion, se
detallaran los inmunoestimulantes utilizados y propuestos en esta tesis.

El lipopolisacarido (LPS) es el principal componente de la membrana externa
de las bacterias gram negativas (Figura 9). Diferentes bacterias producen LPS
estructuralmente diferentes, los cuales varian en sus patrones de fosfato, nu-
mero de cadenas de acilo y en la composicion del acido graso [32]. El lipido A
del LPS esta altamente conservado y es el que posee las propiedades endotoxi-
cas [127]. El LPS en mamiferos es reconocido especificamente por el TLR4, y
si bien se ha descrito la presencia de este receptor en algunas especies de peces,
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diferentes estudios funcionales confirman que no estd involucrado en su reco-
nocimiento [32, 128]. A pesar de esto, el LPS es ampliamente utilizado in vitro
como un potente activador (a dosis altas) de la respuesta inmune en teledsteos,
logrando estimular la produccion de citoquinas proinflamatorias, de especies
reactivas del oxigeno (reactive oxygen species, ROS) y la activaciéon de macré-
fagos [129-131]. Aunque, se ha sugerido que seria el PGN presente en las pre-
paraciones comerciales de LPS el que podria ser el responsable de la estimula-
cién de la expresion de las citoquinas [132]. Ademas, se ha demostrado el efecto
inmunoestimulante del LPS en diferentes especies (p. ej., Labeo rohita, O.
mykiss, Pangasianodon hypophthalmus, Cyprinus carpio), en las cuales es capaz
de activar la inmunidad innata y aumentar la proteccién contra diferentes
enfermedades [125, 133-135].

O-polysaccharide chain Quter core Inner core Lipid A
e A A A
- Y ' AT ™ Y

(Repeating oligosaccharide
- subunit) -

Figura 9. Estructura general del LPS.

Son moléculas complejas anfifilicas compuestas por tres regiones: 1) el lipido A, 2) el nu-
cleo es un oligosacarido que se puede dividir en una regién interna y una externa y 3) el
antigeno O (de [127]).

El peptidoglicano (PGN) es un componente de la pared celular de bacterias
gram negativas y gram positivas que otorga estabilidad estructural. Al igual que
el LPS, la estructura del PGN puede variar dependiendo de la bacteria que lo
produce. Es reconocido por diferentes receptores en mamiferos como, recep-
tores NLRs (NOD1 y NOD?2) y por las proteinas de reconocimiento de PGN
(PGRPs) [136, 137]. En peces, se han detectado 3 receptores que son capaces
de detectar el PGN, el PGLYRP-2 (homoélogo del receptor de mamiferos) y
PGLYRP-5 y PGLYRP-6 que s6lo se han descritos en teledsteos [138-140]. La
capacidad inmunoestimulante del PGN se ha evaluado in vitro [141-143] e in
vivo donde se ha observado que aumenta la resistencia contra patogenos [124, 144].
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Los acidos nucleicos bacterianos son potentes estimulantes del sistema in-
mune [145], los cuales son reconocidos por el TLRY en el caso del ADN y por
TLR7 en el caso del ARN [24]. En teledsteos, estos receptores estan descritos
en diferentes especies como, la trucha arcoiris, el pez cebra, el salmén del
Atlantico y la dorada [146-149], demostrando cierto grado de similitud con el
sistema en mamiferos. En peces el uso de ADN bacteriano actia como una
cascada que estimula el sistema inmune, culminando en la maduracidn, dife-
renciacion y proliferacion de multiples células inmunolégicas [126]. En estu-
dios in vivo con ADN sintético (oligodeoxinucleétidos citosina/guanina sinté-
ticos, CpG) se ha observado que promueve los sistemas antimicrobianos y pro-
tege contra infecciones bacterianas (p. ej., Aeromonas salmonicida, Edwardsie-
lla tarda) [122, 150].

Las citoquinas se han utilizado ampliamente como adyuvantes y agentes tera-
péuticos en diferentes animales, por ejemplo, interleuquina 2 (IL-2) en cerdos;
el TNFa e interferon alfa (IFNa) en felinos; el IFNa en gallinas o la IL-1f en
ovejas [151-154]. El interés por el uso de las citoquinas esta asociado a su fun-
cion en la patogénesis de muchas enfermedades, ya que son proteinas con po-
cas probabilidades de provocar una respuesta alérgica, son capaces de estimu-
lar el sistema inmune sin la presencia de un patdgeno, y en estudios con dife-
rentes animales se ha demostrado que pueden actuar como adyuvantes para
vacunas virales, bacterianas y parasitarias [155-157]. En peces, algunos estu-
dios han explorado la utilizacién de citoquinas como adyuvante e inmunoesti-
mulante. Por ejemplo, se ha estudiado la interleuquina 8 recombinante (IL-8r)
en trucha, administrada intraperitonealmente (i.p.) y se observé un aumento
de leucocitos en la cavidad intraperitoneal [158]. Ademas, se ha evaluado como
adyuvante la IL-1p recombinante (IL-1fr), administrada i.p. en barrabundi
(Lates calcarifer) y en carpa (C. carpio) junto con una vacuna inactivada con
formalina (Vibrio harveyi'y Aeromonas hydrophila, respectivamente). En am-
bos estudios se observo un aumento de los anticuerpos especificos contra las
bacterias, contenidas en las vacunas con diferencias significativas, en compa-
racién con los otros tratamientos (IL-1Pr y la vacuna administrados por sepa-
rado) [159, 160]. Asimismo, el TNFa recombinante soluble (TNFar) de lubina
(Dicentrarchus labrax) fue producida en levadura y evaluada en la misma es-
pecie, donde se administré oralmente, junto con una vacuna comercial contra
Vibrio anguillarum. En un desafio contra la vibriosis se obtuvo altos niveles de
proteccion en comparacion con el tratamiento que incluia sélo la vacuna [161].
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Las nanoparticulas como plataformas de entrega de
inmunoestimulantes en acuicultura

Las nanoparticulas han sido utilizadas como una estrategia alternativa de pla-
taforma de entrega (delivery system) de inmunoestimulantes y para aumentar
la eficacia de la vacunacion, ya que algunos funcionan como potentes adyuvan-
tes. Los sistemas de plataformas de entrega son aquellos materiales utilizados
para la administracion de productos farmacéuticos de una manera controlada
con el objetivo de lograr un efecto terapéutico. Estos sistemas proporcionan:
una administracion dirigida de compuestos activos a células o tejidos, una bio-
disponibilidad mejorada, una mejor solubilidad de farmacos hidréfobos, una
liberacion sostenida y la proteccion del agente terapéutico de la degradacion [162].

La nanoencapsulacion implica la formacién de particulas, cargadas con farma-
cos, con didmetros que van desde 1 a 1000 nm [163-165], aunque, existen de-
finiciones mas estrictas que se refieren unicamente a las estructuras de un
rango entre 1 a 100 nm [166]. El tamafo de las nanoparticulas les permite in-
teractuar facilmente con biomoléculas como, enzimas y receptores, tanto en la
superficie como en el interior de las células. Hoy en dia, las nanoparticulas se
pueden modificar facilmente para tener caracteristicas fisicas tinicas en tamarno,
forma, quimica de la superficie o ligandos especificos en la superficie. Los be-
neficios de las nanoparticulas como plataforma de entrega son la reduccién de
las dosis, la especificidad del tejido diana, la reduccion de los efectos toxicos o
secundarios de la droga y el aumento de la eficiencia de entrega [167]. En ge-
neral, las moléculas encapsuladas, tendran propiedades completamente dife-
rentes (p. €j., la solubilidad o la vida media en circulacién) en comparacioén con
las no encapsuladas. Por lo tanto, es muy importante entender y controlar el
comportamiento in vivo en células y tejidos de estos compuestos bioactivos una
vez encapsulados, para conocer sus efectos secundarios y su eficacia. El tamafio
de la nanoparticula no sdlo es importante para la interaccion con las biomolé-
culas, sino también, porque va a influir en su biodistribucién in vivo. En ma-
miferos ha sido ampliamente estudiado la internalizacion de las particulas y se
ha observado que aquellas de menos de 5 nm se eliminan de la circulacién a
través de la extravasacion o aclaramiento renal, mientras que las nanoparticu-
las mas grandes (hasta 15 pm) se acumulan en el bazo, el higado y la médula
6sea [168]. El tamano de la particula también influye en los mecanismos de
internalizacion celular como la fagocitosis, la macropinocitosis o la endocitosis
mediada por caveolas, entre otras. Cabe destacar que el destino del material
interiorizado serd diferente en cada caso [169, 170].
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En teledsteos, hay pocos estudios sobre cdmo las nanoparticulas se distribuyen
por el organismo a través del sistema circulatorio, las branquias, el intestino, el
bazo, el higado o el cerebro [123, 171]. Los actuales resultados indican que la
forma de las particulas y la rigidez también son factores claves para la cinética
y el destino de las nanoparticulas, que afectan principalmente a la endocitosis.
La gran mayoria de las nanoparticulas tienen forma esférica, sin embargo, vo-
limenes similares con diferentes formas se internalizan a diferentes velocida-
des [172, 173]. El aumento de la rigidez de las nanoparticulas se ha relacionado
con una mayor fagocitosis por parte de los macréfagos [174]. El uso de nano-
particulas también tiene sus limitaciones. Por ejemplo, su pequefio tamafo y
gran superficie pueden conducir a la agregacion de las particulas, lo que con-
lleva a una carga limitada moléculas y una liberacién explosiva, por lo que la
manipulacion fisica de las nanoparticulas es dificil en sus formas liquidas y se-
cas [175]. A continuacidn, se describiran los diferentes nanomateriales utiliza-
dos en peces como sistemas de plataforma de entrega de inmunoestimulantes
0 en vacunacion, hasta el momento estos son; el quitosano, los liposomas, el
PLGA, los nanotubos de carbon, los lipidos sélidos y las nanoparticulas de fos-
fato de calcio (Figura 10).

El quitosano es un compuesto polisacarido lineal obtenido a partir del deri-
vado N-acetilado de la quitina mediante procesos enzimaticos o quimicos. La
quitina es un polimero natural, biodegradable, biocompatible y no téxico, de-
rivado de las conchas de crustaceos, insectos y algunos microorganismos. Los
beneficios de la utilizacion del quitosano en peces se han demostrado en dife-
rentes estudios, en los que se administraron nanoparticulas de quitosano a tra-
vés de la dieta. Las dietas suplementadas con quitosano han sido evaluadas en
diferentes especies, por ejemplo, O. mykiss, P. olivaceus, Epinephelus bruneus,
Scophthalmus maximus y C. auratus [176-180]. Estos estudios han demos-
trado que el quitosano puede mejorar el crecimiento, la inmunidad innata, la
resistencia a enfermedades y estrés, mejorar los parametros hematoldgicos asi
como la calidad del agua. Desde la perspectiva de la inmunidad de peces, las
nanoparticulas de quitosano debido a su carga positiva y su solubilidad en so-
luciéon acuosa, se han utilizado para la entrega de vitamina C, ARN o ADN
[181-185]. Ademads, las nanoparticulas de quitosano protegen a los compues-
tos activos de las condiciones extremas del tracto gastrointestinal y mejoran su
absorcién [186].
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Figura 10. Nanoparticulas investigadas en teledsteos.

Los liposomas son particulas esféricas, con estructura cerrada compuestas por
bicapas de fosfolipidos, que encierran parte del disolvente circundante en su
interior [187]. Poseen la capacidad de autosellado y permiten incorporar dro-
gas tanto hidrofilicas como lipofilicas. En comparacién con los microliposo-
mas, los nanoliposomas proporcionan una mayor superficie y tienen el poten-
cial de aumentar la solubilidad, mejorar la biodisponibilidad y la liberacién
controlada de drogas, permitiendo una mayor precision para localizar las cé-
lulas o tejidos diana del material encapsulado. Los liposomas han sido utiliza-
dos para encapsular diferentes compuestos, por ejemplo, bacterianos (bacterias
inactivadas con formalina y LPS) [188-192]; virales (virus inactivados con for-
malina y poly (I:C)) [123, 188, 193] y otros como, BSA, melitina (un péptido
antimicrobiano) y cinamaldehido (un compuesto natural) [194-196]. En ge-
neral, los antigenos bacterianos encapsulados en liposomas, otorgan una ma-
yor proteccion que los antigenos sin encapsular, siendo capaces de estimular la
produccién de anticuerpos especificos contra los antigenos encapsulados. Por
otro lado, los antigenos virales contenidos en liposomas confieren elevados ni-
veles de proteccion y son capaces de estimular una respuesta proinflamatoria
y antiviral, aunque no son resultados tan consistentes como con los antigenos
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bacterianos. Finalmente, los liposomas encapsulando otros compuestos, dis-
minuyen la capacidad de infeccion frente a un patégeno, otorgan un incre-
mento en la supervivencia y son capaces de estimular la produccion de anti-
cuerpos especificos, sin embargo, son necesarios mas estudios para demostrar
el alcance de su eficacia.

El PLGA, poli (lactico-co-acido glicdlico) es un copolimero biodegradable y
biocompatible sintetizado a partir de dos mondmeros diferentes, el acido lac-
tico y el acido glicolico [197]. Cuando el PLGA es hidrolizado, sus compuestos
son liberados y eventualmente eliminados del organismo, a través del ciclo del
acido citrico [198]. Por esta razon, hay una minima toxicidad asociada a la uti-
lizacién del PLGA. Una amplia variedad de antigenos han sido encapsulados
con este material como: antigenos bacterianos (complejo exterior de la mem-
brana y bacterias inactivadas con formalina) [199, 200]; antigenos virales (prin-
cipalmente vacunas de ADN) [201, 202]; y otros compuestos como y-globuli-
nas, hemocianina o f-glucano [203, 204]. Las nanoparticulas de PLGA otorgan
buenos niveles de proteccién, aunque, no siempre tan elevados como los que
otorga el antigeno desnudo; atin asi son capaces de estimular tanto la inmuni-
dad innata como la adaptativa. Los antigenos virales encapsulados con PLGA
muestran resultados menos favorables que los descritos en antigenos bacteria-
nos. Por otro lado, el PLGA encapsulando compuestos como y-globulinas, he-
mocianina o -glucano, otorgan una leve respuesta inflamatoria, aunque, es
capaz de estimular la produccion de anticuerpos especificos en contra del an-
tigeno encapsulado (depende del antigeno), teniendo una funcién potencial
como adyuvante.

Existe un gran esfuerzo por descubrir nuevas plataformas de entrega de inmu-
noestimulantes en teledsteos para cubrir las diversas necesidades relacionadas
con la prevencién de enfermedades en acuicultura. Algunos ejemplos son: los
nanotubos de carbdn (carbon nanotubes, CNTs), las nanoparticulas de fosfato
de calcio (calcium phosphate, CaP) y las nanoparticulas lipidicas solidas (solid
lipid, SL). Los resultados obtenidos con CNTs son muy prometedores ya que
ofrece una elevada proteccion después de una infeccion viral (100 % de RPS de
CNTs en comparacion con un 44 % del antigeno sin encapsular a una dosis de
10 pg) [205]. En el caso de CaP también otorga altos niveles de proteccidon pero
similares al concedido por el adyuvante incompleto de Freund (Freund's in-
complete adjuvant, FIA) [206]. Finalmente, los SL s6lo han sido evaluados in
vitro, encapsulando una molécula fluorescente (6-coumarin), se ha observado

44



que las nanoparticulas de SL son internalizados por las células de manera de-
pendiente de la dosis y del tiempo, sin afectar la viabilidad celular [207].

Hoy en dia, existe una amplia variedad de materiales que pueden ser utilizados
como plataforma de entrega de vacunas o inmunoestimulantes en peces. Sin
embargo, el estudio de las nanoparticulas en acuicultura es reciente. Las inves-
tigaciones muestran una eficiencia variable de la proteccién, dependiendo de
diversos factores como, la naturaleza del nanomaterial, el método utilizado
para producir las nanoparticulas, los antigenos encapsulados y las especies eva-
luadas. Ademas, el conocimiento que se tiene del sistema inmune en peces es
limitado en varios aspectos, por ejemplo, como trabaja la memoria del sistema
inmune adaptativo, qué tipos celulares estan relacionados o el rol de la inmu-
nidad mucosal. Adicionalmente, diferentes especies tienen diferentes respues-
tas a la vacunacion [115], y esto deberia ser considerado cuando se elige el mé-
todo de encapsulacion, ya que puede que no sea transferible de una especie a
otra. Igualmente, es importante tener en consideracion el coste final del pro-
ceso de encapsulacion para la produccion industrial. Algunos sistemas desa-
rrollados bajo condiciones de investigacion son costosos y no suelen ser ase-
quibles para la acuicultura. En este contexto, proponemos en esta tesis una
nueva plataforma de entrega de inmunoestimulantes, basada en nanoproteinas
que proporcionan caracteristicas, que no estan presentes en otros nanomate-
riales, y que la hace altamente atractiva para su utilizacion en acuicultura.

Los cuerpos de inclusién

La produccion de proteinas recombinantes es la mayor plataforma tecnoldgica
de la biotecnologia. El desarrollo de la genética recombinante en la década de
los 70 proporciond las herramientas que permitieron modificar secuencias de
ADN, copiando, cortando y uniendo covalentemente pequefias secuencias de
ADN. Estas tres acciones fueron cruciales para el origen de las proteinas re-
combinantes, ya que hicieron posible la introduccién de genes codificadores
de proteinas en vectores de expresion y la sintesis de la proteina en un sistema
heterélogo. La produccién de proteinas recombinantes en sistemas de sobre-
expresion, comenz6 con la produccion de proteinas de interés, como la insu-
lina y los interferones [208-210]. La posibilidad de produccién en grandes can-
tidades, ofrece la oportunidad de explotar las funciones de estas proteinas en
diversos sectores.
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El proceso de produccion de las proteinas recombinantes requiere de: 1) la se-
leccion del sistema heter6logo de produccion; 2) la seleccion del vector de ex-
presion; 3) clones de alto rendimiento y calidad y 4) que la produccion sea es-
calable, constante, altamente productiva y de bajo coste [211]. La produccién
de proteinas recombinantes se puede realizar en diferentes sistemas de
expresion, dependiendo de las caracteristicas de la proteina; generalmente se
utilizan sistemas eucariotas, si la proteina esta glicosilada o debe ser modificada
después de la traduccion [212]. Existe una amplia gama de sistemas para la
produccion de proteinas recombinantes, tales como, bacterias, levaduras, célu-
las de insectos, protozoos y células de mamiferos o plantas [213, 214] (Figura 11).

Escherichia coli es uno de los sistemas de produccion de proteinas mas popu-
lares tanto a nivel académico como industrial [218-220]. Es una bacteria enté-
rica gram negativa que presenta diferentes ventajas sobre otros sistemas como:
un crecimiento rapido y a una alta densidad; bajo coste de cultivo, facil manejo
y produccion a gran escala; rapida expresion de genes; una amplia compren-
sién de su biologia; un genoma conocido; facil modificacion genética y existe
una extensa variedad de vectores de clonacion y expresion para utilizar en esta
especie [211, 221]. La producciéon de proteinas recombinantes en bacterias
como E. coli no siempre resulta en proteinas funcionales, ya que no hay garan-
tias de que se plieguen correctamente, siendo constante la formacion de agre-
gados [222, 223]. La sobreexpresion de estas proteinas en bacterias lleva a su
deposicion en el citoplasma o a la formacion de agregados periplasmicos, lla-
mados cuerpos de inclusion (CI). La formacion de los CI esta asociada con un
rendimiento de produccién de la proteina soluble reducido. Durante mucho
tiempo se crey6 que los CI eran agregados sin estructura, formados solamente
por polipéptidos desplegados e incorrectamente plegados, siendo considerados
productos de desecho de la produccidn de proteinas recombinantes [224] (Fi-
gura 12). Contrariamente a las hipdtesis propuestas, hoy en dia se sabe que los
CI conservan una consistente actividad bioldgica [225]. Consecuentemente,
esto impulsé el estudio del proceso de agregacion in vivo para comprender
como los factores fisicos-quimicos podian modular sus caracteristicas y asi me-
jorar sus posibles aplicaciones en biotecnologia [226].
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Bacterias

Escherichia coli
Lactobacillus lactis
Pseudoalteromonas haloplanktis

Protozoos

Levaduras

Saccharomyces cerevisae
Pichia pastoris

Células de insectos

Tetrahymena thermophila

Células de plantas

Nicotiana benthamiana
Nicotiana tabacum
Arabidopsis thaliana
Medicago sativa
Lemna minor
Physcomitrella patens

High five cells de Trichoplusia ni
MimicTM Sf9 células de insectos

Células de mamiferos

Ovario de hamster chino (CHO)
Mieloma de raton (NS0)
Rifion de hamster bebé (BHK)

Rifn6n embrionario humano (HEK-293)
Retina derivada de humano (PERC6)

Figura 11. Sistemas de produccién de proteinas recombinantes.

(referencias [213-217]).
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Soluble cell fraction Insoluble cell fraction

Proteolysis

Figura 12. Conformacién de las proteinas que estructuran los CI.

Los CI estan formados por proteinas con conformacion nativa y por lo tanto funcionales
(rojo), isoformas funcionales (verde) y en mayor proporcion por proteinas incorrecta-
mente plegadas (azul) (modificado de [224]).

Actualmente, los CI son considerados como un nuevo y prometedor nanoma-
terial que se puede emplear en diferentes aplicaciones biotecnoldgicas [224].
En condiciones de sobreexpresion heterdloga, diferentes condiciones pueden
predisponer a la produccion de CI tales como, la incapacidad de la bacteria de
realizar modificaciones post-translacionales requeridas por la proteina hetero-
loga, la saturacion de los moduladores celulares plegables, la sobreexpresion de
la proteina recombinante, el incremento de la concentracion de plegamientos
intermedios (agregados/nativos) que a su vez se ensamblan en agregados solu-
bles e insolubles [227]. Ademas, los polipéptidos sintetizados por los ribosomas
liberan su conformacién nativa mediante intermediarios de plegamiento que
pueden ser mds propensos a la agregacion que a la conformacion nativa. Las
condiciones de cultivo también afectan a la formacion de los CI, como las fluc-
tuaciones de temperatura y las condiciones de estrés. Las diferentes rutas de
formacién y degradacion de los CI se detallan en la Figura 13.

Los CI estan compuestos principalmente por proteina recombinante, que
puede representar del 80 al 100 % del contenido de proteina total de la célula
Sin embargo, los CI pueden contener también fragmentos proteoliticos de la
proteina recombinante, componentes ribosomales, fosfolipidos, acidos nuclei-
cos y componentes de la membrana bacteriana, como LPS y PGN [228-232].



La caracterizacion de la estructura de los CI mediante microscopia de trans-
mision de electrones (transmission electron microscopy, TEM) muestra un ma-
terial electro denso con regiones electro transparentes de 20 a 30 A, probable-
mente debido a la presencia de poros [233]. Por otra parte, los CI a través de
microscopia electronica de barrido (scanning electron microscopy, SEM)
aparecen como estructuras porosas con superficies rugosas o lisas.

Folding Native
intermediates/misfolded

o1

Soluble Aggregates

Degradation

B

Figura 13. Esquema de la formacién y degradacién de los ClI.

La formaci6n de los CI puede ocurrir mediante diferentes procesos: 1) proteinas parcial-
mente plegadas e incorrectamente plegadas se pueden formar desde la proteina original;
2) desde multiples agregados solubles; 3) uno o pocos sitios de nucleacién desencadenan
la deposicién de polipéptidos recién sintetizados en el CI; 4) las proteinas pueden ser libe-
radas desde los CI y plegarse correctamente y 5) los CI pueden ser degradados por siste-
mas de control de calidad bacterianos (modificado de [227]).

49



El analisis por microscopia electrénica de los CI, tanto purificados como no
purificados, revelan diferentes formas (ovoide, cilindrica y esférica), con un ta-
mano que varia dependiendo de la proteina entre los 50 a 1600 nm, siendo la
densidad de los CI del orden de 1,3 g/ml [234] (Tabla 6). Los CI poseen dos
estructuras principales: el tipo nativo y el tipo amiloide. Se ha demostrado que
los CI tienen proteinas con su conformacion nativa (tipo nativo) y por tanto
mantienen su funcién. Por otro lado, los CI también pueden contener estruc-
turas de tipo amiloide, que se caracterizan por la presencia de laminas-p inter-
moleculares, la capacidad de unir los tipicos colorantes amiloides y la habilidad
de formar fibras [235] (Tabla 6). Sin embargo, se desconoce como los dos ti-
pos de proteinas, nativa y amiloide, pueden coexistir en los CI.

Una gran variedad de caracteristicas fisico-quimicas de los CI pueden ser mol-
deables modificando el fondo genético del huésped y las condiciones de cultivo
(tiempo, pH, temperatura) [224]. Caracteristicas como el tamafio, la geometria,
la rigidez, la humectabilidad, la carga neta, la bioadhesividad, la estabilidad
proteolitica, la actividad especifica, la densidad/porosidad y la liberacion de
proteinas, pueden ser modificadas dependiendo de las caracteristicas finales
que se deseen [224, 231, 236-238]. La plasticidad que presentan los CI los con-
vierten en un material con un alto potencial para ser utilizado en biotecnologia.

Los CI bacterianos han sido considerados como residuos de la produccion de
las proteinas recombinantes. Sin embargo, durante la tltima década el estudio
del proceso de deposicion planted la aparicion de nuevos usos. Una de las prin-
cipales aplicaciones de los CI a nivel biotecnoldgico ha sido como biocataliza-
dores inmovilizados, presentando, en este caso, mayores ventajas que la utili-
zacidn de biocatalizadores solubles [239, 240]. También han sido utilizados en
biotecnologia como modelo de agregacion de proteinas por su similitud con la
formacion de fibrillas amiloides en mamiferos (causante de enfermedades)
[244, 245]. Adicionalmente, los CI se han testeado como nanomaterial con fi-
nes terapéuticos, en ingenieria de tejidos y como plataforma de entrega de dro-
gas y polipéptidos [237, 251-252]. Una de las propiedades de los CI de interés
en esta tesis, es su capacidad de funcionar como plataforma de entrega de po-
lipéptidos. Por ejemplo, los CI formados con una chaperona (Hsp70) o con el
factor de crecimiento de fibroblastos 2 (FGF-2) se depositan en las células su-
ministrando proteinas y mejorando la viabilidad celular, respectivamente
[237]. Utilizados en suspension, los CI formados por estas proteinas (Hsp70 y
FGF-2) pueden penetrar las células y la membrana nuclear, en ausencia de to-
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xicidad celular, promoviendo la viabilidad celular a través de su efecto terapéu-
tico, por lo que se sugiere que existe una liberacion de proteinas desde los CI
[252, 253]. La liberacién funcional de proteinas desde los CI parece implicar
solo una fraccién de sus proteinas, ya que, después de la incubacion, atun es
posible observar en las células los CI, sugiriendo una estructura tipo andamio
mecanicamente estable. Mientras las fibras amiloides pueden conferir estabili-
dad, las proteinas correctamente plegadas otorgan funcionalidad a los CI. El
potencial de los CI como nanomaterial terapéutico es altamente prometedor,
por lo cual, en esta tesis se exploran las caracteristicas de los CI para su aplica-
cién en la acuicultura.
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Propiedades funcionales y

Implicaciones biotecnologicas Referencias
estructurales

Estabilidad general Solubilidad leve para mejorar la [224,241]
La estabilidad es dependiente de  recuperacién de proteinas funcio-
la proteina y de las condiciones nales.
de cultivo. CI no clasicos pueden ser usados

como sistema de entrega de pro-

teinas funcionales.
Tamaiio, forma y morfologia La forma delos Cly el volumen es  [228,231,234,
Forma ovoide, cilindrica y esféri-  principalmente dependiente del 220
ca. fondo genético del huésped y de las
El tamaiio fluctiia entre los 50 a condiciones y tiempo de cultivo.
1600 nm. La posibilidad de modificar la
Morfologia porosa con una su- geometria de los Cl y sus carac-
perficie rugosa o lisa. teristicas mecdanicas tienen un gran
Material electro denso con regio-  potencial para el uso de los CI
nes electro transparentes. como biomaterial para la ingenier-

ia de tejidos.
Tipo Nativo Cl activos se pueden emplear como  [224]
Las proteinas contenidas en los un eficiente, estable y reutilizable
CI pueden retener su conforma-  biocatalizador.
cién y funcién nativa. Liberacion de proteinas funciona-

les.
Tipo Amiloide Los CI como un modelo de estudio  [235, 244—-250]

Alta presencia de laminas p.
Unioén a colorantes amiloides:
Rojo congo, Tioflavinas T y S.
Organizacién de los CI en fibras
de proteinas in vitro.

Interaccidn especifica entre pro-
teinas en el proceso de agrega-
cion.

Presencia de estructuras prefibri-
lares y fibrilares con CI.

de la agregacion amiloide en célu-
las y para la investigacion de com-
puestos que inhiben la agregacién
amiloide.

Tabla 6. Propiedades estructurales de los cuerpos de inclusién.

(modificado de [227]).
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Objetivos







La primera hipétesis de esta tesis es que el reflejo inflamatorio descrito en ma-
miferos es un sistema de control de la inflamacion también presente en otros
vertebrados y para ello nos centramos en su estudio en teleésteos. Concreta-
mente, y para estudiar las bases moleculares del sistema de reflejo inflamatorio,
nos centramos en la pieza principal del sistema que es el receptor a7nACh y
establecimos los siguientes objetivos especificos:

(1) La obtencidn y caracterizaciéon de la secuencia completa de la
subunidad a7 del receptor nicotinico de acetilcolina (a7nAChR) en
Oncorhynchus mykiss y su caracterizacion filogenética en relacion a
otras especies.

(2) El estudio in vivo de la distribucion tisular del receptor a7nACh
y del efecto de diferentes patrones moleculares asociados a patdgenos
(PAMPs), el acido polirriboinosinico-policitidilico (poly (I:C)) y el
lipopolisacarido bacteriano (LPS), sobre la liberacion de acetilcolina.

(3) La evaluacion in vitro en macréfagos de la funcionalidad del re-
ceptor a7nACh: la expresion génica, la capacidad del receptor de unir
a-bungarotoxina, el efecto de agonistas del receptor (acetilcolina y
nicotina) en la fagocitosis, y el efecto modulador de la respuesta in-
mune de la nicotina después de una estimulacion con diferentes
PAMPs (poly (I:C) y LPS).

Los resultados derivados de estos objetivos se detallan en el Capitulo 1.

La segunda hipétesis de esta tesis es que nanoparticulas proteicas obtenidas
de los cuerpos de inclusion bacterianos pueden servir como plataformas de
entrega de inmunoestimulantes para peces. Los objetivos planteados fueron
los siguientes:

(4) El desarrollo y la caracterizacion de cuerpos de inclusion forma-
dos por proteinas recombinantes con y sin una funcién inmunolé-
gica en peces: A) proteinas fluorescentes: la proteina verde fluores-
cente fusionada con la proteina de la capside del virus de la fiebre
aftosa (GFPVP1) y la proteina fluorescente en el infrarrojo (iRFP); y
B) citoquinas de peces: el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) y la
quimioquina (C-C) ligando 4 (CCL4).
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(5) El andlisis in vitro de la captacion celular de los diferentes cuerpos
de inclusion producidos y los efectos moduladores de la respuesta in-
flamatoria de los cuerpos de inclusion.

(6) El estudio in vivo de la distribucion tisular, asi como, el estudio
de los macréfagos como células diana de los cuerpos de inclusion.

(7) La evaluacion de la proteccion conferida por los cuerpos de in-
clusion contra una enfermedad bacteriana letal modelo causada por
Pseudomonas aeruginosa.

(8) El analisis de la estabilidad de los cuerpos de inclusion bajo dife-
rentes condiciones de pH y temperatura y durante el proceso de lio-
filizacion.

(9) El estudio de la dinamica de absorcion in vivo por la mucosa in-
testinal de los cuerpos de inclusién administrados oralmente.

Los resultados derivados de estos objetivos se detallan en los Capitulos 2 y 3

de esta tesis.
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El receptor nicotinico de
acetilcolina alfa 7 (a7AChR)
modula la respuesta

frente a poly (I:C)

en macrofagos de trucha:
estudio del

reflejo inflamatorio

en teledsteos







Resumen

El receptor nicotinico de acetilcolina alfa 7 (a7nAChR) pertenece a la superfa-
milia Cys-loop de receptores de canales idnicos activados por ligando. El recep-
tor a7nACh juega un rol crucial en el sistema del reflejo inflamatorio modu-
lando la expresion de citoquinas inflamatorias a través de la via colinérgica an-
tiinflamatoria. En peces, la informacion en relacion con este tipo de receptores
es limitada y sélo se han realizado algunos estudios de caracterizacion de re-
ceptores en peces modelo (Danio rerio y Takifugu rubripes), pero sin relacio-
narlos con el sistema del reflejo inflamatorio. En este trabajo describimos y ca-
racterizamos por primera vez la presencia del receptor a7nACh en trucha ar-
coiris. El andlisis de la secuencia del receptor a7nACh evidencia que posee to-
dos los dominios estructurales necesarios para un adecuado funcionamiento,
asi como una secuencia altamente conservada en comparacion con otras espe-
cies de vertebrados. Nuestros resultados demuestran que el receptor es capaz
de unir a-bungarotoxina, lo que indica su presencia en la membrana de ma-
crofagos de trucha. Ademas, existe una respuesta por parte de los principales
componentes del reflejo inflamatorio frente al estimulo con diferentes PAMPs.
La estimulacion del receptor con nicotina conlleva a una disminucion de la
expresion de genes relacionados con la respuesta inmune producidos por una
estimulacion con poly (I:C), pero no se observa esta modulacion frente a una
estimulacion con LPS. En base a estos resultados, planteamos que en trucha
arcoiris existe un sistema de regulacion de la repuesta del sistema inmune in-
nato similar al descrito en mamiferos, con algunas caracteristicas distintivas
relacionadas con la propia arquitectura del sistema inmune innato de peces.

Introduccion

El reflejo inflamatorio es un circuito neural descrito en mamiferos, que modula
respuesta del sistema inmune innato previniendo las consecuencias de una ex-
cesiva activacion [1]. Este sistema es activado por la presencia de PAMPs
(pathogen-associated molecular patterns), DAMPs (danger-associated molecu-
lar patterns) o por dafio tisular, desencadenandose un potencial de accién a
través del nervio vago aferente hasta el tronco cerebral y otros nicleos que con-
trolan las sefiales de respuesta del nervio vago [2]. La respuesta es enviada a
través del nervio vago eferente, también llamada via colinérgica antiinflamato-
ria, lo que estimula a los 6rganos del sistema reticulo endotelial, incluyendo el
bazo, el higado y el tracto gastrointestinal [3, 4]. El sistema mas detalladamente
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descrito es el del nervio vago que estimula al nervio esplénico del bazo, lo que
produce una liberacién de norepinefrina [5]. La norepinefrina estimula a los
linfocitos residentes en el bazo que expresan la enzima colina acetiltransferasa
(ChATY), los cuales son capaces de secretar acetilcolina (ACh), un neurotrans-
misor que se une al receptor nicotinico de acetilcolina alfa 7 (a7nACh) de ma-
crofagos. Al mismo tiempo que se libera ACh, ésta es rapidamente hidrolizada
por la acetilcolinesterasa (AChE) [6, 7]. La unién de la ACh al receptor
a7nACh produce una inhibicién de la produccién de citoquinas proinflama-
torias por la via NF-xf y la supresion de la sefializacion de los receptores de
citoquinas a través de la via Jak2/STAT3 [8-10].

El receptor a7nACh es una pieza clave en la respuesta antiinflamatoria del re-
flejo inflamatorio [11], pertenece a los receptores nicotinicos de acetilcolina
(nAChR) de la superfamilia Cys-loop de canales idnicos activados por ligando
(Ligand-gated ion channel) [12]. Los receptores nicotinicos se clasifican en: he-
teropentameros compuestos por las subunidades a6 a a7 y f2 a 4 o homopen-
tameros compuestos por las subunidades a7, a8, a9 o0 al0 (a8 sélo ha sido des-
crito en Gallus gallus y al0 puede formar heteropentaimeros con a9) [7]. Dife-
rentes subunidades de los receptores nicotinicos son expresadas en células no
neuronales como, células B, células T y timocitos de mamiferos [13]. El recep-
tor a7nACh es un homopentamero de subunidades a7 que se activa por la
unién de ligandos como la ACh, la nicotina (NIC) y la colina [14, 11-15]. Se
expresa principalmente en el cerebro, en el hipocampo y el hipotalamo [16],
pero también ha sido descrito en diferentes células inmunoldgicas como mo-
nocitos, macrofagos, células B, células T y células dendriticas [5, 17-18]. El re-
ceptor a7nACh se distingue de otros receptores nicotinicos por sus propieda-
des fisiologicas y farmacolodgicas, incluyendo su permeabilidad al calcio y su
rapida desensibilizacion [19, 20]. Cada receptor a7nACh tiene cinco sitios de
union a ACh, que se encuentran entre subunidades adyacentes [21]. La estruc-
tura de cada subunidad incluye un dominio extracelular N-terminal hidrofilico
de unos 200 aminodcidos donde se encuentran tres sitios de N-glicosilacion
[12]. En este dominio se encuentra el Cys-loop, una secuencia de 15 aminodci-
dos altamente conservada posicionada entre dos cisteinas, que da el nombre a
esta familia de receptores. Posteriormente, se encuentran cuatro dominios
transmembranas, un bucle citoplasmatico entre el tercer y el cuarto dominio
transmembrana y un dominio extracelular C-terminal donde se encuentran
tres sitios de fosforilacion [12]. Diferentes aminoacidos contribuyen a formar
el sitio de union de la ACh, el cual esta conformado por seis bucles de diferente
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longitud. Los bucles A, B y C forman el componente principal y los bucles D,
E y F el componente complementario [22-24]. Los bucles del componente
principal pertenecen a una subunidad a7 y los bucles del componente comple-
mentario pertenecen a la subunidad a7 adyacente. Estos bucles se encuentran
en el dominio extracelular formando un bolsillo compacto donde se une la
ACh [25].

A nivel de la secuencia gendmica, el receptor a7nACh (CHRNA?7) de humanos
tiene un tamaio de 75 kb. Presenta un promotor putativo 5'al inicio de la tra-
duccién en el exdn 1. La region promotora carece de TATA box, tiene un alto
contenido de GC (77 %) e incluye cuatro sitios de unién a factores de trans-
cripcion: Sp-1, Ap-2, Erg-1 y CREB, que parecen estar conservados entre bo-
vinos y humanos [26]. La secuencia gendémica del receptor a7nACh presenta
10 exones altamente conservados entre diferentes especies (p. ej., G. Gallus y
Mus musculus) [27].

La ACh yla NIC (un agonista de la ACh), son capaces de estimular al receptor
a7nACh e inhibir, de manera dosis dependiente, la liberacidon de citoquinas
proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), interleuquina
1 beta (IL-1P), interleuquina 6 (IL-6), interleuquina 8 (IL-8) y la metalopepti-
dasa de la matriz 9 (MMP9). Inicialmente, se habia descrito en cultivos de ma-
créfagos estimulados con lipopolisacaridos (LPS), que esta modulacion ocurria
después de la traduccidn [11, 14], pero nuevos estudios en macrofagos estimu-
lados con LPS y acido poli (lactico-co-glicdlico) (poly (I:C) han demostrado
que esta modulacion sucede tanto a nivel del ARNm como a nivel de la pro-
teina [28, 29]. Mas aun, se ha demostrado in vivo, en ratones deficientes de a7
(knock-out) que la inhibicion en la produccion de TNFa a través del nervio
vago es dependiente del receptor a7nACh [11].

A su vez, se ha descrito que diferentes antagonistas son capaces de bloquear la
activacion de los receptores nicotinicos uniéndose al sitio de unién de la ACh.
Algunos actian especificamente sobre determinados receptores nicotinicos, lo
que ayuda a su estudio y caracterizacién. Por ejemplo, la metilicaconitina es
una toxina obtenida de las semillas de Delphinium brownii que se une especi-
ficamente a los receptores a7nACh y a8nACh [30]. La a-conotoxina es una
neurotoxina peptidica obtenida del caracol (Conus consors) que se une especi-
fica y reversiblemente a los receptores a7nACh y a9nACh [31]. Otro antago-
nista ampliamente utilizado es la a-bungarotoxina (a-BTX), una neurotoxina
de pequeiio tamafo (8 kDa) que se obtiene del veneno de serpiente (Bungarus
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multicinctus). Esta proteina posee un andamio con tres extensiones unidas por
puentes disulfuro intramoleculares y se une especifica e irreversiblemente a los
receptores nicotinicos a7nACh y a9nACh [32, 33].

En peces, el escenario es un tanto diferente, ya que no existe un gran nimero
de trabajos que describan los receptores nicotinicos de acetilcolina. No obs-
tante, se ha detectado la presencia de diferentes componentes que participan
en el reflejo inflamatorio, pero no hay informacién relacionada con el funcio-
namiento de este sistema en peces. Existen algunas descripciones de receptores
nicotinicos en peces modelo como el fugu y el pez cebra, que se han realizado
con la finalidad de comprender la diversidad de los receptores nicotinicos en
vertebrados, y como modelo de estudio de enfermedades relacionadas con este
tipo de receptores, como el Alzheimer y el Parkinson [34, 35]. En fugu (Taki-
fugu rubripes) se han descrito tres secuencias de a7: a 7 a, by c. Por ejemplo, la
subunidad a7a posee 1362 pb que codifican una proteina de 454 AA y que se
expresa en diferentes tejidos como, el cerebro, las branquias, las gonadas, el
estdmago, el corazén y el musculo. Ademads, las tres isoformas del receptor
a7nACh presentan 10 exones, al igual que las secuencias en aves y en mamife-
ros [34]. En el pez cebra (Danio rerio) el gen del receptor a7nACh tiene una
longitud de 1527 pb y codifica una proteina de 509 AA yla secuencia genémica
también se encuentra distribuida en 10 exones como en otras especies [27].
Adicionalmente, se ha descrito la presencia de ACh y AChE en células mono-
nucleares del bazo de tilapia (Oreochromis niloticus) [36]. A nivel funcional, el
receptor alpha 7 del pez cebra ha sido expresado en oocitos de Xenopus, para
la evaluacién de agonistas y antagonistas como tratamientos farmacoldgicos
para enfermedades en humanos. El receptor a7nACh expresado en este sistema
es activado a través de diferentes agonistas como la ACh, la NIC y la cisteina, y
a su vez se ha demostrado la inhibicién del receptor por un antagonista, la me-
camilamina [35]. Asimismo, se ha descrito a nivel de expresion génica, una in-
hibicién de la expresion del receptor a7nACh y un incremento de la expresion
de la AChE después de una infeccion viral, sugiriendo la inhibicién de la via
antiinflamatoria en el pez cebra [37]. En trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss),
Drescher y colaboradores han clonado y caracterizado el receptor a9nACh ob-
tenido a partir de saccular hair cells con el objetivo de analizar a nivel evolutivo
al receptor a9nACh, por su funcién en la estimulacion de las hair cells, que
filogenéticamente en vertebrados tiene una funcién a nivel de la audicién. Este
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receptor presenta tres isoformas, que son expresadas en tejidos como, el cere-
bro, la retina o el higado, entre otros. Estas secuencias muestran una alta simi-
litud con receptores a9nACh descritos en otras especies [38].

En relacidn a estos antecedentes, nos planteamos la hipétesis de que la trucha
arcoiris presenta receptores a7nACh, similares a los descritos en otras especies,
y que éstos cumplirian un rol a nivel inmunolégico, en el contexto del reflejo
inflamatorio descrito en mamiferos.

Materiales y métodos

Animales

Truchas arcoiris adultas (O. mykiss) de 100-120 g de peso corporal fueron cul-
tivadas en tanques de recirculacion con un fotoperiodo de 12:12 h luz/oscuri-
dad a 16 + 0,5 °C. Todos los procedimientos experimentales fueron presenta-
dos al Comité de Etica de la Universitat Autdonoma de Barcelona (Ntimero de
referencia 1555) que trabaja de acuerdo con los Principios Internacionales para
la Investigacion Biomédica con Animales (EU 2010/63).

Muestreo de tejidos, extraccion de ARN y sintesis de
ADNc

Truchas arcoiris fueron sacrificadas por sobredosis de anestesia (300 mg/1, MS-
222, Sigma) y se diseccionaron el cerebro y el bazo, siendo congelados inme-
diatamente en nitrégeno liquido y almacenados a -80 °C hasta su uso. El ARN
total fue extraido usando TriReagent (Sigma), siguiendo las instrucciones del
fabricante. La concentracion y la calidad del ARN fueron evaluados usando el
Nanodrop ND-1000 (Thermo Scientific) y el Bioanalyser-2100 con el Nano Kit
RNA 6000 (Agilent Technologies), respectivamente. La sintesis de ADNc fue
realizada con 1 pg de ARN total usando Superscript III (Invitrogen) y el ceba-
dor oligo-dTs (Promega). La PCR convencional (RT-PCR) fue llevada a cabo
usando 1 pul de ADNc con cebadores especificos (Ver Anexo 1, Tabla 1). El
factor de elongacion 1 alfa (EFla) se utilizé como gen de referencia. Los pro-
ductos de PCR fueron separados en geles de agarosa al 1 % tefiidos con GelGreen
(Biotium).

Clonacion del receptor nicotinico de acetilcolina a7 de
trucha

La clonacioén del receptor a7nACh se llevo a cabo analizando las secuencias de
nucleétidos y de proteinas del receptor, descritas en otras especies y disponi-
bles en bases de datos publicas [39, 40]. Las alineaciones de las secuencias del
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receptor a7nACh de diferentes especies fueron realizadas utilizando el soft-
ware ClustalX v2.1 [27, 41] y se disefiaron cebadores degenerados en regiones
altamente conservadas (Ver Anexo 1, Tabla 1). La secuencia completa del
receptor fue clonado desde cerebro usando 3'- y 5'- PCR RACE (3*-y 5'-
RACE Kit, Life Technologies) con cebadores especificos para el receptor (Ver
Anexo 1, Tabla 1). Los productos de PCR fueron purificados con Nucleospin
Gel y PCR Clean-up (Macherey-Nagel) y fueron clonados con pGEM-T Easy
Vector (Promega) en Escherichia coli DH5a (Life Technologies). Los clones del
plasmido fueron aislados mediante el Nucleospin plasmido QuickPure (Ma-
cherey-Nagel) y digeridos con EcoRI (Thermo Fisher Scientific). Los plasmi-
dos fueron secuenciados usando los cebadores SP6 y T7.

Analisis de la secuencia de a7nACh

La secuencia de ADNc del receptor a7nACh fue obtenida y anotada con Banklt
en NCBI (nimero de acceso: KT634308). Los dominios caracteristicos de la
secuencia deducida de aminodcidos fueron identificados con las siguientes he-
rramientas de analisis: Simple modular architecture research tool (SMART),
Pfam, NetNGlyc v1.0, NetPhos v2.0 y SignalP v4.1 [42-47]. El software BLAST
suite fue utilizado para la busqueda de secuencias similares de nucleé6tidos y de
aminodcidos y las secuencias ortologas fueron alineadas y analizadas con Clus-
talX v2.1 [27, 41].

Analisis filogenético

Para la evaluacion filogenética de las secuencias nucleotidicas se realiz6 (1) una
inferencia Bayesiana mediante algoritmos MCMC (markov chain monte carlo)
implementado en el programa BEAST v2.2 [48] y (2) una estimacion de las
relaciones filogenéticas mediante el método de méxima verosimilitud (maxi-
mum likelihood, ML), utilizando el programa de analisis RaxML [49]. Se esco-
gié Periplaneta americana como grupo externo (outgroup). El analisis Baye-
siano mediante MCMC se desarroll6 durante 10” generaciones, utilizando un
modelo evolutivo GTR+I+G (general time reversible) que incluyo la estimacién
de la distribucién gamma para las tasas de sustitucién de nucleétidos entre las
posiciones de alineamiento, un modelo de Yule para el patrén de bifurcacion
del arbol filogenético y la asuncién de un reloj molecular (relaxed lognormal)
para modelar la longitud de las ramificaciones. Se utiliz6 el programa Tracer
v1.6 para evaluar la convergencia y eficiencia de muestreado de los diferentes
arboles escogidos (rechazando el 10% como burn-in). Para el analisis ML, se
utiliz6 el mismo modelo (GTR+I+G) y se analizaron los arboles filogenéticos
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consenso (majority rule) después de 10* réplicas remuestreadas mediante
bootstraping.

Analisis de los exones e intrones del receptor aZnACh
Los exones e intrones del ADN genomico (ADNg) fueron analizados mediante
la comparacion de la secuencia codificante del receptor con la secuencia dispo-
nible del proyecto de genoma de la trucha arcoiris [50, 51]. Las secuencias del
receptor a7nACh fueron alineadas de manera manual y con el software Spidey
[52]. Los limites de los exones y de los intrones fueron determinados con la
prediccion del sitio Splice y NetGene 2 [53, 54]. Ademas, se realizo la extrac-
ciéon de ADNg para analizar las secuencias no definidas de exones e intrones.
El ADNg fue extraido a partir del tejido cerebral de trucha arcoiris y fue obte-
nido utilizando un protocolo estandar de extraccion de fenol-cloroformo [55],
y el ADNg fue cuantificado usando el Nanodrop ND-1000. Una PCR conven-
cional (RT-PCR) se llevo a cabo con 100 ng de ADNg usando cebadores espe-
cificos (Ver Anexo 1, Tabla 1), los fragmentos amplificados fueron secuen-
ciados.

Distribucion tisular del receptor aZnACh en trucha arcoiris

Truchas arcoiris (n = 3) fueron estimuladas con poly (I:C) o LPS para evaluar
la distribucidn tisular del receptor a7nACh en condiciones basales y estimula-
das con diferentes PAMPs. Los peces fueron anestesiados con metasulfato de
tricaina a 50 mg/l (MS-222, Sigma) e inyectados intraperitonealmente (i.p.)
con 450 ul de poly (I:C) (4,5 mg/kg) (Invivogen), 160 ul de LPS (8 mg/kg)
(Sigma) o con tampdn fosfato salino (phosphate buffered saline, PBS) (control).
Después de 12 h los animales fueron sacrificados por sobredosis de anestesia
(300 mg/l de MS-222) y fueron diseccionados el cerebro, el bazo, el rinén an-
terior, el rindn posterior, el muasculo blanco, el musculo rojo, el intestino, las
branquias y el corazon. Las muestras fueron congeladas inmediatamente en
nitrégeno liquido y se almacenaron a -80 °C hasta su uso. La extraccion de
ARN vy sintesis de ADNc fue realizada como se ha mencionado anteriormente.

Medicion de los niveles de acetilcolina en plasma y bazo
de trucha

Los peces fueron anestesiados (50 mg/l de MS-222) e inyectados i.p. con 450 pl
de poly (I:C) (4,5 mg/kg ), 160 pl de LPS (8 mg/kg) o PBS (control). A diferen-
tes tiempos (0, 20, 30, 60, 90, 180 y 720 min) cuatro animales de cada trata-
miento fueron sacrificados por sobredosis de anestesia (300 mg/l de MS-222).
Se obtuvieron muestras de sangre que fueron centrifugadas a 1200 xg durante
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15 min a 4 °C para obtener el plasma. Se diseccionaron los bazos y fueron con-
gelados inmediatamente en nitrégeno liquido, todas las muestras se almacena-
ron a -80 °C hasta su uso. Los bazos se homogeneizaron con el Polytron PT-
MB 1600 E (Kinematica) en 350 pl de PBS frio al 1 % de Triton X-100 (Sigma),
luego se centrifugaron a 16000 xg durante 10 min a 4 °C y se recuperaron los
sobrenadantes. Las mediciones de ACh se realizaron utilizando el kit Amplex
Red de acetilcolina (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los
resultados fueron analizados mediante ANOVA de una via seguida por el test
de Tukey (software GraphPad Prism v5, EE.UU.).

Cultivos celulares

Cultivos primarios de macrofagos del bazo (spleen macrophages, SPM) y del
rifién anterior (head kidney macrophages, HKM) de trucha arcoiris fueron ob-
tenidos como se ha descrito previamente [56] y cultivados en DMEM 4,5 g/l de
glucosa suplementado con 10 % (v/v) FBS (fetal bovine serum, FBS) inactivado
por calor y Primocin (Invivogen) a 16 °Cy 5 % de CO.. El patrén de expresion
de los genes del receptor a7nACh y a9nACh en macréfagos de trucha fueron
analizados por RT-PCR utilizando monocitos/macréfagos del dia 1 al dia 6 de
diferenciacion. La extracciéon de ARN, la sintesis de ADNc y RT-PCR se lleva-
ron a cabo como se ha indicado anteriormente.

Ensayo de fagocitosis

Los efectos de la ACh y de la NIC sobre la fagocitosis fueron analizados en
cultivos primarios de macréfagos mediante citometria de flujo (FACS-Canto,
Becton Dickinson). Para el ensayo de dosis respuesta, las células HKM fueron
sembradas en placas de 12 pocillos al 80 % de confluencia. Las células fueron
incubadas con ACh a diferentes dosis (0,1, 1, 10, 100 y 1000 uM) durante
20 min, previo a afadir zimosan conjugado con Isotiocianato de fluoresceina
(fluorescein isothiocyanate, FITC, Life Technologies), en una relacion 5:1 (par-
ticulas de zimosan/macréfagos) durante 15 y 30 min. En el caso del ensayo de
dindmica temporal, las células fueron incubadas con 500 uM de ACh o 100 uM
de NIC durante 20 min, antes de anadir el zimosan, en los tiempos indicados
(5, 10 y 30 min) (Figura 1). Posterior a la incubacion, se retir6 el medio y las
células fueron lavadas con PBS para eliminar las particulas de zimosan no fa-
gocitadas. Los macrofagos fueron desenganchados de la placa con TrypLE Ex-
press (Life Technologies) y posteriormente las células fueron centrifugadas a
300 xg durante 5 min. Las células sedimentadas fueron suspendidas en 200 pl
de PBS y analizadas mediante citometria. Ambos experimentos se repitieron
por triplicado y se analizaron 10000 eventos de cada muestra. Los resultados
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fueron analizados mediante ANOVA de una via seguida por el test de Tukey
(GraphPad).

' @ Ach )
_8 1at000pM  Zimosan
- ' N Dosis
@ respuesta
E 20 min 15 0 30 min
(8]
2@ Ah
b 500 M Zimosan
4 3
> ¥
NIC Dinamica
100 uM Zimosan temporal

20 min 5-10-30 min

Figura 1. Esquema de estimulacién de las células HKM en los ensayo
de fagocitosis.

A) Dosis respuesta, B) Dindmica temporal.

Ensayo de union de a-bungarotoxina

Con la finalidad de identificar la presencia del receptor a7nACh, en la mem-
brana de macréfagos de trucha arcoiris se utiliz6 a-bungarotoxina (a-BTX). La
union de la a-BTX fue evaluada mediante citometria de flujo y microscopia
confocal (Zeiss LSM 700). Brevemente, para el ensayo por citometria las células
de HKM y SPM fueron sembradas en placas de 6 pocillos al 80 % de confluencia,
las cuales fueron incubadas en suspension, en un volumen final de 200 ul de
medio. Las células fueron estimuladas con 100, 500 o0 1000 uM de NIC (Sigma)
durante 20 min y luego se afiadi6 1,5 mg/ml de a-BTX conjugado con Alexa
Fluor 647 (a-BTX-AF647) (Life Technologies) durante 1 h a temperatura am-
biente. En un experimento adicional, las células fueron estimuladas con
20 pg/ml de poly (I:C) o 10 ug/ml de LPS durante 2 h y luego se anadié 1,5
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pg/ml de a-BTX-AF647 durante 2 h. Tras cada experimento, el medio fue reti-
rado y las células fueron lavadas con PBS para eliminar la a-BTX no unida,
siendo analizadas mediante citometria. Los experimentos se realizaron por tri-
plicado para cada muestra y se analizaron 10000 eventos. Los resultados fueron
analizados mediante ANOVA de una via seguida por el test de Tukey
(GraphPad). En el caso de los ensayos por microscopia confocal, las células
HKM se sembraron en placas individuales al 60 % de confluencia. Las células
fueron incubadas en suspensién en un volumen final de 200 ul de medio con
1,5 mg/ml de a-BTX-AF647, durante 1 h a temperatura ambiente. Posterior-
mente se realizd un lavado con PBS, las células fueron tefiidas con Hoechst
33342 (10 pg/ml) y las imagenes fueron analizadas con el software Imaris v8.1
(Bitplane AG).

Analisis de la expresion génica

Con el objetivo de determinar si el receptor a7nACh tiene una funcién en la
modulacién de la expresion de citoquinas, los macréfagos (HKM) fueron esti-
mulados con agonistas y antagonistas del receptor antes de una estimulacion
con diferentes PAMPs (LPS o poly (I:C)). Las células fueron sembradas en pla-
cas de 6 pocillos al 80 % de confluencia e incubadas con 1,5 pg/ml de a-BTX
durante 30 min, posteriormente con 100 uM de NIC durante 20 min y final-
mente con 20 pg/ml de poly (I:C) o 10 ug/ml de LPS durante 12 h. Los trata-
mientos fueron: control, NIC, a-BTX, LPS, poly (I:C), NIC + LPS/poly (I:C) y
a-BTX + NIC + LPS/poly (I:C) (Figura 2). La extraccion de ARN vy la sintesis
de ADNc fue realizada como se ha indicado previamente.

B LPS o Poly(I:C

2 | NIC

a <o 0 0

30 min 20 min

tratamientos

g
) )
2

12h

Figura 2. Esquema de estimulacién de las células HKM en el ensayo de
expresion génica.
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Los genes seleccionados para evaluar la respuesta frente a poly (I:C) fueron:
quimioquina (C-C motivo) ligando 4 (CCL4), IL-1p, IL-6, TNFa, interferén
alfa (IFNa), resistencia a mixovirus (Mx), proteina asociada a la diferenciacién
del melanoma 5 (MDAS5), viperina 1 (VIG-1), receptor tipo Toll 3 (TLR3), re-
ceptor tipo Toll 7 (TLR7) y receptor tipo Toll 8 (TLR8). Los genes selecciona-
dos para evaluar la respuesta frente a LPS fueron: TNFa, IL-1p, IL-6, CCL4, CC
quimiocinas CK6 (CK6), metalopeptidasa de la matriz 9 (MMP9), péptido an-
timicrobiano catelicidina 1 (CAMP 1) y supresor de la sefializacion de citoqui-
nas 3 (SOCS3) (ver Anexo 1, Tabla 1). El factor de elongacion 1 alfa (EFla)
fue utilizado como gen de referencia. La Q-PCR fue llevada a cabo usando
SYBR Green I PCR Supermix (Bio-Rad), 250 nM de cebadores y 2,5 pl de
ADNCc previamente diluido (1:50 para el ARNm diana y 1:500 para el gen de
referencia) en un volumen final de 10 pl. EFla fue usado como gen de referen-
ciay la cuantificacion fue realizada de acuerdo con el método de Livak [57]. El
experimento fue repetido tres veces y todas las muestras se realizaron por tri-
plicado. Los resultados fueron analizados utilizando ANOVA de una via se-
guido por el test de Tukey (GraphPad).

Resultados

Clonacioén de la subunidad a7 del receptor de acetilcolina
en trucha

La secuencia completa de la subunidad a7 del receptor de acetilcolina presentd
una longitud de 1761 pb (numero de acceso: KT634308), que codifica a una
proteina de 587 AA con un peso molecular estimado de 65,4 kDa (Figura 3).
La subunidad a7 de trucha arcoiris posee las principales caracteristicas de los
receptores nicotinicos neuronales: un péptido senal de 36 AA en el N-terminal
y un dominio extracelular de 210 AA, donde se localiza el canal idénico del neu-
rotransmisor o Cys-loop (C128 - C142). En el dominio extracelular también
estan presentes dos cisteinas caracteristicas (C190 - C191) que forman puentes
disulfuro como parte del sitio de union. Estas cisteinas son distintivas de la
subunidad a de los receptores nicotinicos (Figura 3). Ademas, se encontraron
en el dominio extracelular diferentes bucles que integran el sitio de unién de la
ACh. Tres bucles forman el componente principal del sitio de unién de la ACh:
bucle A (W86 - Y93), bucle B (W149 - L119) y bucle C (T182 - D197); y otros
tres bucles forman el componente complementario: el bucle D (W55 - W60);
bucle E (K105 - L119) y bucle F (N161 - 1165) (Figura 4).
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Figura 3. Secuencia codificante del receptor aZnACh de trucha.

Se presentan las secuencias de aminoacidos y de nucleétidos. La numeracion de los ami-
noacidos y de los nucledtidos se muestra en el margen derecho. En las secuencias se sefia-
lan: el péptido sefial (linea roja), las cisteinas (9) que forman los enlaces disulfuro en el
sitio de union, los sitios putativos de glicosilacion (®) y de fosforilacion (). Ademas, se
sefialan los bucles que forman el sitio de unién de la ACh (A, B, C, D, E y F). El canal i6-
nico del neurotransmisor o Cys-loop se indica con una linea amarilla. Las lineas grises
marcan las regiones transmembranas (TM1 - TM4).

En trucha, los aminoacidos que estan hipotéticamente en contacto con la
ACh son: bucle A: W86 y Y93; bucle B: W149 y W154; bucle C: Y188, C190,
C191 e Y195; bucle D: W55y R57; bucle E: L109, N111, E117 y L119 y bucle
F: E162 y D164 (Figura 4).
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Figura 4. Esquema del sitio de unién de la acetilcolina del receptor a7nACh de
trucha arcoiris.

En el esquema se indican los residuos que estarian en contacto con la ACh.

Las secuencias de los bucles estan altamente conservadas en comparacion con
las secuencias de mamiferos (Homo sapiens, M. musculus), aves (G. gallus) y
peces (Poecilia reticulata, Esox lucius, D. rerio, T. rubripes y Haplochromis bur-
toni) (Anexo 1, Figura 1). Por otro lado, en el dominio extracelular, se encon-
traron tres sitios putativos de N-glicosilacién (N24, N68 y N111) como ha sido
descrito en otras especies [16, 26]. Adicionalmente, fueron detectadas cuatro
regiones transmembranas muy conservadas (TM1: Y210 - L232; TM2: K238 -
M261; TM3: 1271- V292 y TM4: L521 - V543). Aunque, entre el TM3 y TM4
el tipico bucle citoplasmatico estd presente, esta poco conservado en compara-
cion con otras especies de vertebrados (Anexo 1, Figura 1). Este bajo nivel de
conservacion es debido a la larga longitud de la secuencia presente en trucha,
228 AA de longitud, en comparacién con otras especies, por ejemplo, 156 AA
en H. sapiens, 156 AA en G. gallus, 162 AA en D. rerio, pero similar a la de T.
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rubripes, que tiene una longitud de 207 AA (Figura 3). Finalmente, tres sitios
putativos de fosforilacion fueron encontrados en el bucle citoplasmatico (5345,
$429 y Y491), similares a los presentes en otras especies [16, 26, 32] (Figura
3). En resumen, la secuencia del receptor a7nACh esta altamente conservada
en comparacion con otros receptores a7nACh de vertebrados.

Exones e intrones del receptor aZnACh de trucha arcoiris
El analisis de los limites de los exones e intrones del receptor mostr6 que la
estructura del gen estaba distribuida en 9 exones (Tabla 1), mientras que en
otras especies como, H. sapiens, G. gallus, D. rerio y T. rubripes [26, 58-60] el
gen se distribuye en 10 exones. El gen de la trucha arcoiris present6 un primer
exén de mayor tamafo en comparaciéon con otras especies. El andlisis de la
secuencia sugiere que este primer exén incluye el primer y el segundo exén
descritos para otras especies. Desde el exdn 2 hasta el exdn 8 la estructura es
homologa a los exones de otras especies, en cuanto al ultimo exdén (exén 9),
éste fue el mas largo, similar en longitud al ex6n 10 de otras especies (Figura 5).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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e e e e e e e

(S [ ) (N O ) O |

H. sapiens

T. rubripes

Q. mykiss

Figura 5. Diagrama de los exones e intrones del gen a7nACh de trucha arcoiris
y de otras especies.

Secuencias de union de exones e intrones

Tamario exén (pb) 5 donante 3 receptor Tamaiio intrén (pb)

237 GGATGTGGtagggate ATCTTACAgagatgaga 211

45 TCGGATGGtaagcacqg GTCTTCCAgagctggt 668

110 ATAACAGGtaatacac CGTTAAAAgtgcagat 457

80 TTTCCACGtctgtta GTCTGTTAgggatttt 990

168 CTAGTGGGtcagtggg TCTCTCAAggagigee 127

195 TCTCTGGGtgagcaga TCTTTTCAggtatcac 1750

87 CTCATAGGtggtgtt ~ ACCTTTCAggacagta 341

110 CAAATGGGtaaggcca TCCTTTCAggttaaty 4101

732

Tabla 1. Secuencias de union de exones e intrones del receptor aZnACh de tru-
cha arcoiris.

Las secuencias de los exones se indican con letras mayusculas y las secuencias de los intro-

nes se sefialan con letras minusculas. Los sitios de empalme de donantes y receptores se

indican con letra en negrita. Los tamafios de los exones e intrones se sefialan

en pares de bases (pb).
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Analisis filogenético

El analisis filogenético muestra que el analisis de ML y el Bayesiano del receptor
a7nACh para los taxones seleccionados convergen en la misma topologia, aun-

que los valores que refuerzan la ramificacion difieren en cada estimacion filo-

genética. En el arbol consenso representado, las diferentes especies de peces se

agrupan en un mismo nodo alejado del que incluye a los mamiferos terrestres,

con el mayor apoyo de ramificacion en el grupo que incluye a O. mykiss y E.
lucius. (Figure 6).

—— Oncorhynchi ki
— ncorhynchus mykiss *

Esox lucius
100/ 68
Danio rerio
70/ 42
Takifugu rubripes
100/ 59
Haplochromis burtoni
100/ 68
Poecilia reficulata
Gallus gallus
J 100/100
Mus musculus
100/55
Homo sapiens
Periplaneta americana

Figura 6. Relaciones filogenéticas del receptor aZnACh de trucha arcoiris con
otras especies.

Los valores en cada ramificacién indican las probabilidades posteriores Bayesianas y el
porcentage de bootstrap para el andlisis ML, respectivamente. O. mykiss comparte un 80%
de similitud en la secuencia nucleotidica con E. lucius, y un 72%, 71%, 70% y 69% de simi-
litud con P. reticulata, H. burtoni, D. rerio y T. rubripes, respectivamente. Numeros de ac-

ceso de las secuencias: E. lucius: XM_010899081.2, P. reticulata: XM_008422486.1,
H. burtoni: XM_005927614.1, T. rubripes: XM_003969344.1, D. rerio: XM_009294051.1,
G. gallus: NM_204181.2, M. Musculus: AF225980.1, H. sapiens: AF385585.1,

P. americana: ] X466891.1.
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Distribucion tisular del receptor aZnACh en trucha arcoiris
La distribucion tisular del receptor a7nACh fue evaluada utilizando RT-PCR.
Los animales fueron inyectados i.p. con poly (I:C), LPS o PBS y se sacrificaron
12 h después de la inyeccion. En condiciones basales, el receptor se expresa en
todos los tejidos, siendo mas abundante en cerebro y en rindn anterior. Resul-
tados similares se obtuvieron en el tratamiento con poly (I:C) donde el receptor
se expresa en todos los tejidos, observandose un aumento de la sefial con res-
pecto al control en cerebro, en rifién posterior y en musculo. En cuanto a los
peces estimulados con LPS la sefal del receptor se obtuvo en todos los tejidos,
con un aumento de la intensidad de la seial con respecto al control en cerebro,
rifién anterior e higado (Figura 7).

a7nAChR —
Control
EF1 | - W SRR N e . . c—  w— |
a7nAChR - - SED |
Poly (I1:C)
EF1 S G N SRR G e e - -
a7nAChR | o e ———
LPS
EF1 | ¥ T s e
|

| BR CO

Figura 7. Distribucién tisular del receptor aZnACh de trucha.
Distribucidn del receptor en truchas tratadas con poly (I:C), LPS o PBS como control
La distribucion tisular fue analizada a través de RT-PCR. Siglas: C: cerebro; B: bazo; RA:
rifién anterior; RP: rindn posterior; MB: musculo blanco; MR: musculo rojo; H: higado;

I: intestino; BR: branquias y CO: corazon.

Diferentes PAMPs incrementan la cantidad de ACh en

plasma y bazo
Los linfocitos T son capaces de producir ACh en respuesta a una infeccion, o

en presencia de PAMPs 0o DAMPs [61]. A partir de estos antecedentes, los pe-
ces fueron estimulados con poly (I:C) o LPS in vivo para evaluar si estos PAMPs
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eran capaces de modular los niveles de ACh (Figura 8). Los resultados mos-
traron que el poly (I:C) es capaz de aumentar los niveles de ACh tanto en
plasma como en bazo. En plasma se observo un aumento significativo de la
ACh alos 30 min (1,17 £ 0,41 fold-change, p<0,01) (Figura 8A (i)) y en bazo
alos 20 y 30 min después de la estimulacion (3,27 + 0,84 fold-change, p<0,01;
3,42 £ 0,28 fold-change, p<0,01, respectivamente) (Figura 8A (ii)), siendo
mayor que en plasma.

A

Fold-change
Fold-change

30 60 9 180 720
Tiempo (min) Tiempo (min)

Fold-change
Fold-change

30 60 90 180 720

Tiempo (min) Tiempo (min)

Figura 8. Niveles de ACh en plasma y bazo de trucha arcoiris después de una
estimulacion in vivo con poly (I:C) y LPS.

Niveles de ACh después de una inyeccién i.p. de A) poly (I:C) y B) LPS. Las muestras de
(i) plasma y (ii) de bazo fueron tomadas a diferentes tiempos (0, 20, 30, 60, 90, 180 y 720
min después de la inyeccién). El fold-change fue calculado con respecto al control. Los va-
lores representan el promedio y la desviacién estindar (n = 4). Las diferencias significati-
vas fueron analizadas utilizando ANOVA de una via seguido por el test de
Tukey, respecto al control: **, p<0,01; ***, p<0,0001.

Los resultados muestran una tendencia similar en los peces tratados con LPS.
Se observo un aumento en los niveles de ACh en plasma a los 30 min después
de la inyeccioén (1,99 + 0,01 fold-change, p<0,0001) (Figura 4B (i)), y en bazo
a los 180 min después de la inyeccién (1,82 + 0,44 fold-change, p<0,0001) (Fi-
gura 8A (ii)). Estos resultados demuestran que diferentes PAMPs son capaces
de estimular una parte de la via colinérgica antiinflamatoria que corresponde
a la produccion de ACh por parte de los linfocitos, probablemente para esti-
mular al receptor a7nACh.
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Los macréfagos de trucha expresan el receptor aZnAChR
y no el receptor a9nAChR

El siguiente paso fue caracterizar la presencia de receptores de acetilcolina en
macréfagos de trucha arcoiris mediante RT-PCR. Drescher y colaboradores
han clonado y caracterizado el receptor a9nACh y sus isoformas (a9-1, a9-11'y
a9-III) en trucha arcoiris [38]. Tanto la subunidad a7 como la subunidad a9
son capaces de unir a-BXT, por lo que evaluamos la expresion de estos recep-
tores en macrdfagos tanto del bazo como del rinén anterior.

Los resultados mostraron que el receptor a7nACh se expresa durante todo el
proceso de diferenciacion de los monocitos, con un claro aumento al tercer dia,
sostenido hasta el quinto dia (Figura 9A). El receptor a7nACh se expresa
tanto en macrofagos derivados del rindn anterior como del bazo de trucha ar-
coiris (Figura 9B), por el contrario, las subunidades a9-1, a9-1I y a9-III no se
expresaron en macrofagos de HK y SP (Figura 9B). Estos resultados sustentan
el uso de a-BTX como una herramienta especifica para identificar la presencia
de receptor a7nACh en la membrana de los macréfagos de trucha.

A B

a7nAChR | s

a9nAChR |
a7nAChR| S S S . e

HKM a9nAChR Il

EF]| s S s - - —

T T T T T T a9nAChRIII

EF 1| — —

SPM  HKM

Figura 9. Analisis de la expresion génica de los receptores a7nACh y a9nACh en
SPM y HKM.

A) Expresion génica del receptor a7nACh desde el dia 1 al dia 6 de diferenciacion en

HKM. B) Expresion génica de los receptores a7nACh y a9nACh I, II y I1I al dia cinco de
diferenciacién en SPM y HKM. La expresion génica fue analizada a través de RT-PCR.
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La ACh y la NIC no modulan la fagocitosis en HKM

La fagocitosis es una de las funciones principales de los macroéfagos, con un
papel central en la respuesta inmune de peces [62]. Para explorar sila AChyla
NIC son capaces de modular la fagocitosis en macréfagos de trucha estimula-
mos las células de HKM con ACh o NIC, antes de la incubacion con particulas
de zimosan fluorescentes. Es importante sefialar que se utilizaron células de
HKM en lugar de células de SPM debido a que el rendimiento de aislamiento
de macroéfagos es mucho mayor en rindn anterior que en bazo, y ademas, la
vida media de las células es mas larga en macrofagos derivados del rifiéon ante-
rior. Los resultados mostraron que tanto la ACh como la NIC no fueron capa-
ces de modular la fagocitosis en HKM (Figura 10). En los ensayos de dosis
respuesta, los resultados indican que la ACh, independientemente de la con-
centracion evaluada, no tiene efectos significativos en la fagocitosis (61 = 11 %
de células positivas en el tratamiento sin ACh y 60 = 8 % de células positivas
en el tratamiento con 1000 uM de ACh, respectivamente) (Figura 10A). En
relacion a los ensayos de dinamica temporal, tampoco se observaron diferen-
cias significativas en los diferentes tiempos analizados (50,8 + 2,3 % de células
positivas incubadas sélo con zimosan, 53,8 + 6,5 % de células positivas en el
tratamiento con ACh y 57,7 + 12,7 % de células positivas en el tratamiento con
NIC a los 10 min) (Figura 10B).
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Figura 10. Efectos de la ACh y de la NIC en la fagocitosis de zimosan por macré-
fagos de HKM.

A) Dosis respuesta. Las células fueron incubadas con 0,1 a 1000 uM de ACh durante 20
min antes de afiadir zimosan durante 15 y 30 min. B) Dindmica temporal. Las células fue-
ron incubadas con 500 uM de ACh o 100 uM de NIC durante 20 min antes de la adiciéon
de zimosan por 5, 10 y 30 min. Los valores representan el promedio y la desviacion estan-
dar (n = 3). Las diferencias significativas fueron analizadas utilizando un ANOVA de una
via seguido por el test de Tukey.
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Los macrofagos de trucha son capaces de unir a-BTX y
la NIC es capaz de disminuir esta unién

Con el objetivo de analizar la presencia del receptor a7nACh en la membrana
de los macréfagos se evaluo la union de la a-BTX, un antagonista de la ACh
que se une irreversiblemente a los receptores a7nACh y a9nACh [32]. Como
se describié anteriormente, los macroéfagos de trucha obtenidos desde el bazo
y el rifién anterior expresan al receptor a7nACh y no el receptor a9nACh, por
lo que la unién de a-BTX indicaria s6lo la presencia del receptor a7nACh. Ade-
mas, se evalud el efecto de la NIC (un agonista de la ACh) en la unién de la
a-BTX. En primer lugar, se observo que las células HKM fueron capaces de
unir a-BTX (22,7 + 4 % de union de a-BTX, p<0,0001) (Figura T1A (i)), y en
segundo lugar, se observo que la NIC fue capaz de disminuir de manera de-
pendiente de la dosis la unién de la a-BTX (p. €j., 12,6 £ 1,5 % de unién de a-
BTX a 500 uM de NIC, p<0,0001). Asimismo, las células SPM fueron capaces
de unir a-BTX (34,9 + 0,5 % de union de a-BTX, p<0,0001) (Figura 1A (ii))
y la NIC fue capaz de disminuir la unién de la a-BTX (19,1 £ 10 %, p<0,01) al
igual que en la células HKM. Las imagenes de microscopia confocal permiten
la visualizacion de la unién de la a-BTX a la membrana de las células HKM
(Figura 1B (i - iv)). Adicionalmente, los resultados mostraron que una esti-
mulacién previa de las células con poly (I:C) aument6 la unién de la a-BTX
(47,5 + 6,4 % y 32,8 + 3,4 % de unién de la a-BTX en células estimuladas con o
sin poly (I:C), respectivamente, p<0,05) (Figura 11C (i)), pero este fendmeno
no se observo en células estimuladas con LPS (Figura 11C (ii)).

Se realizd el mismo experimento en una linea celular de macréfagos de ratén
(J774A.1) que posee el receptor a7nACh [63], como control del protocolo uti-
lizado. En la Figura 2 del Anexo 1se puede observar como los macrdfagos
de raton pueden unir ACh con el mismo protocolo utilizado para el ensayo de
union de la a-BTX en macréfagos de peces y, también se puede observar como
la incubacion previa con ACh disminuye el numero de células fluorescentes
(Anexo 1, Figura 2A). Ademas, en las imagenes de microscopia confocal se
puede observar la union de la a-BTX-FITC en la superficie de los macrdfagos
de raton de manera similar a lo observado en peces (Anexo 1, Figura 2B).
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Figura 11. Unién de a-BTX en macréfagos de trucha arcoiris.

A) Unién de a-BTX en macrofagos de trucha. (i) Las células HKM fueron incubadas con
100, 500 0 1000 uM de NIC y (ii) las células SPM fueron incubadas con 100 uM de NIC
durante 20 min previo a la adicién de 1,5 ug/ml de a-BTX-AF647 durante 1 h.

B) Imégenes de microscopia confocal de la union de a-BTX (rojo) en las células HKM.
Las células fueron incubadas con 1,5 ug/ml de a-BTX-AF647 durante 1 h. Hoechst (azul)
fue utilizado para la tincién del nicleo. (i) Células control, (ii) células a 1 h de la estimula-
cion, (iii) imagenes digitalizadas de la membrana completa (iv) y de un corte en el eje Z
de la misma célula. C) Unién de a-BTX en las células HKM después de la estimulacién
con (i) 20 pug/ml de poly (I:C) y (ii) 10 pg/ml de LPS durante 2 h previo a la adiccion de
a-BTX-AF647 durante 2 h . Los valores representan el promedio y la desviacion estandar
(n = 4). Las diferencias significativas fueron analizadas utilizando ANOVA de una via se-
guido por el test de Tukey, respecto a la a-BTX: ¥, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001.
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La NIC modula la respuesta de macréfagos frente a una
estimulacion con poly (I:C)

Con el fin de explorar la capacidad del receptor a7nACh de inhibir la respuesta
inflamatoria producida por diferentes PAMPs, se utilizo NIC como un ago-
nista del receptor y a-BTX como un antagonista que une irreversiblemente al
receptor a7nACh. Nuestros resultados mostraron, que la NIC fue capaz de in-
hibir el aumento de la expresion génica de genes antivirales inducidos por
poly (I:C). IFN, Mx, CCL4, CK6 y VIG fueron regulados a la baja por la NIC
(p. €j., Mx: 25 + 4 fold-change después del tratamiento con poly (I:C) y 8 £ 11
fold-change después del tratamiento con NIC + poly (I:C), p<0,001). También
se evalud la expresion de diferentes receptores como, TLR3 y TLRS, los resul-
tados indicaron que la NIC fue capaz de regular a la baja la expresion de TLR3
(2,65 £ 0,5 fold-change después del tratamiento con poly (I:C) y 1,5 + 0,3 fold-
change después del tratamiento con NIC + poly (I:C), p<0,01), y, aunque, es
posible observar la misma tendencia para la expresiéon TLRS, no observamos
diferencias significativas (Figura 12). Al mismo tiempo, se observé que la a-
BTX es capaz de atenuar el efecto de la NIC (p. ej., Mx: 25 + 7 fold-change en
el tratamiento de a-BTX + NIC + poly (I:C) y TLR3: 2,1 £ 0,1 fold-change en
el tratamiento con a-BTX + NIC + poly (I:C), p<0,001) (Figura 12).

Estos resultados sugieren que existe una competencia entre la a-BTX y la NIC
por el sitio de unién. Sin embargo, este efecto no se observé en citoquinas
proinflamatorias como, TNFa, IL-6 o IL-1pB (datos no mostrados). Por otro
lado, la expresion génica de los genes relacionados con la respuesta inmunolé-
gica como, TNFa, IL-6, IL-1-, CCL4, CK6, CAMP1, SOCS3, MMP9 no son
modulados por la NIC en las células tratadas con LPS, y en consecuencia, tam-
poco se observo ningun efecto de la a-BTX (Anexo 1, Figura 3).
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Figura 12. Analisis de expresién génica en células HKM estimuladas con NIC
y a-BTX previo a la estimulacién con poly (I:C).

Las células fueron cultivadas con 1,5 pg/ml de a-BTX durante 30 min, posteriormente se
agreg6 100 uM de NIC durante 20 min y finalmente se afadi6 20 pg/ml de poly (I:C) du-
rante 12 h. La expresion génica fue analizada a través de Q-PCR. Los valores representan
el promedio y la desviacion estindar (n = 4). Las diferencias significativas fueron analiza-
das utilizando ANOVA de una via seguido por el test de Tukey, respecto al control:
%, p< 0,05 *%, p< 0,01; ***, p< 0,001.
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Discusion

El reflejo inflamatorio es un sistema de control que modula la expresion de
moléculas proinflamatorias para prevenir las consecuencias de una excesiva
activacion del sistema inmune innato. Una pieza fundamental de este sistema
de homeostasis es el receptor nicotinico de acetilcolina alfa 7 (a7nACh). El re-
ceptor a7nACh, al ser estimulado por ligandos como la ACh y la NIC, inhibe
la produccidn de citoquinas proinflamatorias. La presencia del receptor ha sido
descrita en diferentes tipos celulares, entre ellos, los macréfagos. En el presente
trabajo describimos, por primera vez, la presencia del receptor a7nACh y su
capacidad de unir diferentes ligandos en macréfagos de trucha arcoiris, ademas
de su efecto en la modulacion de la respuesta inflamatoria.

El receptor a7nACh esta formado por cinco subunidades a7 y cada subunidad
se organiza en una region extracelular, donde se forma el sitio de unién y una
region intracelular, donde se encuentran los dominios transmembranas. Los
diferentes aminoacidos que contribuyen al sitio de uniéon de la ACh, y que es-
tan en contacto con los ligandos, se organizan en bucles [25, 64, 65]. En la tru-
cha arcoiris los aminodacidos que estan hipotéticamente en contacto con la ACh,
estan altamente conservados, en comparacion a diferentes especies (p. ej., H.
sapiens, G. gallus, D. rerio, T. rubripes) (Anexo 1, Figura 1). Al comparar la
secuencia que forma el sitio de union de la ACh de humanos, con la secuencia
de trucha, se observan so6lo dos residuos diferentes, uno presente en el bucle D
(Q57 > R57) y el otro en el bucle E (Q117 > E117) (Anexo 1, Figura 1). Sin
embargo, estos aminodacidos (R57 y E117) no estan demasiado conservados en
otras especies, por ejemplo el residuo R57 esta presente en: E. luciusy T. rubri-
pes, pero difiere con el residuo presente en D. rerio, una asparagina (N) y H.
burtoni, P. reticulata, G. gallus, M. musculus y H. sapiens presentan una gluta-
mina (Q) (Figura 4). En cuanto al residuo E117 coincide con el aminodcido
presente en E. lucius y T. rubripes, pero difiere del residuo presente en H. bur-
toni, P. reticulata, que presentan una lisina (K), D. rerio presenta una aspara-
gina (N) y G. gallus, M. musculus y H. sapiens presentan una glutamina (Q).
Por lo tanto, se deduce que la diferencia entre estos aminodcidos no deberia
incidir en la capacidad del receptor a7nACh de unir ACh.

La a-BTX es una pequefia proteina que se une irreversiblemente al receptor
a7nACh. Esta proteina forma un complejo con el bucle C del sitio de unién de
la ACh necesario para la unién de agonistas y antagonistas del receptor [66].
De hecho, una fenilalanina y dos tirosinas en el bucle C son esenciales para la
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alta afinidad de la unién de la a-BTX [67, 68]. Estos residuos estdn presentes
en la secuencia de aminodcidos deducida de trucha (F187, Y188 y Y195) y se
encuentran separados por seis residuos altamente conservados (Figura 13A).
En base al analisis de la secuencia, el receptor a7nACh posee todos los
elementos necesarios para tener una alta afinidad por la a-BTX.

A B
187 188 189 190 191 192 193 194 195 313 314 315 316 317 318 319 320 321

oncorhynchus mykiss V FYDCCKEPYP VLLQWVAWFLR
Takifugu rubripes VFYDCCKEPYP VLLQWVAWFLR
Danio rerio RFYDCCKEPYP VLLQWVAWFLR
Gallus gallus SFYECCKEPYP ILLNWCAWFLR
Mus musculus KFYECCKEPYP ILLNWCAWFLR
Homo sapiens RFYECCKEPYP ILLNWCAWFLR

Figura 13. Comparacion del sitio de unién de la a-BTX y del bucle citoplasma-
tico del receptor de a7ZnAChR de trucha arcoiris.

A) Comparacion de los aminoacidos esenciales (azul) para la unién de a-BTX en el recep-

tor a7nACh de trucha y otras especies. B) Comparacién de los aminodcidos esenciales
(azul) para la correcta expresion y funcionalidad del receptor a7nACh en trucha arcoiris
y de otras especies. La numeracion de los aminodcidos corresponde a la secuencia
de trucha arcoiris.

El bucle citoplasmético (residuos 293 - 520) es determinante para la correcta
expresion, plegamiento y trafico del receptor a la membrana (Figura 1). Este
bucle se ha estudiado muy detalladamente y mediante mutagénesis dirigida se
han descrito una serie de residuos clave (residuos 313 - 321) que son capaces
de impedir la expresion del receptor funcional [69, 70]. El receptor de trucha
presenta esta region (L313 - L321) compuesta por dos pares de aminodcidos
hidrofébicos separados por cinco aminoacidos poco conservados (Figura
13B). Los aminoacidos criticos descritos por Mukherjee y colaboradores son
tres leucinas y una cisteina [70]. En trucha estan presentes las leucinas (L313,
1314 y L321) en la secuencia, pero no la cisteina. Sin embargo, estd cisteina
tampoco esta presente en ninguna de las secuencias de peces analizadas, aun-
que, se ha demostrado la funcionalidad del receptor a7nACh del pez cebra en
un sistema heteroélogo (oocitos de Xenopus laevis) a pesar de no tener esta cis-
teina [35]. Esto sugiere que el cambio de una cisteina por una valina (C > V)
en peces no afectaria el correcto plegamiento, montaje y trafico del receptor a
la membrana.
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En cuanto a la secuencia genémica del receptor a7nACh, existe una alta con-
servacion en el nimero de exones e intrones en diferentes especies (p. €j., D.
rerio, T. rubripes, G. gallus, M. musculus, H. sapiens). La secuencia de trucha es
la Unica que presenta un exoén menos, la cual en base a la homologia de la se-
cuencia representaria una fusion del primer y segundo exdn presente en otras
especies. En el analisis de las secuencias (ADNc y ADNg de trucha [51]) no se
encontrd ninguna secuencia de empalme en el primer ex6n que permitiera de-
ducir la existencia de un intrén.

Nuestros resultados muestran que diferentes PAMPs son capaces de estimular
la expresion del receptor a7nACh en diferentes tejidos de trucha. El tejido
donde mayormente ha sido observada la presencia del receptor es el cerebro,
lo cual es consistente con la principal funciéon de los receptores neuronales ni-
cotinicos, que es modular la funcién neuronal en distintos procesos cerebrales
[71]. Ademas, hemos descrito la presencia del receptor en todos los tejidos ana-
lizados con poca diferencia entre los peces estimulados con poly (I:C) y LPS,
aunque, la mayor expresion se observé en el rindn posterior, el rindn anterior,
el higado y el musculo. Existe poca informacion acerca de la distribucion tisular
de los receptores nicotinicos, ya que su caracterizacion se ha centrado princi-
palmente en su distribucion en el cerebro y su presencia en células inmunolé-
gicas (células T, células B, monocitos, macrofagos, células dendriticas) [5]. Sin
embargo, se ha descrito la presencia del receptor a7nACh (isoforma a) de fugu
en diferentes 6rganos como, el cerebro, las branquias, las gonadas, el estdmago,
el corazén y el musculo [34], y el receptor a9nACh (isoforma I, IT y III) de
trucha en tejidos como, el cerebro, el bazo, el higado, la glandula pituitaria y la
retina [38]. En macrofagos derivados del bazo y del rifién anterior de trucha se
ha detectado la expresion del receptor a7nACh. Esta observacion es consis-
tente con lo descrito hasta el momento en mamiferos (p. j., en lineas celulares
de macroéfagos de raton RAW264.7 y J774A.1 [29, 63], en la linea celular
Mf4/415 de macroéfagos de bazo humano [72] y en cultivos primarios de ma-
crofagos humanos [14]. Todos los resultados de expresion génica confirman la
presencia del receptor en bazo, aunque, en la distribucion tisular se observa
una baja expresion en comparacion con el rifidn. Esto podria deberse a que en
el bazo existe una menor presencia de macrofagos en comparacion con el rindén
[73], produciendo una menor sefal por RT-PCR.

Una manera indirecta de observar la posible activacion del reflejo inflamatorio,
es estimular las truchas con diferentes PAMPs que activen la via colinérgica
antiinflamatoria y que induzcan un aumento de la ACh, con el fin de activar al
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receptor a7nACh. Nuestros resultados muestran que el poly (I:C) y el LPS son
capaces de aumentar los niveles de ACh en plasma y en extractos totales de
bazo de trucha a tiempos cortos. La presencia de ACh ha sido descrita en plasma
y en bazo en diferentes especies (p. ej., humanos, raton, ovejas, conejos, caballo,
buey) [6, 13, 74, 75]. En peces, se ha descrito la presencia de ACh en condiciones
basales en células mononucleares de sangre y en el bazo de tilapia [36, 76].

A través de un antagonista especifico del receptor a7nACh (la a-BTX) hemos
demostrado que los macréfagos de trucha poseen un receptor a7nACh funcio-
nal, que es capaz de unir un ligando especifico. Esto concuerda con nuestros
resultados de caracterizacion de la secuencia del receptor a7nACh, en donde,
se describe la presencia de todos los aminodacidos esenciales para la uniéon de
esta neurotoxina (Figura 13A). En macréfagos de trucha se observa una com-
petencia por el sitio de unién entre la NIC y la a-BTX. Este fenomeno ha sido
observado previamente en macréfagos de humanos, donde una incubacién
con NIC previa a la adicién de a-BTX, produce una disminucién de la unién
de la neurotoxina [11, 29]. La estimulacién de macroéfagos de trucha con poly
(I:C), antes de la incubacion con a-BTX, produce un aumento de la unién de
ésta, aunque, este fendmeno no se observa con LPS. Esto indicaria que el poly
(I:C), que simula una infeccion virica, estimula las células produciendo un au-
mento del receptor en la membrana, lo que deriva en un aumento de la unién
de la a-BTX, pero no asi el LPS, que simula una infeccién bacteriana. En ma-
miferos se ha descrito que el LPS produce un aumento de la presencia del re-
ceptor a7nACh en la membrana de los macréfagos, aumentando la unién de
la a-BTX a las 9 h después de la estimulacion [63]. Nuestros resultados de-
muestran que el LPS es capaz de aumentar la expresion génica del receptor a
las 12 h posteriores a la estimulacion (distribucién tisular), pero no es capaz de
aumentar la unién de a-BTX tras 4 h de estimulacion. Estos resultados sugieren
que el LPS necesitaria mas tiempo para inducir un aumento del receptor en la
membrana de los macréfagos de trucha.

La NIC y la ACh no modulan la fagocitosis a través del receptor a7nACh en
macrofagos derivados del bazo y del rinndn anterior de trucha, de forma similar
a lo que ha sido descrito en monocitos y macréfagos humanos. Por ejemplo,
en monocitos obtenidos desde sangre no se observa una modulacién de la fa-
gocitosis por diferentes antagonistas no selectivos de receptores nicotinicos (p.
ej., tubocurarina y bromoacetilcolina) [77], y ademas, se ha descrito que la fa-
gocitosis es principalmente regulada por NIC o ACh a través del receptor a42
y no por el receptor a7nACh en macrofagos peritoneales de raton [72].
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Nuestros resultados indican que la NIC es capaz de modular la respuesta in-
mune frente a una estimulacién con poly (I:C), pero no con LPS. En mamiferos
se ha descrito que la activacion del receptor a7nACh, a través de LPS y poly
(I:C) produce una disminucion de citoquinas proinflamatorias como TNFa,
IL-1B, IL-6 e IL-8 tanto a nivel de ARNm como a nivel de proteina [11, 14, 29,
28, 63]. En nuestros resultados observamos una regulacion a nivel de expresion
génica de genes directamente relacionados con la respuesta antivirica (IFNa,
Mx, CCL4, VIG y TLR3), pero no en citoquinas proinflamatorias (TNFa, IL-6
e IL-1P). Esta modulacion se realiza a través del receptor a7nACh, ya que la
adicion de un antagonista especifico produce una disminucion del efecto de la
NIC, aumentando la expresion génica de estos genes. La mayor sensibilidad del
receptor a7nACh de trucha a poly (I:C) en comparacién con el LPS se puede
deber a que los peces son sensibles al LPS pero en el orden de 1000 veces menor
a lo descrito en mamiferos [78], por lo cual no seria imperativo activar un sis-
tema de homeostasis del sistema inmune frente a LPS. En mamiferos el LPS es
especialmente importante ya que puede provocar un shock séptico [79]. El re-
ceptor tipo Toll 4 (Toll like receptor 4, TLR4) de mamiferos es la proteina cen-
tral del complejo receptor de LPS y el TLR4, junto con MD2 y CD14 [80] pue-
den detectar hasta picogramos de LPS y activar diferentes vias que conducen a
la expresion de moléculas inflamatorias como TNFa o IL-1p, [81]. En peces, la
sensibilidad al LPS es mucho menor, en el rango de microgramos y, aunque,
algunas especies presentan el receptor TLR4, se ha demostrado que este no esta
relacionado con la deteccion del LPS [82]. La ausencia de las moléculas MD2 y
CD14 en el genoma de peces puede ayudar a explicar su alta tolerancia al LPS
[83-85]. De hecho se ha postulado que la presencia de peptidoglicanos en las
preparaciones de LPS podria ser la responsable de la estimulacion de la expre-
sién de citoquinas [86]. Por otro lado, la deteccion de poly (I:C) en mamiferos
es realizada principalmente por el receptor de membrana tipo Toll 3 (Toll like
receptor 3, TLR3) y los receptores intracelulares del gen inducible por acido
retinoico 1 (retinoic acid-inducible gene I, RIG-1) y la proteina asociada a la
diferenciacion del melanoma 5 (melanoma differentiation-associated gene 5,
MDAS5) [87]. El TLR3 reconoce el ARN de doble cadena y activa una respuesta
a través de la via TRIF (TIR-domain-containing adapter inducing interferon
beta), también conocido como TICAM1 (TIR domain-containing adapter mo-
lecule 1), el cual activa la respuesta antiviral produciendo moléculas inflamato-
rias como interferdn tipo I, citoquinas y quimioquinas [88, 89]. RIG-1 y MDA5
juegan un rol principal en el reconocimiento de ARN virico en células dendri-
ticas y macréfagos [90]. En teledsteos, han sido descritos ortélogos de los TLR
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humanos que reconocen ARN virico en diferentes especies como, trucha ar-
coiris, pez cebra, salmén del Atlantico, carpa y dorada [84, 91-97], demos-
trando cierto grado de similitud con el sistema en mamiferos. Adicionalmente,
se ha descrito en trucha la presencia de RIG-1 y MDAS5, los cuales, al ser esti-
mulados con poly (I:C), son capaces de activar una respuesta antiviral [98].
Otros componentes y vias del sistema inmune de mamiferos que responden a
una infeccién viral han sido encontrados y descritos en salménidos [99], lo que
explicaria que poly (I:C) active un sistema de homeostasis como el reflejo in-
flamatorio.

Conclusiones

Este es el primer trabajo donde se describe la presencia y funcionalidad del re-
ceptor a7nACh de trucha y su posible rol en el reflejo inflamatorio. El analisis
de la secuencia confirma su alta similitud con el receptor descrito en otras es-
pecies, asi como la presencia de todos los residuos y dominios necesarios para
ser un receptor funcional. La unién del receptor a un antagonista especifico
como la a-BTX indica su presencia en la membrana de los macréfagos de tru-
cha. Ademas, nuestros resultados demuestran que hay una respuesta por parte
de los principales componentes del reflejo inflamatorio frente al estimulo con
diferentes PAMPs, por ejemplo, existe una mayor expresion del receptor y un
aumento de la produccion de acetilcolina in vivo. El principal rol del receptor
a7nACh, en el contexto del reflejo inflamatorio, queda demostrado en cuanto
es capaz de modular la respuesta inmune de macroéfagos de trucha frente a una
simulacion de una infeccion viral. Esto abre la posibilidad de explorar otros
aspectos del reflejo inflamatorio que nos permitan comprender si efectiva-
mente el nervio vago podria estar regulando esta capacidad del receptor de mo-
dular la respuesta del sistema inmune innato en peces.
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como plataforma de entrega
de inmunoestimulantes para peces







Resumen

Actualmente, el control de enfermedades infecciosas es uno de los mayores
desafios en la acuicultura intensiva. La mayoria de las vacunas comerciales se
basan en patégenos atenuados o inactivados, que normalmente se combinan
con adyuvantes. Sin embargo, esta estrategia es econdmicamente costosa y to-
davia existen muchas enfermedades para los cuales no hay un tratamiento exi-
toso disponible. Por lo tanto, el desarrollo de medidas profilacticas rentables es
altamente deseable. Hemos explorado la capacidad de las proteinas recombi-
nantes nanoestructuradas en forma de cuerpos de inclusion de bacterias como
agentes profildcticos para proteger a los peces contra infecciones bacterianas.
En este contexto, el presente estudio muestra que la organizacién nanoestruc-
turada de las proteinas en los cuerpos de inclusién junto con otros componen-
tes de los mismos (como lipopolisacaridos, peptidoglicanos y dcidos nucleicos)
los convierte en excelentes inmunomoduladores independientes de antigenos,
capaces de proteger a peces contra una infeccién bacteriana. Los cuerpos de
inclusién son nanoparticulas de proteinas altamente estables, no téxicas y pro-
ducidas mediante procesos totalmente escalables y de bioproduccion de bajo
coste. Ademas, los resultados obtenidos en este trabajo muestran que su inhe-
rente naturaleza estructural los hace excepcionalmente interesantes para fines
profilacticos. Por todo ello, proponemos estas nanoparticulas como una alter-
nativa prometedora para propdsitos de inmunoestimulacién en acuicultura.

Introduccion

La industrializacion de la producciéon de peces ha planteado numerosos pro-
blemas derivados del proceso de explotacion intensiva. Uno de los desafios mas
importantes es el control de enfermedades infecciosas, que se transmiten facil-
mente bajo las condiciones de cultivo intensivo, lo que conlleva importantes
pérdidas economicas [1, 2]. Las actuales vacunas comerciales se fabrican a par-
tir de patdgenos vivos atenuados, patdgenos inactivados, subunidades recom-
binantes o acidos nucleicos [1, 3], que en algunos casos estan combinados con
inmunoestimulantes, adyuvantes o ambos [4]. Sin embargo, muchas infeccio-
nes de peces todavia necesitan aproximaciones exitosas en cuanto a la profila-
xis y ademas, hay limitaciones importantes en relacion al coste-efectividad de
las vacunas existentes. En este contexto, seria altamente conveniente el desa-
rrollo de nuevas plataformas de entrega de inmunoestimulates capaces de pro-
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teger diferentes especies de peces de un extenso grupo de enfermedades infec-
ciosas. Una gran diversidad de materiales y biomateriales estan bajo investiga-
ciéon como inmunomoduladores transversales independientes de antigenos,
esencialmente polimeros biodegradables y formulaciones de lipidos como mi-
celas, emulsiones, nanoparticulas mecanicamente estables, hidrogeles y dife-
rentes tipos de matrices [5-7]. Como en el caso de otros nanomateriales, para
ser usados como interfaces bioldgicas, la toxicidad es el principal problema en
el desarrollo de inmunomoduladores [7].

En este estudio, hemos explorado y caracterizado cuerpos de inclusiéon (CI)
bacterianos como una plataforma profilactica de entrega de inmunoestimulan-
tes para peces. Los CI son materiales particulados de proteina, mecanicamente
estables [8], que pueden servir como un sistema no téxico de entrega de drogas
[9-13]. Los CI contienen diferentes componentes bacterianos tales como, frag-
mentos de membranas, proteinas unidas a membrana, acidos nucleicos, frag-
mentos de pared celular y en consecuencia lipopolisacaridos (LPS) y peptido-
glicanos (PGN) [14-16]. Es destacable que el LPS mejora la respuesta no espe-
cifica en peces y actiia como un potenciador inmunoldgico contra varios patd-
genos [17-19]. El LPS o endotoxina es particularmente importante, ya que
puede provocar un shock séptico en humanos, siendo todavia uno de los pro-
blemas mas importantes en medicina de cuidados intensivos [20]. El receptor
tipo Toll 4 (Toll like receptor 4, TLR4) de mamiferos es la proteina central del
complejo receptor de LPS y TLR4, que junto con MD2 y CD14, puede detectar
hasta picogramos de LPS y activar diferentes vias que conducen a la expresion
de moléculas inflamatorias como el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) o la
interleuquina 1 beta (IL-1f), con el objetivo final de eliminar la infeccién bac-
teriana [21]. El TLR4 es también el receptor de LPS en aves [22], reptiles (Ge-
neBank; secuencias inéditas) y anfibios [23]. En peces, el escenario es muy di-
ferente, ya que estos son sensibles al LPS pero su nivel de sensibilidad es fun-
damentalmente diferente (picogramos o nanogramos en mamiferos frente a
microgramos en peces). Debido a esta diferencia en la sensibilidad, los peces
son altamente resistentes al shock séptico mediado por endotoxina. Ademas,
el LPS mejora la respuesta no especifica en peces y actiia como un potenciador
de la respuesta inmune contra varios patogenos [18, 19, 24-26]. A destacar que
es posible obtener un efecto protector utilizando el LPS extraido de la misma
bacteria con la que se desafia a los peces, a partir de una especie de bacteria
diferente o de un no patégeno de peces como, por ejemplo, Escherichia coli [27,
25]. Ademas, del LPS, otros componentes presentes en los CI purificados como
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el PGN y los acidos nucleicos han sido descritos como fuertes estimuladores
del sistema inmune de peces [4, 26, 28-32].

La resistencia de los peces al LPS, junto con las propiedades inmunoestimulan-
tes y la presencia de multiples componentes purificados en conjunto con los
CL nos llevan a la hipdtesis de que estos podrian ser utilizados como una pla-
taforma de entrega de inmunoestimulantes para peces. Como otros materiales
de origen bacteriano, los CI son producidos por procesos totalmente escalables,
de biofabricacion rentable, y con parametros fisicoquimicos que son total-
mente moldeables [8, 15]. Estas caracteristicas sefialan a los CI como un ma-
terial altamente versatil, con un potencial inesperado para fines profilacticos,
el cual proponemos como una plataforma de entrega de inmunoestimulantes
en peces.

Materiales y Métodos

Cepas bacterianas y plasmidos

Las cepas bacterianas utilizadas en este trabajo fueron E. coli K12 derivados de
JGT4 (ClpA’; clpA:kan, araD139 (argF-lac) U169 rpsL150 relAl flbB5301
deoC1 ptsF25 Rbs®, Sm*) [33], conocido como ClpA~y la cepa libre de endoto-
xinas KPM335 (msbA52, AgutQ, AkdsD, AlpxL, AlpxM, ApagP, AlpxP, AeptA,
frr181) [34]. Estas cepas fueron transformadas con el vector pTrc99a-VP1GFP
(Ap®) (GenBank, niimero de acceso: KM242650) para la produccion del CI
VP1GFP (VP1GFPY). El VP1GFP es una proteina modular que contiene la
proteina verde fluorescente (green fluorescent protein, GFP) fusionada con la
proteina VP1 de la capside del virus de la fiebre aftosa. Adicionalmente, E. coli
BL21(DE3) (F ompT hsdSs(rs” ms~) gal dcm lon A(DE3 [lacI lacUV5-T7 gen 1
indl sam7 nin5]) (Novagen) fue transformada con pET22b-iRFP-H6 (Ap*)
para la produccién del CI iRFP-H6 (iRFP-H6'). El iRFP-H6 es una proteina
fluorescente en el infrarrojo (infraRed fluorescent protein, iRFP) fusionada a
una cola de histidinas (6xHis).

Produccién y purificaciéon de cuerpos de inclusién

Las cepas de E. coli con los vectores de expresion de proteinas se cultivaron en
medio LB suplementado con antibiéticos (100 ug/ml de ampicilina y 25 pug/ml
de kanamicina). Los cultivos se iniciaron a una densidad optica a 550 nm
(ODsso) de 0,05 y se incubaron aerébicamente a 37 °C (250 rpm) hasta alcanzar
una ODsso de 0,5. Posteriormente, se anadié isopropil-D-tiogalactopiranésido
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(IPTG) a 1 mM y se indujo la expresion de proteinas durante 3 h. Para la puri-
ficacion de los ClI los cultivos bacterianos fueron procesados a través de la com-
binacién de disrupcion enzimatica y mecanica (Figura 1). Primero, se anadio
lisozima (1 pg/ml) y fluoruro de fenilmetanosulfonilo (PMSF, 0,4 mM) y se
incubaron durante 2 h a 37 °C y 250 rpm. Posteriormente, las células fueron
congeladas y descongeladas, se afladié Triton X-100 (0,2 % (v/v)) y se incuba-
ron durante 1 h bajo agitacién suave a temperatura ambiente. Los CI fueron
recuperados por centrifugacion y suspendidos en tampodn de lisis (50 mM de
Tris HCI pH 8, 100 mM de NaCl y ImM de EDTA) usando una décima parte
del volumen original del cultivo. A continuacion, las muestras se trataron con
ADNasa a 0,6 ug/ml, 1 h a 37 °C bajo agitacién. Se llevaron a cabo ciclos de
congelacién/descongelacién hasta que no se detectaron bacterias viables. Las
muestras fueron centrifugadas a 15000 xg durante a -80 °C hasta su uso. Se
realizaron dos controles de esterilidad, en el primero se cultivaron los CI en
placas de LB sin antibidticos durante 12 h, y en el segundo se cultivaron los CI
en DMEM suplementado con suero bovino fetal (fetal bovine serum, FBS) sin
antibidticos durante 5 dias, para determinar que no quedaban bacterias viables
en la produccion. Los CI fueron semicuantificados mediante densitometria de
Western Blot (software Image] v1.5, National Institute of Health) utilizando
anticuerpos anti-GFP y anti-RFP (Santa Cruz) y la concentracion de proteinas
fueron inferidas a partir de curvas estandar de proteinas recombinantes.

Caracterizacion estructural de los cuerpos de inclusién

Los VP1GFP“ producidos en ClpA™ (VP1GFP (ClpA)“'), VP1GFP producido
en KPM335 (VP1GFP (KPM335)“") y iRFP-H6 producido en BL21(DE3)
(iRFP-H6 (BL21(DE3) ') fueron suspendidos en agua desionizada a una con-
centracion final de 1 ug/ml. Veinte microlitros de estas suspensiones fueron
incubados en chips de silicio durante 2 min a temperatura ambiente. Posterior
a la incubacidn, se elimind el exceso de agua y las muestras se secaron al aire
durante la noche antes de la observacion en el microscopio electrénico de ba-
rrido de emision de campo (field emission scanning electron microscopy, FE-
SEM, Zeiss Merlin). Las imagenes obtenidas en FESEM fueron procesadas
usando el software de analisis de imagenes Image] v1.5. Las medidas del dia-
metro de al menos 105 particulas por muestra fueron analizadas, y se realizaron
graficos de distribucion con el software Past3 v3.03 (University of Oslo).

124



Cultivo Bacteriano Induccién
E. coli, 37 °C, 250 rpm IPTG 1mM, 3 h, 250 rpm

\\@

" h

Disrupcién enzimatica
Lisozima 1 pg/ml + PMSF 0,4 mM
2 h, 37 ¢C, 250 rpm

v 3
Disrupcién mecanica % ’
D

‘.4.

Congelacién -80 2C, 12 h

Lavado con detergente
Tritén X-100, 0,2 % (v/v), Th

v

Centrifugacién
15000 xg, 15 min, 4 2C
< Resuspension en Tampén de lisis

50 mM de TrisHCl pH 8 + 100 mM de NacCl
+1mM de EDTA

Tratamiento de ADNasa
0,6 pg/ml, 1h, 37 °C, 250 rpm

Centrifugacién m
15000 xg, 15 min, 4 °C o 2

' Control de esterilidad
Cuerposld.e inclusion 1. Cultivo en placas de LB
purificados sin antibidticos a 37 2C
O O ;‘Vﬂ durante 12 h
z\‘ O 2. Cultivo en DMEM
i sin antibidticos a 37 2C
durante & dias

Figura 1. Esquema de produccién y purificacién de cuerpos
de inclusion.
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Cultivo celular

Las células de higado de pez cebra (zebrafish liver cells, ZFL, CRL-2643, ATCC)
fueron cultivadas a 28 °C en un ambiente humidificado con un 5 % de CO, en
DMEM 4,5 g/l de glucosa, 0,01 mg/ml de insulina, 50 ng/ml de factor de creci-
miento epidérmico (epidermal growth factor, EGF), 5 % (v/v) de antibié-
tico/antimicotico, 10 % (v/v) de FBS inactivado por calor y 0,5 % (v/v) de suero
de trucha arcoiris inactivado por calor [26]. Los macréfagos de trucha arcoiris
(head kidney macrophages, HKM) fueron obtenidos de rifién anterior como se
ha descrito anteriormente [30] y cultivados en DMEM 4,5 g/1 de glucosa suple-
mentado con FBS al 10 % con 50 pug/ml de Primocin (Invivogen) a 16 °Cy 5 %
de CO.. Los macroéfagos completamente diferenciados a dia 5 fueron usados
para los experimentos de endocitosis y expresion génica.

Endocitosis de VP1GFP (CIpA-)¢ por ZFL y HKM

Los VP1GFP (ClpA")“ endocitados por ZFL y HKM fueron analizados por ci-
tometria de flujo y microscopia confocal. Para los ensayos de dosis respuesta
de endocitosis las células ZFL y HKM fueron cultivadas en placas de 24 pocillos
e incubadas con VP1GFP (ClpA’)“ a diferentes dosis (2, 4, 10 y 40 pug/ml) du-
rante 24 h. En el caso de los ensayos de dindmica temporal de endocitosis, las
células fueron tratadas con 20 ug/ml de VP1GFP (ClpA)“' a los tiempos indi-
cados (ZFL: 2, 4, 8, 16 y 24 h; HKM: 0,5, 1, 2, 4, 8 y 24 h). Después de la incu-
bacidn, el medio fue eliminado y las células fueron lavadas con tampon fosfato
salino (phosphate buffered saline, PBS) para eliminar los CI unidos a la mem-
brana. Cada muestra fue tratada con 1 mg/ml de Tripsina (Gybco) durante 15
min para descartar los CI unidos externamente a las células y seguidamente se
centrifugd a 300 xg durante 5 min. Las células precipitadas fueron suspendidas
en 200 pl de PBS y analizadas en el citémetro FACS-Canto (Becton Dickinson).
Ambos experimentos fueron repetidos 4 veces de forma independiente y se
analizaron 10000 eventos en cada uno. Los resultados fueron analizados con
ANOVA de una via seguido por el test de Tukey (software GraphPad Prism
v5). Para el microscopio confocal, las células ZFL y HKM fueron cultivadas en
placas individuales al 60 % de confluencia e incubadas con 20 pg/ml de
VP1GFP (ClpA)“ durante 24 h. Después de tres lavados con PBS, los nucleos
fueron tefiidos con Hoechst 33342 (10 pg/ml) y las membranas con CellMask
(5 ug/ml). Las muestras fueron observadas en un microscopio Zeiss LSM 700
y el analisis de las imagenes fue realizado con el software Imaris v8.1 (Bitplane AG).
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Anilisis de la expresién génica

Se analizaron los efectos de iRFP-H6“' y de LPS (Sigma) en la expresion génica
de los macréfagos de trucha arcoiris mediante Q-PCR. Las células HKM fueron
cultivadas en placas de 6 pocillos al 80 % de confluencia y estimuladas con
10 pug/ml de iRFP-H6 (BL21(DE3))“' 0 10 pug/ml de LPS durante 12 h. El ARN
total fue extraido usando TriReagent (Sigma) siguiendo las instrucciones del
fabricante, la concentracion y calidad del ARN se evaluaron utilizando el
Nanodrop ND-1000 (Thermo Scientific) y el Bioanalyser-2100 con el kit ARN
6000 Nano (Agilent Technologies), respectivamente. La sintesis de ADNc fue
realizada con 1 ug de ARN total usando SuperScript III (Invitrogen) y el ceba-
dor oligo-dT)s (Promega). La Q-PCR fue llevada a cabo empleando SYBR
Green I PCR Supermix (Bio-Rad), 250 nM de cebadores y 2,5 pul de ADNc pre-
viamente diluido (1:50 para el ARNm diana y 1:500 para el gen de referencia)
en un volumen final de 10 pl. Los cebadores incluidos en este estudio se men-
cionan en la Tabla 1 (Ver Anexo 2). El factor de elongacion 1 alfa (EF1a) fue
utilizando como gen de referencia y la cuantificacion fue realizada de acuerdo
al método de Livak [35]. El experimento fue repetido tres veces y todas las
muestras se analizaron por triplicado. Los resultados fueron analizados usando
ANOVA de una via seguido del test de Tukey (GraphPad).

Deteccién de LPS por HEK-Blue
Los ensayos de detecciéon de LPS se llevaron a cabo con células HEK-Blue™

hTLR4 de acuerdo con las especificaciones del proveedor (InvivoGen), se rea-
lizaron diez diluciones seriadas de VP1GFP (ClpA)“, VP1GFP (KPM335)“ e
iRFP-H6 (BL21(DE3))“. La estimulacion de estas células induce la produccion
de NF-xB y la proteina activadora-1 (activator protein 1, AP-1) indicador de-
pendiente de la fosfatasa alcalina embrionaria secretada (secreted embryonic al-
kaline phosphatase, SEAP). El NF-kB dependiente de la actividad de SEAP fue
determinado mediante la lectura de absorbancia a 655 nm seguido de una in-
cubaciéon de las muestras a 37 °C durante 3 h en presencia del sustrato
QUANTI-Blue. Las células HEK-Blue Null2, la linea parenteral de las células
HEK-Blue hTLR4 que carecen del complejo receptor hTLR4/MD-2, fueron
utilizadas como control en todos los ensayos de activacion de hTLR4/MD-2.

Anailisis del contenido total de lipidos

El contenido total de lipidos de los CI fue analizado siguiendo el procedimiento
descrito por Izard & Limberger [36]. Brevemente, 1 mg de CI fue liofilizado,
seguidamente se afnadié 200 pl de cloroformo y se dej6 evaporar. Se agregaron
2 ml de acido sulftrico 18 M, seguido de una incubacién de 10 min en un bafio
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de agua hirviendo. Una vez que las muestras se enfriaron, se adicionaron 5 ml
de acido fosférico-vanillina (0,12 g vanillina en 100 ml de acido fosférico al
85 %) y se incubaron a 37 °C durante 15 min. Se midi¢ la absorbancia a 530 nm
y las muestras fueron cuantificadas al inferir la cantidad total de lipidos con
una curva estandar de trioleina. Todos los ensayos fueron realizados por triplicado.

Animales

Peces cebra wild type adultos (Danio rerio) fueron mantenidos en sistemas de
recirculacion de agua dulce bajo un fotoperiodo de 12:12 h luz/oscuridad a 28 +
0,5 °C. Todos los procedimientos experimentales fueron presentados al Comité
de Etica de la Universitat Autobnoma de Barcelona (Numero de referencia
1555) que trabaja siguiendo las lineas y los Principios Internacionales para la
Investigacion Biomédica con Animales (EU 2010/63).

Desafio con Pseudomonas aeruginosa en pez cebra después
de la administracion de cuerpos de inclusiéon

Los peces cebra (0,53 + 0,07 g de peso corporal) se colocaron en tanques pe-
quefos un dia antes de los experimentos. Pseudomonas aeruginosa (PAOL,
sub-linea MPAQO1; obtenido de la libreria de mutantes de Seattle PAO1 (Bi-
blioteca de Transposones Mutantes, University of Washington) se cultivd
como previamente se ha descrito [26]. Para la inyeccion de los CI (VP1GFP
(KPM335)“, VP1GFP (ClpA-)“' e iRFP-H6 (BL21(DE3))“) y de PAOL, los
peces fueron anestesiados con metasulfato de tricaina a 166 ppm (MS-222,
Sigma) e inyectados intraperitonealmente (i.p.) con 20 ul de CI o PBS estéril
como control. A los 7 dias después de la inyeccion, los peces fueron desafiados
por inyeccidn i.p. con 20 ul de PAO1 (LDs) en suspensién y su supervivencia
fue seguida durante los siguientes 7 dias. Las curvas de supervivencia fueron
analizadas usando el método de Kaplan-Meier y las diferencias estadisticas
fueron evaluadas usando la prueba Log-rank (GraphPad). El porcentaje rela-
tivo de supervivencia (relative percentage of survival, RPS) fue calculado de
acuerdo a RPS (%) = [(1 — mortalidad del grupo tratado)/mortalidad del grupo
control] x 100.
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Resultados

Purificacion y caracterizacion de los cuerpos de inclusién

Los CI bacterianos se produjeron exitosamente en E. coli y se purificaron me-
diante una combinacién de métodos mecanicos y enzimaticos. Como se mues-
tra en la Figura 2A la apariencia de las nanoparticulas varia en funcion de la
proteina y la cepa bacteriana empleada para la produccion. El iRFP-H6 apa-
rece como una particula esférica mientras que VP1GFP“ exhibi6 sobre todo
en el caso de las nanoparticulas producidas en la cepa KPM335, formas muy
irregulares. Con respecto a la distribucién de los tamarfios, los CI resultaron ser
particulas polidispersas que van desde 100 hasta 800 nm de didmetro. Sin em-
bargo, se puede observar claramente un tamafio mayoritario de 300 a 400 nm,
400 a 500 nm y 500 a 600 nm de didmetro para VP1GFP (KPM335)“, VP1GFP
(ClpA-)“' e iRFP-H6 (BL21(DE3)) respectivamente (Figura 2A).

VP1GFP (ClpA-)®'
Frecuencia

0
.00.1 020304 050607080910

VP1GFP (KPM335)°'
Frecuencia

001020304 050607080910

Frecuencia
>

iRFP-H6 (BL21(DE3))°!

0010203040506 07080910

Diametro (pm)

Figura 2. Caracterizacion de los cuerpos de inclusion.
A) Imégenes de FESEM vy B) distribucion de tamafio de VP1GFP (ClpA-)“!,
VP1GFP (KPM335)7! e iRFP-H6 (BL21(DE3))CL.
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En este sentido, la naturaleza de las proteinas, asi como el fondo genético de las
células productoras tienen una incidencia significativa en el tamano final de los CI.

Por otra parte, el analisis de las imagenes de FESEM revela diferencias en la
cantidad de restos celulares asociados a los CI, que muy probablemente sean
remanentes de membranas celulares bacterianas. Las nanoparticulas produci-
das en las cepas de E. coli carentes de ClpA parece que presentan mayores can-
tidades de restos celulares purificados junto con las nanoparticulas de protei-
nas (Figura 2A). Esta observacion estd en concordancia con los valores obte-
nidos de la cuantificacion de lipidos totales de los CI purificados, siendo
VP1GFP (ClpA’)“'los que muestran la mayor proporcién de lipidos/proteinas
(Figura 3A).
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Endocitosis de VPIGFP (CIpA-)¢ por células de pez cebra y
trucha arcoiris

Una de las principales caracteristicas de los CI es su capacidad para penetrar
membranas celulares en células de mamiferos [9]. Para explorar la interaccion
delos CI con células de peces, se evalud la endocitosis de los VP1GFP (ClpA-)
por las células ZFL. Los resultados muestran que las células ZFL fueron capaces
de endocitar VP1GFP (ClpA’)“' ademds, los CI no causan toxicidad en estas
células (Figura 4), como ha sido previamente descrito en lineas celulares de
mamiferos [9, 10].

1204
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404

Viabilidad (%)

204

Control 0,1 1 10

Cuerpos de inclusion (ng)

Figura 4. Viabilidad de las células ZFL incubadas
con VP1GFP (CIpA-)<!

Numero de células ZFL viables después de una incubacién con 0,1, 1 y 10 ug de
VP1GEFP (ClpA°)“! durante 24 h. Las células controles sin CI se ajustan a un 100 %
de viabilidad celular.

Figura 3 (pdgina anterior). Cuantificacion de lipidos y curvas de dosis respuesta
de la induccion de NF-«B por cuerpos de inclusion.

A) Cuantificacion de lipidos totales en CI, las diferencias significativas fueron analizadas
utilisando la prueba t de Student, *, p<0,01. Los CI producidos en cepas de E. coli con di-
ferentes quimiotipos de LPS fueron analizados con HEK-Blue hTLR4, B) y células Null2
C) para la induccién relativa de NF-«xB por determinacién colorimétrica de NF-kB depen-
diente de la actividad de SEAP. La induccion relativa de NF-«kB fue medida siguiendo la
estimulaciéon de HEK-Blue hTLR4 y células Null2 con diez diluciones seriadas de los CI.
Los valores representan el promedio y la desviacion estandar de tres experimentos indivi-
duales. Los CI muestran una estimulacion insignificante de la linea celular parenteral
HEK-Blue Null2, C) lo que indica que la expresién de NF-«xB dependiente de SEAP

se indujo especificamente a través de la via de senalizacion de h\TLR4/MD-2 en células
HEK-Blue hTLR4.
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Los ensayos de dosis respuesta indican que VP1GFP (ClpA°)“ fueron signifi-
cativamente endocitadas por las células ZFL en todas las concentraciones ana-
lizadas (p. €j., 14 + 1,35 % de células positivas a 2 ug/mly 35 + 4,9 % de células
positivas a 40 pug/ml) (Figura SA). La dinamica temporal La dinamica tempo-
ral muestra que los VP1GFP (ClpA’)“ comenzaron a ser endocitados por ZFL
de forma rapida (10 + 1,87 % a las 2 h posterior a la incubacidn) y después de
24 h la mitad de las células habian internalizado CI (48 + 5,9 % a las 24 h) (Fi-
gura 5B).

Para explorar la interaccion de los CI con fagocitos profesionales como, los
macrofagos, se evalud la endocitosis de VP1GFP (ClpA°)“! por macrofagos de
trucha arcoiris (HKM) (Figura 6). Los resultados mostraron que los macro-
fagos de trucha fueron capaces de endocitar VP1GFP (ClpA")“ atin de manera
mas eficiente que las células ZFL, ya que a 40 pug/ml cerca del 70 % de los ma-
crofagos de trucha fueron positivos para la endocitosis de los CI (72,17 +
3,08 %) (Figura 6A). También observamos que los VP1GFP (ClpA")“' comen-
zaron a ser endocitados por las células HKM mas rapido que por las células
ZFL (30,3 £ 6,99 % a 0,5 h) y después de 24 h alrededor del 80 % de las células
fueron positivas (78,67 + 2,23 % a 24 h) (Figura 5B y 6B). Las imagenes de
microscopia confocal y reconstruccién 3D permitieron la visualizacién de
aglomerados de VP1GFP (ClpA)“ en el citosol de las células de ZFL y HKM
(Figura 5C y Figura 6C). Las imagenes demuestran la completa internaliza-
cion de los CI en ZFL y en HKM (Figura 5C y Figura 6C (i - iv)).
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Figura 5. Endocitosis de VP1GFP (CIpA-)¢! por células ZFL

A) Dosis respuesta. Las células fueron incubadas con 2 a 40 pg/ml de VP1GFP (ClpA~)“
durante 24 h. B) Dinamica temporal. Las células fueron incubadas con 20 ug/ml de VP1GFP
(ClpA~)“! durante 2, 4, 8, 16 y 24 h. Los valores representan el promedio y la desviacion es-
tandar (n = 4). Las diferencias fueron analizadas con ANOVA de una via y después con el
test de Tukey. Las diferencias significativas fueron evaluadas respecto al control:

% p<0,0001. C) Imagenes de microscopia confocal de VP1GFP (ClpA-)“! endocitadas por
células ZFL (verde). Las células fueron incubadas durante 24 h con 20 pg/ml de VP1GFP
(ClpA)©. CellMask (rojo) fue usado para la tincién de la membrana plasmatica y Hoechst
(azul) para la tincién de los ntcleos. (i) Células control, (ii) células ZFL estimuladas con
VP1GFP (ClpA-)“! durante 24 h, (iii) reconstruccién 3D de VP1GFP (ClpA-)“! endocitadas
por células ZFL.
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Figura 6. Endocitosis de VP1GFP (CIpA-)¢! por células HKM

A) Dosis respuesta. Las células fueron incubadas con 2 a 40 pg/ml de VP1GFP (ClpA)“
durante 24 h. B) Dinamica temporal. Las célula fueron incubadas con 20 pg/ml de
VP1GFP (ClpA-)“" durante 0,5, 1, 2, 4, 8 y 24 h. Los valores representan el promedio y la
desviacion estdndar (n = 4). Las diferencias fueron analizadas con ANOVA de una via 'y
después con el test de Tukey. Las diferencias significativas fueron evaluadas respecto al
control: ***, p<0,0001. C) Imégenes de microscopia confocal de VP1GFP (ClpA’)“! endo-
citadas por células HKM (verde). Las células fueron incubadas durante 24 h con 20 pg/ml
de VP1GFP (ClpA’)“. CellMask (rojo) fue usado para la tincion de la membrana plasma-
tica y Hoechst (azul) para la tincién del nucleo. (i) Células control, (ii) células HKM esti-
muladas con VP1GFP (ClpA-)“! durante 24 h, (iii) membrana completa, (iv) reconstruc-
cién 3D de VP1GFP (ClpA")“! endocitadas por células HKM.
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VP1GFP¢ producido en cepas de E. colicon LPS y libres de LPS
protegen al pez cebra contra un desafio letal de P. aeruginosa
A continuacion, para evaluar si los CI son capaces de conferir protecciéon con-
tra una infeccidn letal in vivo, utilizamos un modelo de infeccidén bacteriana en
pez cebra con P. aeruginosa (PAO1) como agente infeccioso [26]. Los animales
fueron inyectados i.p. con diferentes dosis de VP1GFP (ClpA)“' y posterior-
mente fueron desafiados con PAO1 en LDs. Los resultados mostraron una ma-
yor tasa de supervivencia en los peces cebra tratados con diferentes dosis de
VP1GFP (ClpA)“ (RPS de 76 % a 300 pg, 79 % a 150 ug y 67 % a 75 pg) (Figura 7).
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Figura 7. Supervivencia del pez cebra después de una inyeccién i.p. de VP1GFP
(CIpA-)¢! y posterior desafio con P. aeruginosa.

El pez cebra fue inyectado i.p. con VP1GFP (ClpA~)“ a diferentes dosis (300, 150, 75, 50 y
25 ug/pez) y desafiado con P. aeruginosa PAO1 (LDso) (4,3x10” ufc/dosis) (n = 13). Peces
no tratados fueron inyectados con PAO1 (LDso) y usados como control de mortalidad. Las
diferencias significativas fueron analizadas mediante el test de
Log-rank: **, p<0,01; *, p<0,05.

Después de establecer la protecciéon 6ptima alcanzada por VP1GFP (ClpA)“,
y desde nuestra hipotesis de trabajo de usar los CI como una plataforma de
entrega de inmunoestimulantes, decidimos analizar si la proteccion se rela-
ciona con la actividad del LPS normalmente presente en los CI. Para ello, se
compararon los efectos de la supervivencia en peces tratados con VP1GFP“
producidos en E. coli ClpA™y E. coli KPM335. La ultima cepa ha sido utilizada
para demostrar la sintesis de lipido IV como la tinica molécula relacionada
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con LPS, que carece de actividad endotoxica en células humanas sensibles al
LPS [37]. Los resultados del ensayo de HEK-blue mostraron que, como se es-
peraba, los CI producidos en KPM335 fueron incapaces de activar la via de
senalizacion hTHR4/MD-2 en el ensayo HEK-blue (Figura 3B). Por contra,
la estimulacion de la linea celular HEK-blue fue elevada cuando se utilizaron
las cepas estandar de E. coli K12 y BL21 que contienen LPS (Figura 3B). A
pesar de esta diferencia en la actividad endotoxica, la tasa de supervivencia de
los peces inmunizados con CI de la cepa libre de LPS (VP1GFP (KPM335))
alcanzo6 un RPS de un 75 %, siendo significativamente superior que el control.
Sin embargo, no se observaron diferencias significativas entre las tasas de su-
pervivencia asociados a VP1GFP (ClpA")“'y VP1GFP (KPM335)“ (Figura 8).
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Figura 8. Supervivencia del pez cebra después de una inyeccién i.p. de VP1GFP
(ClpA-) ¢ o VP1GFP (KPM335)y posterior desafio con P. aeruginosa.
El pez cebra fue inyectado i.p. con VP1GFP (ClpA’)“! o VP1GFP (KPM335) ' a
300 pg/pez y desafiado con P. aeruginosa PAO1 (LDso) (3,4x107 ufc/dosis) (n = 15). Peces
no tratados fueron inyectados con PAO1 (LDso) y usados como control de mortalidad. Las
diferencias significativas fueron analizadas mediante el test de Log-rank, **, p<0,01.

Estos resultados sugieren que el efecto protector de los CI es independiente del
quimiotipo del LPS de las cepas productoras. Como hemos mencionado ante-
riormente, también se analizo el contenido total de lipidos en las diferentes ce-
pas de E. coli utilizadas como cepas productoras (Figura 3A). La presencia de
lipidos totales fue menor en KPM335 (140 pg/ug de CI) comparados con ClpA
(320 pg/ug de CI) (Figura 3A), indicando que los diferentes niveles de lipidos
tampoco explican las diferencias de proteccion observada tras la administra-
cion de VP1GFP (ClpA")“, comparada con VP1GFP (KPM335)“! (Figura 8).
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VP1GFP (CIpA’)® e iRFP-H6 (BL21(DE3)) protegen al pez ce-
bra en contra de un desafio letal con P. aeruginosa

Con el objetivo de examinar si la secuencia de aminodacidos de la proteina que
forma el CI puede contribuir a la proteccion del pez cebra, comparamos
VP1GFP (ClpA’)“ e iRFP-H6 (BL21(DE3))“". Nuestros resultados mostraron
que tanto VP1GFP (ClpA’)“" (RPS de 55 %) como iRFP-H6 (BL21(DE3))“
(RPS de 72,5 %) otorgaron altos y similares niveles de proteccion después de
una exposicion letal a P. aeruginosa (PAO1). La ausencia de diferencias signi-
ficativas entre las capacidades inmunoprotectoras de estos dos materiales su-
giere que la naturaleza de la proteina en si misma no parece tener ningtin efecto
en la proteccion (Figura 9).

iRFP-H6 (BL21 (DE3))¢ induce la expresiéon génica de genes
relacionados con la respuesta inmune en macréfagos de tru-
cha arcoiris.

Con la finalidad de explorar la capacidad de los CI de estimular la expresion de
genes relacionados con la inmunidad de células inmunes especificas, se trata-
ron las células HKM con 10 pg/ml de iRFP-H6 (BL21(DE3))“' y con 10 ug/ml
de LPS, como control por sus bien descritas propiedades proinflamatorias en
peces [30]. Es importante aclarar que decidimos utilizar los cultivos primarios
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Figura 9. Supervivencia del pez cebra después de una inyeccién con VP1GFP
(CIpA-)¢! o iRFP-H6 (BL21(DE3))¢ y posterior desafio con P. aeruginosa.

El pez cebra fue inyectado i.p. con VP1GFP (ClpA~)“' o iRFP-H6 (BL21(DE3))“!
a 150 pg/pez y desafiado con P. aeruginosa (PAO1) (LDso) (4,9x107 ufc/dosis ) (n = 15).
Peces no tratados fueron inyectados con PAO1 (LDso) y usados como control de mortali-
dad. Diferencias significativas fueron analizadas usando el test de Log-rank, **, p<0,01.
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de trucha arcoiris ya que el tamafio del pez cebra no nos permite obtener sufi-
cientes células para realizar el analisis de expresion génica por Q-PCR. En ge-
neral, se observé un aumento similar de expresion génica en macrofagos trata-
dos con iRFP-H6“ y LPS (Figura 10). Las citoquinas proinflamatorias TNFa,
ciclooxigenasa 2 (COX-2), IL-1p e interleuquina 8 (IL-8) alcanzaron practica-
mente los mismos niveles de expresién que las células tratadas con iRFP-H6“
y LPS, lo que indica que iRFP-H6 fueron, al menos tan potente como el LPS
en la induccién de la activacion de los macréfagos. Ademas, se evalud los nive-
les de expresion de la metalopeptidasa de la matriz 9 (MMP9) y el supresor de
la senalizacion de citoquinas 3 (SOCS3) en HKM para evaluar algunas de las
moléculas implicadas en la remodelacion de la matriz extracelular y en las vias
de senalizacion claves para la respuesta inmune. Como se muestra en la Figura
10, los niveles de expresion génica también se incrementaron en macréfagos
tratados con iRFP-H6' (11,9 + 4,9 fold-change para MMP9 y 14,88 + 6,94 fold-
change para SOCS3), pero no alcanzaron los mismos niveles de expresion que
las células tratadas con LPS (alrededor del 50% o mas).
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Figura 10. Analisis de expresién génica en células HKM estimuladas

con iRFP-H6C'y LPS.

Las células fueron cultivadas con 10 pug/ml de iRFP-H6 (BL21(DE3))“' y 10 pg/ml LPS du-
rante 12 h y la expresion génica fue analizada a través de Q-PCR. Los valores representan

el promedio y la desviacion estandar (n = 3). Las diferencias significativas fueron analiza-
das con respecto al control, utilizando ANOVA de una via seguido del test de Tukey:

%, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001.
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Discusion

El desarrollo de nuevos métodos profilacticos con buenos niveles de eficacia es
una necesidad en la acuicultura intensiva para la prevencién y control de las
principales enfermedades infecciosas que afectan a las especies de interés co-
mercial. Hasta el momento, las vacunas basadas en patdgenos vivos atenuados
o inactivados han sido el enfoque mas ampliamente utilizado para prevenir en-
fermedades importantes. Sin embargo, estas estrategias presentan importantes
riesgos bioldgicos asociados, ademas de la necesidad de administrar altas dosis
para lograr los niveles de proteccion deseada [1]. Con el objetivo de desarrollar
nuevos enfoques y vacunas alternativas, algunos grupos de investigacion se han
centrado en el desarrollo de vacunas basadas en proteinas recombinantes. No
obstante, los resultados publicados hasta la fecha no son particularmente pro-
metedores, ya que no muestran niveles consistentes de proteccion [38], que
probablemente podrian ser parcialmente explicados al tener en cuenta la baja
estabilidad de las proteinas solubles. Ademas, los antigenos recombinantes a
menudo necesitan la adiccion de adyuvantes. Por lo tanto, teniendo en cuenta
todos estos factores, el desarrollo de un enfoque estable y rentable de inmu-
noestimulacion sigue siendo una tarea pendiente. En este contexto, los resul-
tados resumidos en este estudio muestran que los CI bacterianos se pueden
utilizar como una plataforma de entrega de un amplio espectro de inmunoes-
timulantes para peces. Los CI son nanoparticulas tipo amiloide complejas, me-
canicamente estables y funcionalmente activas que combinan varias propieda-
des clave para la inmunoestimulacién. Aunque, sus principales componentes
son proteinas recombinantes, también contienen cantidades indeterminadas
de otras moléculas de la cepa de produccion, tales como, ADN y ARN bacte-
riano y componentes de la pared celular, incluyendo LPS y PGN. Tal comple-
jidad composicional combinada en una nanoestructura es lo que los hace tan
atractivos. Curiosamente, nuestros resultados demuestran que los restos celu-
lares purificados junto con las nanoparticulas, y mas especificamente la cuan-
tificacion total de lipidos, dependen en gran medida del fondo genético de las
células productoras. Ademas, y como se ha descrito anteriormente, el fondo
genético de la cepa productora, asi como la naturaleza de la proteina utilizada,
también tiene un impacto significativo en la forma y el tamariio final de los CI
[39]. Tal complejidad combinada con una forma nanoestructurada, siendo am-
bas propiedades facilmente modulables, es lo que los hace potencialmente ade-
cuados como plataforma de entrega de inmunoestimulantes. Teniendo en
cuenta que el LPS y las nano/microparticulas a menudo se agregan a vacunas
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como adyuvantes e inmunomoduladores [26], el uso de los CI nos permite
combinar diferentes propiedades en una sola particula que mejora la protec-
cién inmune. En este trabajo, aportamos pruebas de que los CI heter6logos se
pueden utilizar para otorgar proteccion al pez cebra frente a un desafio bacte-
riano letal. Nuestros resultados sugieren que ninguno de los componentes in-
tegrados en los CI, como, LPS, lipidos totales o proteinas recombinantes por si
solos son los unicos responsables de conferir una proteccién inmune, pero la
combinacion de todos ellos en un material nanoestructurado y estable puede
ser utilizado como una plataforma de entrega de inmunoestimulantes. Los ni-
veles de proteccion obtenidos con los CI son mayores en comparacién con
otros estudios realizados en el campo, por ejemplo, con nanoliposomas carga-
dos con LPS/poly (I:C) como inmunoestimulantes, se observa niveles de pro-
teccion del 47,1 % a los 7 dias posteriores al desafio [26]. Igualmente, la admi-
nistracion de vacunas de ADN encapsuladas en quitosano otorga niveles de
proteccion del 42 % de RPS a los 14 dias posteriores al desafio [40].

La capacidad intrinseca de los CI para ser endocitados es crucial teniendo en
cuenta la importancia de la captacién de antigenos y su posterior procesa-
miento y presentacion [41]. En este contexto, se observo tanto en las células del
pez cebra como en las de trucha, una acumulacion intracelular de las nanopar-
ticulas de proteina, compatible con una localizacién endosomal. En trabajos
anteriores hemos demostrado, usando inhibidores, que liposomas cargados
con LPS y poly (I:C) fueron endocitados a través del sistema de las vias caveola
y clatrina [26]. Ademas, los receptores tipo Toll (TLR) implicados en la res-
puesta al ARN viral y ADN bacteriano se encuentran en compartimientos en-
dosomales y es de gran importancia que las nanoparticulas sean capaces de di-
rigirse a estos receptores intracelulares que activan las correspondientes vias de
senalizacion de TLR7 y TLR9 [42]. Asi, por ejemplo, TLRY, situado en mem-
branas endosomales, reconocen motivos especificos no metilados de CpG pre-
sentes en bacterias pero no en el ADN gendmico de vertebrados lo que conduce
a la activacion de las vias de sefializacion que terminan con la sintesis de cito-
quinas. En cultivos primarios de trucha se observé un aumento de expresion
en varios marcadores de inflamacién tales como, TNFa, COX-2, IL-13, IL-8 o
MMP9Y, siendo todos ellos cruciales para la respuesta inmune en peces.

En cuanto a las proteinas usadas para formar las nanoparticulas, ambas protei-
nas empleadas como modelo en este estudio son proteinas fluorescentes sin
ninguna funcién adicional conocida en peces, esto podria explicar la falta de
influencia en la supervivencia otorgada por los diferentes CI frente a un desafio
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bacteriano letal. Sin embargo, no se puede descartar que se si se utilizan CI con
una proteina especifica de peces implicada en la respuesta inflamatoria (p. ¢j.,
citoquinas) se podria alcanzar niveles de proteccion ain mas elevados. Ademas,
es importante senalar que el uso de diferentes cepas de E. coli nos permiten
disenar CI con una composicion facilmente modulable influyendo en la efica-
cia de la nanoparticula utilizada.

Conclusiones

Los resultados obtenidos en este trabajo nos permiten proponer a los CI como
una alternativa prometedora para propdsitos de inmunoestimulacion en acui-
cultura intensiva. Los CI son nanoparticulas de proteinas altamente estables,
obtenidos bajo condiciones de produccién recombinante, capaces de propor-
cionar buenos niveles de proteccion al pez cebra contra de un desafio bacte-
riano letal. Su propia naturaleza los hace excepcionalmente interesantes, ya que
los componentes integrados en una sola particula les permiten mejorar la pro-
teccion inmunologica en peces. Ademas, los CI, en contraste con las nanopar-
ticulas sintéticas, son naturales y se pueden producir facilmente por biofabri-
cacion de una manera rentable usando bacterias recombinantes como fabricas
de proteina. Esto significa que su produccion se puede escalar facilmente, con-
virtiéndose en una alternativa atractiva para fines veterinarios.
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Resumen

Las citoquinas han sido ampliamente utilizadas como adyuvantes y vacunas en
diferentes animales. El potencial de las citoquinas se asocia al hecho de que
estan involucradas en la patogénesis de muchas enfermedades y que son capa-
ces de estimular el sistema inmune sin la presencia de un patégeno. Las cito-
quinas pueden ser producidas en diferentes sistemas heterélogos. Una manera
rentable de producir proteinas recombinantes es mediante las factorias bacte-
rianas y uno de los productos que se obtienen a través de estas son los cuerpos
de inclusion. Los cuerpos de inclusion son proteinas nanoestructuradas y alta-
mente estables, con caracteristicas moldeables que pueden ser producidas a
gran escala. En este trabajo proponemos el uso de las citoquinas recombinantes
purificadas de cuerpos de inclusion para la inmunoestimulacion de peces por
via oral. Los resultados obtenidos, indican que los cuerpos de inclusiéon son
candidatos ideales para la administracion oral de citoquinas en peces, ya que
son altamente estables, y ademas, otorgan altos niveles de protecciéon en un
modelo experimental como el pez cebra frente a una infeccién bacteriana letal.

Introduccion

La produccién de proteinas recombinantes es la mayor plataforma tecnoldgica
de la biotecnologia. La produccion se realiza en sistemas de expresion heterd-
logos como, bacterias (principalmente Escherichia coli), levaduras (Saccha-
romyces cerevisiae o Pichia pastoris), células de insectos (p. ej., High five cells
de Trichoplusia ni), protozoos (Tetrahymena thermophila) y células de mami-
feros o plantas [1, 2]. La fabrica de proteinas mas comun es el sistema de ex-
presion bacteriano en E. coli y uno de los productos obtenidos mas promete-
dores son las proteinas conocidas como cuerpos de inclusion (CI). Los CI son
proteinas nanoestructuradas y altamente estables (p. ej., frente a temperatura
o liofilizacién) [3], que muestran una liberacion de proteinas prolongada y sos-
tenida en el tiempo [4]. La mayoria de las propiedades biologicas y fisicoqui-
micas de estas proteinas recombinantes son moldeables, como el tamaio, la
bioadhesividad, la carga neta, la densidad y la velocidad de liberacion de la pro-
teina funcional [3-6]. Estas caracteristicas permiten una gran combinacién de
propiedades de los CI, siendo ideal para el tratamiento de diferentes células
diana o enfermedades. Ademas, los CI contienen diferentes componentes bac-
terianos como, fragmentos de membranas, proteinas unidas a membrana, aci-
dos nucleicos, fragmentos de pared celular y en consecuencia lipopolisacaridos
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(LPS) y peptidoglicanos (PGN), cuya concentracion también puede ser con-
trolada en funcién de la cepa bacteriana utilizada [7-9].

La induccién de una protecciéon inmunoldgica requiere que los antigenos sean
captados, tratados y presentados por las células presentadoras de antigenos
(antigen-presenting cells, APCs) [10]. Las principales APCs en peces son los
macroéfagos, los neutrdfilos, las células dendriticas y los linfocitos B [11-13].
Las APCs activadas secretan citoquinas y quimioquinas que regulan la res-
puesta inmune innata y adaptativa [14]. En general, las citoquinas poseen un
efecto pleiotrépico y tienen un papel central proporcionando sefales que ayu-
dan a dirigir la respuesta inmune hacia una mediacién por anticuerpos o por
células [15]. En este estudio, utilizamos factorias bacterianas para producir ci-
toquinas nanoestructuradas concretamente, el factor de necrosis tumoral alfa
(TNFa) y la quimioquina (C-C motivo) ligando 4 (CCL4), para caracterizarlas
como potenciales candidatas a inmunoestimulantes.

Las citoquinas recombinantes se han utilizado ampliamente como adyuvantes
y agentes terapéuticos en diferentes animales (p. ¢j., interleuquina 2 (IL-2) en
cerdos; el TNFa e interferén alfa (IFNa) en felinos; el IFNa en gallinas o la
interleuquina 1beta (IL-1B) en ovejas [16-19]. Su potencial se asocia con el he-
cho de que las citoquinas estan implicadas en la patogénesis de muchas enfer-
medades, son proteinas con pocas probabilidades de provocar una respuesta
alérgica, son capaces de estimular el sistema inmune sin la presencia de un pa-
togeno y en diferentes estudios con diferentes animales, se ha demostrado que
pueden actuar como adyuvantes para vacunas virales, bacterianas y parasitarias
[20-22]. A pesar de estas ventajas, las citoquinas presentan desventajas impor-
tantes como, la vida media relativamente corta (de minutos), lo que implica la
administracion de altas dosis que pueden llegar a ser toxicas y la costosa pro-
duccién en grandes cantidades [23, 24].

Si bien la utilizacion de citoquinas como adyuvantes ha sido ampliamente es-
tudiada, no existen muchos estudios que exploren la posibilidad del uso cito-
quinas como adyuvantes o inmunoestimuladores en peces. Esto se puede deber,
a que su funcién inmunologica no esta completamente descifrada en la mayo-
ria de las citoquinas descritas en teledsteos [25]. Aun asi, existen algunos tra-
bajos que exploran el empleo de citoquinas como adyuvantes en peces. Por
ejemplo, se ha utilizado interleuquina 8 (IL-8) recombinante administrada in-
traperitonealmente (i.p.) en trucha arcoiris y se ha observado un aumento sig-
nificativo en la migraciéon de leucocitos a la cavidad peritoneal, siendo mayor
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que el tratamiento con LPS [26]. También, ha sido evaluada la administracién
i.p. de IL-1P recombinante en conjunto con bacterias inactivadas en carpa (Cy-
prinus carpio) y barramundi (Lates calcarifer), en donde se obtuvo un aumento
significativo de los anticuerpos en contra de las bacterias inactivadas adminis-
tradas (Aeromonas salmonicida y Vibrio harveyi, respectivamente) en compa-
racion con el tratamiento, donde sdlo se administro la bacteria inactivada [27,
28]. En este estudio, hemos explorado el uso de TNFa y CCL4 recombinantes
nanoestructurados como potenciales inmunoestimulantes. El TNFa es una ci-
toquina pleiotropica con efectos proinflamatorios o efectos inmunosupresores,
dependiendo del contexto, que puede ser secretada por macréfagos y leucoci-
tos activados [29]. En peces, TNFa recombinante encapsulado ha sido admi-
nistrado oralmente como adyuvante en trucha arcoiris, el cual aumenta la su-
pervivencia de los peces contra un desafio letal de Vibrio anguillarum [30]. Por
otro lado, se ha descrito que CCL4 juega un rol como inductor del recluta-
miento de monocitos en sitios de inflamacion [31]. En mamiferos, se han rea-
lizado estudios para confirmar el posible rol fisiopatologico de CCL4 como po-
tencial factor activo en el ictus isquémico y su posible actividad neuroprotec-
tora o su papel en la inmunidad mucosal contra la infeccion de VIH [32, 33].
En teledsteos se ha descrito que CCL4 tiene actividad quimiotactica [31], y se
ha sugerido que puede jugar un rol fundamental en la orquestacion de la infla-
macion [34]. Sin embargo, hasta hoy en dia no existen trabajos que describan
el uso de CCL4 de forma terapéutica en peces o en mamiferos.

En las ultimas décadas, la inmunologia de la mucosa ha sido un campo amplia-
mente explorado en los vertebrados superiores. Aunque, los peces poseen un
sistema inmune mucosal funcional, no existen muchos detalles acerca de este
sistema en teledsteos. El mucus actdia como una barrera fisica y quimica que
protege el epitelio tanto externo como interno y, por lo tanto, actiia como un
importante mecanismo de defensa que mantiene la homeostasis, lo cual es muy
beneficioso en el ambiente acuatico, que es abundante en patdgenos [35, 36].
El mucus estd principalmente compuesto por agua (95 %) y algunas glicopro-
teinas, como la mucina que le concede la consistencia viscosa. Ademas, pre-
senta otras moléculas en pequeias cantidades, que incluyen factores del sis-
tema inmune innato como, moléculas antimicrobianas e inmunoglobulinas
[37, 36]. El intestino de teledsteos presenta dos poblaciones principales de cé-
lulas inmunes: 1) la lamina propria, el cual incluye una variedad de células in-
mune como, granulocitos, macréfagos, linfocitos y células del plasma; y 2) lin-
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focitos intraepiteliales (intraepithelial lymphocytes, IELs) compuestos por cé-
lulas T y células B localizadas entre las células epiteliales [38]. Estas células in-
munes, en conjunto con las células epiteliales, las células globet y las células
neuroendocrinas producen y regulan la respuesta inmune en el intestino.

La administracion oral en acuicultura es una prometedora alternativa en com-
paracion con otras vias de administracion, por ejemplo, la administracién por
inyeccion conlleva una mayor manipulacion y estrés en los peces y la adminis-
tracion por inmersion implica el uso de una elevada cantidad de inmunoesti-
mulantes, siendo dificil el determinar las dosis administradas. La administra-
cion oral evita el estrés en peces, permite el tratamiento en masa y a diferentes
tamarfios de los animales. No obstante, presenta importantes desventajas como,
la inactivacion de los antigenos por la alta acidez del estomago impidiendo la
absorcion de éstos y una relacion coste-efectividad moderado [10, 39, 40]. Con
el objetivo de mejorar la efectividad de la administracion oral, se deben desa-
rrollar plataformas de entrega de inmunoestimulantes que eviten la degrada-
cion de éstos en la primera seccion del tubo digestivo. En este contexto, el uso
de nanoparticulas se ha propuesto como una estrategia alternativa de encapsu-
lacion para tratar este problema. La nanoencapsulacion implica la formacion
de particulas cargadas, por ejemplo, con antigenos o inmunoestimulantes con
didmetros que van desde 1 a 1000 nm. Este tamafno permite a las nanoparticu-
las interactuar con moléculas, como enzimas y receptores, tanto en la superficie
como dentro de las células. Las nanoparticulas se pueden fabricar facilmente
para tener caracteristicas fisicas unicas en tamano, forma, quimica de la super-
ficie o superficies con ligandos para receptores especificos. Los beneficios de
las nanoparticulas como herramientas de entrega de antigenos son: la reduc-
cion de las dosis, especificidad de tejido diana, la reduccion de los efectos toxi-
cos y el aumento de la eficiencia en la entrega [41]. Por ejemplo, ensayos reali-
zados con nanoparticulas de quitosano administradas oralmente, aumentan el
porcentaje relativo de supervivencia (relative percentage of survival, RPS) tras
un desafio con Vibrio parahaemolyticus de un 0 % con antigenos sin encapsu-
lar a un 72 % con antigenos encapsulados [42]. El mismo fenémeno se observa
en nanoparticulas de alginato, también administradas oralmente, que aumen-
tan el RPS tras un desafio con el virus de la necrosis pancreética (infectious
pancreatic necrosis virus, IPNV) de un 0 % con antigenos sin encapsular a un
80 % con antigenos encapsulados [43]. A pesar de estos antecedentes, las na-
noparticulas administradas oralmente son las menos eficientes y no muestran
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niveles consistentes de proteccién en comparacion con otras formas de admi-
nistracion; de aqui la necesidad de desarrollar nuevas nanoparticulas que per-
mitan explotar sus caracteristicas y aumentar la protecciéon conferida por los
antigenos.

En el capitulo anterior hemos descrito como los CI de proteinas sin una fun-
cién inmunoldgica especifica en peces son capaces de proteger al pez cebra
frente a una infeccion bacteriana letal. La complejidad nanoestructural de los
CI, en conjunto con la capacidad de las citoquinas de estimular el sistema in-
mune, nos llevan a la hipétesis de que los CI compuestos por citoquinas pueden
ser utilizados como inmunoestimulantes orales en peces aumentando la pro-
teccion conferida por los CI descritos en nuestro trabajo anterior (ver Capitulo 2).

Materiales y Métodos

Clonacion de CCL4, cepas bacterianas y plasmidos

La secuencia de CCL4 de trucha arcoiris (Genbank, nimero de acceso
AY561709.1) fue utilizada para el disefio de cebadores especificos para su clo-
nacion (ver Anexo 3, Tabla 1). La secuencia completa de CCL4 fue amplifi-
cada desde ADNCc sintetizado a partir de ARN del rifién anterior de trucha y
purificado usando TriReagent (Sigma). El producto obtenido de PCR fue pu-
rificado desde el gel, ligado en el vector pET-30 Xa/LIC (Novagen) y transfor-
mado en E. coli DH5a (Invitrogen). El CCL4-pET-30 Xa/LIC fue purificado
utilizando Nucleo-Spin plasmido Quick-Pure (Macherey-Nagel), cuantificado
con Nanodrop ND-1000 (Thermo Scientific) y secuenciado para comprobar
su correcta orientacion. Por dltimo, para la expresion de CCL4, recombinante
el vector CCL4-pET-30 Xa/LIC se subcloné en E. coli BL21(DE3)pLysS. La
cepa bacteriana utilizada para la produccion de los CI de TNFa (TNFa“) fue
E. coli M15[pREP4] (Qiagen). Esta cepa se transformé con el vector TNEF-
pQE30 (Qiagen), como se ha descrito anteriormente [44]. El CCL4-pET-
30Xa/LIC e iRFP-H6-pET22b se transformaron en E. coli BL21(DE3) para la
produccion recombinante de CI de CCL4 (CCLA“) y de iRFP-H6 (iRFP-H6),
respectivamente. Todas las proteinas recombinantes contenian una cola de his-
tidinas (6 histidinas) y fueron detectados por Western blot utilizando un anti-
cuerpo anti-His-tag (GenScript).
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Produccion de cuerpos de inclusiéon, purificaciéon y marcaje

E. coli fue transformada con TNF-pQE30, CCL4-pET-30Xa/LIC e iRFP-H6-
pET22b y cultivada en medio LB suplementado con los antibiéticos requeridos.
Los cultivos bacterianos se iniciaron a una densidad 6ptica de 0,05 a 550 nm
(ODss0) y se incubaron aerdbicamente a 37 °C (250 rpm) hasta alcanzar una
OD:sso de 0,5. Se realizé la induccion con 1 mM de IPTG (Panreac) durante 3 h.
Con respecto a la purificacion de los CI, los cultivos bacterianos fueron proce-
sados a través de una combinacion de disrupciéon mecanica y enzimatica. En
primer lugar, se afladid lisozima a 1 mg/ml (Roche) y PMSF a 0,4 mM (Roche)
y se incub6 durante 2 h a 37 °C y 250 rpm. Seguidamente, las células fueron
congeladas y descongeladas y se afiadi6 Triton X-100 (Sigma) (0,2 % (v/v)). La
suspension se incubd durante 1 h bajo agitacion suave a temperatura ambiente.
Los CI fueron recolectados por centrifugacion y suspendidos en tampoén de li-
sis (50 mM de TrisHCI pH 8, 100 mM de NaCl y 1mM de EDTA) (concentrado
10 veces con respecto al volumen original del cultivo). A continuacidn, las
muestras se incubaron con ADNasa a 0,6 mg/ml (Roche), 1 h a 37°C, bajo agi-
tacion. Varios ciclos de congelacion/descongelacion se llevaron a cabo hasta
que no se detectaron bacterias viables. Las muestras se centrifugaron a 15000
xg durante 15 min y el precipitado que contenia los CI purificados fue almace-
nado a -80 °C hasta su uso. Se realizaron dos controles de esterilidad, en el
primero, se cultivaron CI en placas de LB sin antibidticos durante 12 h, y en el
segundo, se cultivaron CI en DMEM suplementado con suero bovino fetal (fe-
tal bovine serum, FBS), sin antibioticos, durante 5 dias, para determinar que no
habian células viables en la produccion. Los CI fueron cuantificados por Wes-
tern blot utilizando un anticuerpo anti-His-tag, y la concentracién de proteina
se dedujo a partir de una curva estandar, realizada con proteina recombinante.

Para visualizar TNFa“ y CCL4“ por citometria de flujo y microscopia confocal,
los CI fueron marcados con Atto 488-NHS éster (Sigma), a una proporcion
molar 1:2 (proteina/marcador fluorescente), siguiendo las instrucciones del fa-
bricante. La eficiencia del marcaje fue calculada utilizando el Nanodrop ND-1000.

Caracterizaciéon de TNFa© y CCL4¢

TNFa“y CCL4“ fueron caracterizados a través del microscopio electronico de
barrido de emision de campo (field emission scanning electron microscopy, FE-
SEM, Zeiss Merlin). Las muestras fueron suspendidas en agua desionizada, a
una concentracion final de 100 mg/ml, y 20 pl fueron depositados en chips de
silicio dejandolos secar al aire durante la noche. Las imagenes de FESEM fue-
ron procesadas con el software Image] v1.5 (National Institute of Health);
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mientras que las medidas de longitud y didmetro, de al menos 300 particulas
por muestra, fueron tomadas, y se generaron graficos de distribucion de ta-
maio, utilizando el software Past3 v3.03 (University of Oslo).

La estabilidad de las particulas fue evaluada bajo las mismas condiciones que
se encuentran en el sistema gastrointestinal de trucha [45]. El TNFa“ fue in-
cubado a una concentracién de 0,5 mg/ml en tampdn fosfato salino (phosphate
buffered saline, PBS), a pH 2,5 (ajustado con HCI) durante 3 h y, posterior-
mente, en PBS a pH 8,0 (ajustado con NaOH) durante 6 h, a temperatura am-
biente en agitacién continua. La estabilidad de las particulas también fue eva-
luada a altas temperaturas, en las mismas condiciones utilizadas para la pro-
duccién de la comida de peces [46], para ello TNFa“ fue incubado a una con-
centracion de 0,5 mg/ml a 100 °C durante 30 s. Por ultimo, se analizé la esta-
bilidad de TNFa“ después de la liofilizacion y de su almacenamiento a tempe-
ratura ambiente. El TNFa“ fue liofilizado en un liofilizador Telstar LyoQuest-
80 durante 8 h a -80 °C, y se almacené a temperatura ambiente durante 3 se-
manas. Los CI de TNFa de los diferentes tratamientos fue analizado por FE-
SEM. Se midi6 el diametro y la longitud de 300 nanoparticulas. Las diferencias
estadisticas fueron analizadas utilizando la prueba t de Student (software
GraphPad Prism v5).

Cultivo celular

Las células de higado de pez cebra (Zebrafish liver cells, ZFL, CRL-2643, ATCC)
fueron cultivadas a 28 °C en un ambiente humidificado con un: 5 % de CO; en
DMEM 4,5 g/l de glucosa, 0,01 mg/ml de insulina, 50 ng/ml de factor de creci-
miento epidérmico (epidermal growth factor, EGF), 5 % (v/v) de antibid-
tico/antimicotico, 10 % (v/v) de FBS inactivado por calory 0,5 % (v/v) de suero
de trucha arcoiris inactivado por calor [47]. Los macréfagos de trucha arcoiris
(head kidney macrophages, HKM) fueron obtenidos desde el rin6n anterior,
como se ha descrito anteriormente [44], y cultivados en DMEM 4,5 g/ de glu-
cosa suplementado con 10 % de FBS y con 50 pg/ml de Primocin (Invivogen)
a16°Cy 5 % de CO,. Los macréfagos completamente diferenciados a dia 5 se
emplearon para los experimentos de endocitosis y expresion génica.
Anadlisis de la expresiéon génica

Los macrdfagos de trucha arcoiris (HKM) fueron estimulados durante 12 h
con 10 pg/ml de LPS (Sigma), 10 pg/ml iRFP-H6, TNFa“' y CCL4“ a diferen-
tes concentraciones (5, 10 y 20 pg/ml y 0,01, 0,1 y 1 pug/ml, respectivamente).
El ARN total fue extraido usando TriReagent (Sigma) siguiendo las instruccio-
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nes del fabricante, la concentracion y calidad del ARN fueron evaluados utili-
zando el Nanodrop ND-1000 (Thermo Scientific) y el Bioanalyser-2100, con el
ARN 6000 Nano Kit (Agilent Technologies), respectivamente. La sintesis de
ADNCc fue realizada con 1 ug de ARN total empleando para ello SuperScript I11
(Invitrogen) y el cebador oligo-dTs (Promega). La Q-PCR fue llevada a cabo
usando SYBR Green I PCR Supermix (Bio-Rad), 250 nM de cebadores y 2,5 pl
de ADNCc previamente diluido (1:50 para el ARNm diana y 1:500 para el gen
de referencia) en un volumen final de 10 pl. Los cebadores incluidos en este
estudio se mencionan en la Tabla 1(Ver Anexo 3). El factor de elongacion 1
alfa (EF1a) se empled como gen de referencia y la cuantificacion fue realizada
de acuerdo con el método de Livak [48]. El experimento fue repetido tres veces
y todas las muestras se realizaron por triplicado. Los resultados fueron anali-
zados utilizando ANOVA de una via seguido del test de Tukey (GraphPad).

Endocitosis de cuerpos de inclusién por ZFL y HKM
El TNFa“'y el CCL4“' marcados fluorescentemente fueron afiadidos a cultivos

celulares de ZFL y HKM a las dosis y tiempos indicados. Las células fueron
analizadas por citometria de flujo (FACS-Canto, Becton Dickinson) y por mi-
croscopia confocal (Zeiss LSM 700). Para el ensayo de dosis respuesta, las cé-
lulas ZFL y HKM fueron incubadas con TNFa“ y CCL4 a diferentes dosis (5,
10 y 20 pg/ml) durante 12 h. Después del tratamiento, el medio fue retirado y
las células fueron lavadas con PBS para eliminar las particulas unidas a la mem-
brana. Cada muestra fue tratada con 1 mg/ml de tripsina (Gybco) 15 min para
descartar los CI unidos externamente y luego fueron centrifugados a 300 xg
durante 5 min. Las células precipitadas fueron suspendidas en 200 ul de PBS
para el andlisis por citometria de flujo. Los experimentos fueron realizados por
triplicado, analizando 10000 eventos por muestra. Los resultados fueron ana-
lizados con ANOVA de una via seguido del test de Tukey (GraphPad). Con
respecto al ensayo de microscopia confocal, las células ZFL y HKM fueron in-
cubadas con 20 pg/ml de TNFa“ y de CCL4“' durante 12 h. Después de tres
lavados con PBS, el nucleo fue tefiido con Hoechst 33342 (10 pg/ml) y las mem-
branas con CellMask (5 pg/ml). Las imagenes fueron analizadas con el software
Imaris v8.1 (Bitplane AG).

Animales

Peces cebra wild type adultos (Danio rerio) y truchas arcoiris adultas (Onchor-
hynchus mykiss) fueron mantenidos bajo un fotoperiodo de 12:12 h luz/oscu-
ridad a 28 £ 0,5°Cy 17 £ 0,5 °C, respectivamente y alimentados con una dieta
comercial al 0,5 % del peso corporal. Todos los procedimientos experimentales
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fueron presentados al Comité de Etica de la Universitat Autdonoma de Barce-
lona (Numero de referencia 1555) que trabaja de acuerdo con los Principios
Internacionales para la Investigacion Biomédica con Animales (EU 2010/63).

Biodistribucién de TNFa® in vivo en trucha

Los animales (122,3 + 17,13 g de peso corporal) fueron anestesiados con meta-
sulfato de tricaina a 50 mg/l (MS-222, Sigma), e inyectados intraperitoneal-
mente (i.p.) con 300 ul de TNFa“-Atto488 (5,5 mg/kg) o 300 ul de PBS estéril.
Después de 24, 48 y 72 h, los peces (n = 4) fueron sacrificados por sobredosis
de anestesia (300 mg/l de MS-222) y se diseccionaron el rifién anterior y el bazo.
Los monocitos/macroéfagos adherentes fueron aislados desde el rifidén anterior
y el bazo como se ha descrito anteriormente [44]. En paralelo, una pieza del
tejido fue diseccionada y almacenada a -80 °C para los analisis de expresion
génica. A las de 24 h de cultivo, las células primarias fueron analizadas me-
diante citometria de flujo y microscopia confocal.

Desafio con Pseudomonas aeruginosa en pez cebra después
de la administracién de cuerpos de inclusién

Peces cebra adultos (0,64 + 0,17 g de peso corporal) fueron transferidos a un
sistema aislado, para su aclimatacion, un dia antes de cada experimento. Para
desafiar a los peces cebras se cultivdé Pseudomonas aeruginosa (PAO1), como
se ha descrito previamente [47]. Para la inyeccion de los CI y PAOL, los peces
fueron anestesiados (166 ppm de MS-222) e inyectados i.p. con 20 pl de CI o
PBS. A los 7 dias después de la inyeccidn, los peces fueron desafiados por in-
yeccion i.p. con 20 ul de P. aeruginosa PAO1 (LDs) y su supervivencia fue se-
guida durante 7 dias. Posteriormente, las curvas de supervivencia se analizaron
utilizando el método de Kaplan-Meier, y las diferencias estadisticas fueron
evaluadas usando la prueba Log-rank (GraphPad). El RPS fue calculado de
acuerdo a RPS (%) = [(1 — mortalidad del grupo tratado)/mortalidad del grupo
control] x 100.

Intubacién de TNFo© en trucha arcoiris

Truchas arcoiris adultas (135,3 + 16,8 g de peso corporal) fueron mantenidas
en ayuno durante tres dias, antes de la administracion de los CI. Tras ello, los
animales fueron anestesiados e intubados hasta el estbmago para administrar
200 ul de TNFa“-Atto488 (7,49 + 0,97 mg/kg). Después de 24 h las truchas
fueron sacrificadas por sobredosis de anestesia y el intestino fue diseccionado
y mantenido en DMEM. Se dividi6 el intestino en tres secciones: apéndice pi-
lérico, intestino medio e intestino posterior (la seccion del intestino posterior
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fue descartada) [49]. Las células del intestino (muestras del apéndice pilérico y
el intestino medio en conjunto) se aislaron por digestiéon enzimatica, con cola-
genasa (0,15 mg/ml, Invitrogen) durante 2 h, a temperatura ambiente. Poste-
rior a la digestion, las piezas de intestino fueron disgregadas mecanicamente
con un filtro de células (100 pm) y centrifugadas durante 15 min a 400 xg a 4
°C. Finalmente, el precipitado celular fue lavado, resuspendido en DMEM vy
analizado por citometria de flujo (100000 eventos por muestra). Adicional-
mente, las muestras del apéndice pildrico e intestino medio (n= 6 individuos)
fueron sumergidas en Tissue-Tek O.C.T. Compound (Sakura), congeladas y
almacenadas a -80 °C. Secciones de 0,6 pm fueron obtenidas a -20 °C con un
cryostato (Leica CM3050S). Por altimo, se afladié Fluoroshield (Sigma) a cada
corte, y todas las muestras fueron analizadas por microscopia confocal.

Resultados

Caracterizacion de los cuerpos de inclusion

Dos citoquinas de trucha arcoiris, TNFa y CCL4, fueron expresadas con éxito
en E. coli como CI y se purificaron para obtener particulas de proteina alta-
mente nanoestructuradas (Figura 1A). Una tercera citoquina, interleuquina 6
(IL-6) fue producida con éxito en E. coli, pero no se logré obtener CI (datos no
mostrados). La morfologia y el tamafo de los CI fueron caracterizados por FE-
SEM y se muestran en la Figura 1A. La forma de los CI difiere entre las dos
citoquinas, TNFa tiene una forma cilindrica, con una superficie lisa y varios
poros circulares, y CCL4 presenta una forma esférica, con una superficie mas
irregular. Morfologias similares han sido descritas anteriormente para otros CI
[4] (ver Capitulo 2). También el tamanio de TNFa“ y CCL4“" difiri6 signifi-
cativamente. El didmetro de TNFa“ oscil6 entre 380 a 900 nm con un tamafio
medio de 623,3 £ 105 nm, y la longitud varié entre 750 a 2000 nm, con una
longitud media de 1134,6 + 196,6 nm (Figura 1B (i =ii)). Por otro lado, CCL4“
presentd un tamafio mas pequeiio, que oscil6 entre 220 a 850 nm con un ta-
maifo medio de 383,9 + 82,3 nm (Figura 1B (i)). Ademas, el rendimiento de
la purificaciéon de los CI varid entre ambas proteinas obtenidas en las mismas
condiciones. Concretamente se obtuvieron 18 veces mas CI de TNFa que de
CCL4 (18 + 5 mg/l y 1,2 £ 0,92 mg/l, respectivamente).
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Figura 1. Caracterizacién de los cuerpos de inclusién.

A) Imégenes de FESEM de TNFa“ y CCL4°!. B) Distribucién del tamafio de los CI,
didmetro (i) y longitud (ii).
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Endocitosis de TNFa® y CCL4% por células de pez cebra y tru-
cha arcoiris

Con el fin de explorar la interacciéon de los CI de citoquinas con células, se
analiz6 la captacion de TNFa“y CCL4“ por una linea celular estable de higado
de pez cebra (ZFL) y por macroéfagos primarios de trucha (HKM). Los resulta-
dos mostraron que las células ZFL fueron capaces de endocitar TNFa y
CCL4“ de manera muy eficiente (Figura 2). Los ensayos de dosis respuesta
mostraron que todas las concentraciones de TNFa® y CCL4“ fueron facil-
mente endocitadas por las células ZFL (p. €j., 97 + 0,5 % y 99 + 0,1 % de células
positivas a 10 mg/ml, respectivamente) (Figura 2A). También los cultivos pri-
marios de macrofagos (HKM) fueron capaces de endocitar TNFa“ y CCL4“ al
mismo nivel que las células ZFL (96 + 1,4 % y 98 + 0,9 % de células positivas
en 10 mg/ml, respectivamente) (Figura 3A). Tanto las células ZFL como las
HKM endocitaron CI en niveles cercanos al 100 %, sin haber diferencias signi-
ficativas entre las concentraciones de CI. Pero si se analiza la intensidad media
de fluorescencia (IMF), se puede observar que existen diferencias significativas
entre los tratamientos, lo que significa que hay células que endocitaron mas de
una particula (Anexo 3, Figura 2). Las imagenes de microscopia confocal
permitieron la visualizacion de las particulas endocitadas en el citosol de las
células ZFL y HKM (Figura 2B y 3B (i)), y las imagenes 3D demostraron la
internalizacion completa de los CI (Figura 2B y 3B (ii - iv)).
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Figura 2. Endocitosis de TNFaC'y CCL4¢! por las células ZFL.

A) Dosis respuesta. Las células fueron incubadas con 5 a 20 pg/ml de TNFa® y CCL4“
durante 12 h. Los datos representan el promedio y la desviacion estandar (n = 3). Las dife-
rencias fueron analizadas por ANOVA de una via y luego con el test de Tukey, respecto al
control: ***, p<0,0001. B) Imédgenes de microscopia confocal de la endocitosis de TNFa
y CCL4“! (verde) por las células ZFL (i). Las células fueron incubadas durante 12 h con 10
pg/ml de TNFa“ y CCL4“%. Las membranas de las células son mostradas en rojo y los nui-
cleos en azul (ii). Imdgenes digitalizadas de las mismas células con un corte en el eje Z (iii)

y con la membrana completa (iv).
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Figura 3. Endocitosis de TNFac!'y CCL4C por las células HKM.

A) Dosis respuesta. Las células fueron incubadas con 5 a 20 pg/ml de TNFa®' y CCL4“
durante 12 h. Los datos representan el promedio y la desviacion estandar (n = 3). Las dife-
rencias fueron analizadas por ANOVA de una via y luego con el test de Tukey, respecto al
control: ***, p<0,0001. B) Imédgenes de microscopia confocal de la endocitosis de TNFa<!

y CCL4“! (verde) por las células HKM (i). Las células fueron incubadas durante 12 h con
10 pg/ml de TNFa“ y CCL4“". Las membranas de las células son mostradas en rojo y los
nucleos en azul (ii). Imagenes digitalizadas de las mismas células con un corte
en el eje Z (iii) y con la membrana completa (iv).
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Bioactividad de TNFa¢' y CCL4“

Con el objetivo de evaluar la capacidad de los CI para activar la respuesta in-
mune en células inmunitarias especificas, estimulamos macréfagos de trucha
arcoiris (HKM) con TNFa®, iRFP-H6, como un control de un CI formado
con una proteina sin un papel inmunolégico, y LPS como activador tipico de
la respuesta inflamatoria en macrofagos de trucha [44]. El TNFa“ fue capaz de
estimular a las células HKM incrementando la expresion génica de citoquinas
y reguladores de la inflamacién. Los resultados mostraron que el tratamiento
de TNFa“ estimula la expresion de citoquinas proinflamatorias, como: TNFa,
IL-6, IL-1P e interleuquina 8 (IL-8) (Figura 4). Ademas, se analizaron los ge-
nes relacionados con la modulacion del proceso de inflamacidn, la inhibicién
de la senalizacion del receptor de citoquinas y la remodelacion de la matriz
extracelular como, la ciclooxigenasa 2 (COX-2), el péptido antimicrobiano ca-
telicidina 1 (CAMP1), el supresor de la sefializacion de citoquinas 3 (SOCS3)
y la metalopeptidasa de la matriz 9 (MMP9). El TNFa“' fue capaz de incremen-
tar la expresion génica de estos genes a diferentes concentraciones, pero no de
una manera dependiente de la dosis (Figura 4). El TNFa es una proteina que
cumple una funcién inmunoldgica en trucha a diferencia de iRFP, esta diferen-
cia en la funcionalidad de los CI no se refleja en la expresion génica. Sin em-
bargo, TNFa“ fue capaz de inducir un aumento en la expresion génica, similar
al producido por el LPS comercial. Se obtuvieron resultados similares cuando
las células HKM fueron estimuladas con CCL4“ pero a dosis menores. Los re-
sultados mostraron que CCL4“' fue capaz de inducir la expresion génica de to-
dos los genes analizados. La expresion génica fue significantemente diferente
en comparacion con el LPS y el iRFF-H6, en el caso de IL-6, SOCS3 y CAMP1
(Anexo 3, Figura 1), aunque, este fendémeno no se observa en otros genes
como, TNFa, IL-1p, IL-8, COX-2 y MMP9.
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Figura 4. Andlisis de expresion génica en células HKM estimuladas con
iRFP-H6C, LPS y TNFa®' .
Las células fueron cultivadas con 10 pg/ml de iRFP-H6, 10 pg/ml de LPSy 5, 10 y
20 pg/ml de TNFa“ durante 12 h. La expresién génica fue analizada a través de Q-PCR.
Los valores representan el promedio y la desviacion estandar (n = 4). Las diferencias signi-
ficativas fueron analizadas utilizando ANOVA de una via seguido por el test de Tukey,
respecto al control: *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001.
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Biodistribucion de TNFa® in vivo en trucha

A continuacidn, para estudiar si TNFa“ es capaz de llegar in vivo a las APCs,
como los macréfagos, inyectamos truchas con TNFa“ marcados covalente-
mente con un marcador fluorescente (Atto488). En estos experimentos, deci-
dimos trabajar solo con TNFa“, ya que como se menciond anteriormente el
rendimiento de la purificacion TNFa“ fue mayor que el de CCL4“, y podiamos
obtener las cantidades necesarias para trabajar con animales de mayor tamano,
como la trucha arcoiris. En el experimento por citometria de flujo, las células
fluorescentes fueron detectadas significativamente en el bazo a las 48, 72 y 96
h (p<0,0001, p<0,01, p<0,05, respectivamente) después de la inyeccion (Figura
5A). También se encontraron células fluorescentes en el rindn anterior a los
mismos tiempos (Figura 5A), aunque, a niveles mas bajos que en el bazo (p.
ej., a las 48 h después de la inyeccion, el porcentaje de células fluorescentes en
el bazo fue de 78 + 7,5 %, mientras que en el rifién anterior fue de un 22,9 +
2,4 %, p<0,0001). El nimero total de células fluorescentes detectadas, tanto en
el bazo como en el rindn anterior, disminuy¢ a lo largo del tiempo (Figura
5A), pero las células fluorescentes pudieron ser detectadas hasta 10 dias des-
pués de la inyeccidn (datos no mostrados). La presencia de TNFa“' en los ma-
crofagos del bazo y del rifidn anterior también fue detectada por microscopia
confocal a las 48, 72 y 96 h después de la inyeccion (Figura 5B y 5C(i)). Una
vez mas, el numero de macréfagos positivos a TNFa“ en el rifién anterior fue
menor que en los fagocitos del bazo (Figura 5B y 5C (i)). La internalizacién
completa de las nanoparticulas, y su ubicacién en el citoplasma de las células,
se demostro con la tincidn en paralelo de la membrana de los monocitos y los
macréfagos (Figura 5B y 5C (i - iii)).

Adicionalmente, evaluamos la expresion génica de citoquinas proinflamatorias
y moléculas presentadoras de antigenos en los tejidos del bazo y del rifdn an-
terior, a las 48, 72 y 96 h después de la inyeccion de TNFa“. En general, se
observé un aumento de la expresion génica de citoquinas proinflamatorias
como, TNFa, IL-1f e IL-8 principalmente a las 48 y 72 h después de la inyec-
cidn, tanto en bazo como en el rindn anterior (p. ¢j., a las 48 h se observo la
expresion de IL-1P, 13,9 + 6,1 fold-change, p<0,0001 y 14 + 2,9 fold-change,
p<0,0001, respectivamente) (Anexo 3, Figura 3). En cuanto a las moléculas
presentadores de antigeno como, cluster de diferenciacion 4 (CD4), clister de
diferenciacion 8 alfa (CD8a) y cluster de diferenciacion 209 (CD209), fueron
expresadas al alza en el bazo, principalmente a las 48 y 72 h después de la in-
yeccion (p. ej., CD8a 2,6 + 0,6 fold-change, p< 0,0001 a las 72 h).
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Figura 5. Endocitosis in vivo de TNFa® por células fagociticas del bazo y del ri-
Adn anterior de trucha arcoiris.

A) Cuantificacién de TNFa“ por fagocitos delbazo y del rifidn anterior a las 48, 72y 96 h
después de la inyeccion. Los valores representan el promedio y la desviacion estandar

(n = 4). Imégenes de microscopia confocal de fagocitos del bazo B) y del rifién anterior
C) alas 48,72 y 96 h después de la inyeccion. (i) Imégenes de células que han endocitado
TNFa“, (ii) imdgenes de las mismas células con un corte en el eje Z (iii) y con la mem-
brana completa.

Por otro lado, en rifidn anterior, se observd un aumento de la expresion de
CD8a, cluster de diferenciaciéon 11 beta (CD11f) y CD209, principalmente a
las 48 y 72 h después de la inyeccion (p. ej., CD11P 3 + 0,4 fold-change,
p<0,0001). Ademas, evaluamos la expresion del complejo mayor de histocom-
patibilidad clase I y II (MHC I y II). Los resultados mostraron un aumento de
la expresion de MHC I en rifi6n anterior a las 48 h post-inyeccion (4,7 + 2,6
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fold-change, p<0,05), pero no observamos diferencias significativas en la expre-
sién de MHC II en bazo ni en rifidén anterior (datos no mostrados).

Inmunizacién in vivocon TNFa®'y CCL4C protege al pez cebra
contra de un desafio letal con P. aeruginosa

A continuacion, se evalu6 si TNFa“, CCL4“' e iRFP-H6 eran capaces de pro-
teger al pez cebra contra un desafio letal modelo de P. aeruginosa. Los resulta-
dos mostraron altas tasas de supervivencia de los peces con TNFa“ y CCL4“!
(Figura 6A) y los niveles de proteccion se mantuvieron significativamente al-
tos con la mitad de la dosis de TNFa“, mostrando una proteccién dependiente
de la dosis (Anexo 3, Figura 4). Por otro lado, la viscosidad de la solucion de
CCLA4“ no permitid que se pudiera utilizar una dosis mas alta. Sin embargo,
con la cuarta parte de la dosis de TNFa“, obtuvimos altos niveles

A
Cl Dosis (pg) RPS (%)

TNFa® 300 100

ccLa® 75 91

iRFP-H6® 300 37
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Figura 6. Superviviencia del pez cebra después de una inyeccién i.p. de TNFac!,
CCL4C e iRFP-H6C y posterior desafio con P. aeruginosa.

A) Porcentaje de supervivencia relativo (RPS). B) El pez cebra fue inyectado i.p. con
TNFa, CCL4“" e iRFP-H6" y desafiado con P. aeruginosa PAO1 (LDso) (4x107 ufc/dosis)
(n=15). Las dosis de TNFa“ e iRFP-H6! fueron de 300 ug y de 75 pg para CCL4“". Peces

no tratados fueron inyectados con PAO1 (LDso) y usados como control de mortalidad.
Las diferencias significativas fueron analizadas utilizando la prueba
de Log-rank, ***, p<0,0001.
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de proteccion (supervivencia del 92 % con CCL4“ a 75 pg en comparacion con
una supervivencia del 100 % de TNFa“ a 300 ug). Ademas, cuando se comparé
con iRFP-H6, los resultados mostraron diferencias significativas con los CI
de citoquinas (TNFa“,p<0,01 y CCL4“, p<0,05) (Figura 6), y esta diferencia
se mantuvo a una dosis menor (150 ug de Cl/pez) (Anexo 3, Figura 4).

Anadlisis de la estabilidad de las nanoparticulas

Esta bien documentado que los CI son estables en una amplia gama de condi-
ciones in vitro, por ejemplo, a diferentes temperaturas (-80 °C, 4 °C, 25°C y
37 °C) o en condiciones de liofilizacion (durante 12 h a -80 °C) [3]. Dado que
el objetivo final era el uso de los CI para su administracion por via oral en peces,
hemos caracterizado su estabilidad en las condiciones de pH presentes en el
tracto gastrointestinal de la trucha durante el proceso digestivo [45], en condi-
ciones de alta temperatura, simulando un paso de la produccién del alimento
de peces, y en condiciones de liofilizacion para su almacenamiento a largo
plazo. En general, se observé una morfologia similar de TNFa“ entre los tra-
tamientos de pH y temperatura, y sus respectivos controles (Figura 7ZA y B).
Los resultados mostraron que la distribucion del didmetro y la longitud fueron
similares entre los tratamientos de pH y control (Figura 7A (ii - iii)). Solo
encontramos diferencias significativas en el didmetro y la longitud entre el tra-
tamiento de temperatura (didmetro: 666,2 + 84,2 nm, prueba t de Student,
p<0,0001; longitud: 947,1 + 186,4 nm, prueba t de Student, p<0,0001) y el con-
trol (didmetro: 623,3 + 105 nm longitud: 1134,6 + 196,6 nm) (Figura 7B (i - iii)).

Figura 7 (pdgina siguiente). Caracterizacion de la estabilidad de los cuerpos de
inclusion bajo condiciones extremas de pH y temperatura.

Imagenes de FESEM de TNFa® (i) a diferentes pH A) simulando las condiciones del
tracto gastrointestinal de peces (pH 2,5 durante 3 h y luego pH 8 durante 6 h) y de altas

temperaturas y B) imitando un paso de la produccién del alimento de peces (100 °C du-
rante 30 s) y la distribucion del tamano, didmetro (ii) y longitud (iii). C) Porcentaje de cé-
lulas fluorescentes e intensidad media de fluorescencia (IMF) en HKM después de una es-
timulacién con TNFa“'-Atto488 previamente incubadas a pH 2,5 durante 3 h

y luego pH 8 durante 6 h.
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Una de las hipdtesis que podria explicar el acortamiento de las
nanoparticulas, es que la temperatura afectaba a los CI, provocando la libera-
cién de proteinas de las nanoestructuras. Para probar esta hipdtesis se com-
probd la presencia de la proteina en los sobrenadantes de las muestras someti-
das a altas temperaturas, y el western blot confirmé que no habia proteinas
presentes en los sobrenadantes (datos no mostrados). No obstante, de las dife-
rencias de tamano, los CI de las diferentes condiciones analizadas fueron capa-
ces de estimular la expresion génica de los genes relacionados con la respuesta
inmune, al mismo nivel que los CI del control (Anexo 3, Figura 5).

También fue evaluado si los TNFa® fluorescentes (TNFa“-Atto488) eran ca-
paces de mantener estables los niveles de fluorescencia, después de una incu-
bacion a diferentes pH. Como se muestra en la Figura 7C, las células HKM
fueron capaces de endocitar los TNF'-Atto488, tratados a diferentes pH, sin
diferencias con respecto al control. Es importante destacar, que la intensidad
media de fluorescencia (IMF) fue la misma después del tratamiento de pH.
Esto nos permite utilizar TNFa“- Atto488 para su administracion por via oral
in vivo en trucha arcoiris, ya que presumiblemente los niveles de marcaje fluo-
rescente no se veran alterados. Finalmente, analizamos la estabilidad del
TNFa“ después de la liofilizacion y los resultados mostraron, que la morfolo-
gia de TNFa“ no fue modificada después del tratamiento, y que mantuvieron
la porosidad (Figura 8 (i)) y el tamano (Figura 8 (ii - iii)). Por ultimo, el
procedimiento de liofilizacién tampoco afecté a la capacidad de TNFa®, para
proteger al pez cebra contra un desafio letal con P. aeruginosa. La supervivencia
de los animales inyectados con TNFa“ liofilizados y no liofilizados no mostr6
diferencias significativas (83 % de RPS y 62 % de RPS, respectivamente) (Fi-
gura 8B).
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Figura 8. Caracterizacion de TNFoC liofilizados.

A) Imédgenes de FESEM de TNFa“ liofilizados (i) y la distribucién del tamafio de los CI,
didmetro (ii) y longitud (iii). B) Supervivencia del pez cebra después de una inyeccion i.p.
de TNFa®y TNFa“ liofilizado (TNFa“-L) (300 pg/pez) y posterior desafio con P. aerugi-

nosa PAO1 (LDso) (3,4x107 ufc/dosis) (n = 15). Peces no tratados fueron inyectados con

PAOL1 (LDso) y usados como control de mortalidad. Las diferencias significativas fueron

analizadas utilizando la prueba de Log-rank: **, p<0,01; ***, p<0,0001.
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Absorcion en la mucosa intestinal de TNFo® administrado
oralmente

Hemos demostrado una excelente estabilidad mecanica y funcional in vitro de
TNFa“, en condiciones que imitan el trafico de comida a través del tracto gas-
trointestinal de trucha. El siguiente paso, fue evaluar silos TNFa“ administra-
dos por via oral, podrian alcanzar el tejido de la mucosa intestinal y las células
de la mucosa intestinal. Truchas adultas fueron intubadas y se les administré
TNFa“-Atto488 dentro del estdmago. Transcurridas 24 h, se disecciond el in-
testino, para realizar un analisis por citometria y microscopia confocal. Para
estos analisis se trabajé con el apéndice pildrico y los segmentos del intestino
medio, porque éstas son las principales secciones donde se absorben los nu-
trientes durante la digestion en la trucha [40]. Con respecto al analisis por ci-
tometria de flujo se agruparon las células del apéndice pilérico y el intestino
medio y se detectdé que el 20,2 + 7,4 % de las células eran fluorescentes
(p<0,001) (Figura 9A). Este es un porcentaje elevado, teniendo en cuenta que
ningun tipo de célula fue seleccionado por otros medios (p. ej., mediante el
marcaje de anticuerpos especificos o por clasificacion de células por forma, ta-
mano o expresion de proteinas en la superficie). Las imagenes de las secciones
del tejido de intestino permite la visualizacion de los CI, tanto en las células del
apéndice pildrico como en el intestino medio (Figura 9B). En el apéndice pi-
16rico, la presencia de los TNFa“'- Atto488 fue cualitativamente mas abundante
que en el intestino medio. Las células positivas en el apéndice pildrico se en-
cuentran principalmente en la base de las vellosidades y en la submucosa (Fi-

las células presentes en la mucosa intestinal, formaron aglomerados intracelu-
lares de diferentes tamarfios, tanto en el apéndice pilérico como en el intestino medio.

172



—~ 5019 Hekek

2

< | |

e 40

€ ]

[

Q 304

0 | |

o

S = o

H .

S 104 a

3

3 — v

© o v T
Control TNF ®

Control

Apéndice pilérico

Intestino medio

Figura 9. Endocitosis in vivo de TNFac por células intestinales de
trucha arcoiris.

A) Porcentaje de células intestinales fluorescentes de trucha intubadas con
TNFa“-Atto488 después de 24 h. B) Imdagenes de microscopia confocal de células intesti-
nales del apéndice pildrico y del intestino medio 24 h después de la intubacidn; (i) control,
(ii) TNFa®-Atto488 y (iii) un mayor aumento de TNFa®'-Atto488. Las flechas blancas in-

dican la presencia de TNFa®'-Atto488. Los valores representan el promedio y la desvia-
ci6n estandar (Control, n = 5 animales, TNFa, n = 9 animales). Las diferencias significa-
tivas fueron analizadas utilizando ANOVA de una via seguido del post-test de Tukey,
respecto al control: ***, p<0,001.
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Discusion

El desarrollo de una acuicultura sostenible esta asociado con el desarrollo de
nuevas estrategias de profilaxis que disminuyan las pérdidas derivadas de las
enfermedades [50]. Estas nuevas estrategias deberian contemplar la disminu-
cion de la manipulacion de los animales, la proteccion en contra de mas de un
patdgeno, en la medida de lo posible, tener un bajo coste de produccion y de
administracion. Las citoquinas recombinantes son una alternativa atractiva,
han sido utilizadas ampliamente como adyuvantes y agentes terapéuticos, ya
que estan implicadas en la patogénesis de muchas enfermedades. No obstante,
presentan desventajas, como una vida media relativamente corta y una pro-
duccion cara, cuando el volumen de produccion es elevado. En base a esto,
proponemos el uso de CI de citoquinas como TNFa y CCL4, como una nueva
forma de inmunoestimulacion del sistema inmune en peces.

Los resultados demuestran que los CI al ser inyectados i.p., son capaces de lle-
gar y acumularse en 6rganos inmunes relevantes como el bazo y el rifién ante-
rior, y en células inmunes como, monocitos/macrdéfagos. Las nanoparticulas se
acumularon principalmente en el bazo, y en menor medida en el rinén anterior.
Estos resultados son consistentes con el hecho de que el bazo es el principal
o6rgano de filtracion para la eliminacion de agentes extrafios [51], y que junto
con el rifén anterior, son los principales drganos linfoides en teledsteos [52].
Ademas, determinamos que después de una inyeccion i.p. de los CI, éstos fue-
ron endocitados por macréfagos y monocitos, obtenidos desde el bazo y el ri-
non anterior, drganos donde los fagocitos son mas abundantes [53, 54]. Adi-
cionalmente, se observo una mayor concentracion de CI en el bazo, el principal
6rgano donde tiene lugar la presentacion de antigenos en teledsteos [54]. En
trabajos anteriores demostramos, que los nanoliposomas cargados con LPS y
poly (I:C), también se acumulan preferentemente en el bazo, en comparacion
con el rinén anterior [47]. Nanoparticulas de acido poli (lactico-co-glicélico)
(PLGA), cargadas con -glucano, también son capaces de llegar a los macroéfa-
gos del rindn anterior e inducir una respuesta humoral en el salmén [55].

Los CI tienen la capacidad de incrementar la expresion génica de genes rela-
cionados con la respuesta inflamatoria en macréfagos de trucha, esto demues-
tra que los CI podrian estimular una respuesta inmunolégica y que no son na-
noparticulas inertes. Los resultados mostraron una mayor respuesta en CCL4“!
que en iRFP-H6, lo que indica, que la presencia de una proteina con un rol
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inmunologico (en este caso una quimioquina), puede aumentar la repuesta in-
flamatoria producida por los CI. A su vez, los CI también fueron capaces de
estimular una respuesta inmunoldgica cuando se administraron i.p. en trucha,
observandose un aumento de la expresion génica de citoquinas proinflamato-
rias (TNFa, IL-1p e IL-8) en el bazo y el rindn anterior. Adicionalmente, esti-
mularon la expresion de moléculas presentadoras de antigenos, como: CD4,
CD8a, CD11p, CD209 y MHCI. Esto demuestra el potencial de los CI como
activadores del sistema inmune y de las APCs, esta estimulacion es critica para
el desarrollo de una respuesta inmunoldgica efectiva y para conseguir niveles
de proteccion adecuados.

Los CI de TNFa y CCL4 fueron capaces de proteger al pez cebra contra una
infeccién bacteriana letal. E1 CCL4“' confiri6 una proteccién similar a la de
TNFa“ pero sélo con una cuarta parte de la dosis de ésta, lo que podria ser
explicado por la mayor presencia de restos bacterianos purificados junto con
CCL4“, o debido al hecho de que la actividad estimulatoria de CCL4“ fuera
intrinsecamente més potente que la de TNFa“. El TNFa“ y el CCL4“' confie-
ren mayores tasas de supervivencia en comparacion con los CI evaluados en
trabajos anteriores (ver Capitulo 2); asi con los VP1GFP (ClpA’)“, fabricados
con una proteina modular que contiene la proteina verde fluorescente (GFP)
fusionada a la proteina VP1 de la cdpside del virus de la fiebre aftosa, se obtu-
vieron RPS del 76 % a una dosis de 300 pg (ver Capitulo 2). Esta superviven-
cia es inferior a la obtenida en el presente estudio, de hecho, la capacidad pro-
tectora de TNFa recombinante soluble (TNFar) producida en levadura ha sido
evaluada en lubina (Dicentrarchus labrax), donde fue administrada oralmente,
junto con una vacuna comercial contra V. anguillarum obteniéndose un RPS
de 84 % (la vacuna comercial + TNFar) [30]. Estos resultados demuestran el
potencial de TNFa para mejorar la respuesta inmune en peces. La proteccion
conferida por los CI podria ser debido a su nanoestructuraciéon, combinada
con la alta complejidad de su composicion (LPS, lipidos, PGN, acidos nucleicos
y la proteina recombinante).

Los CI son nanoparticulas proteicas que presentan varias propiedades, las cua-
les se pueden utilizar para mejorar la inmunoestimulacion en peces. Desde el
punto de vista comercial es importante demostrar la viabilidad de la produc-
cion de los CI en términos de estabilidad. En este contexto, los CI mantienen
su estabilidad y funcionalidad después de incubaciones a diferentes condicio-
nes de pH y de temperatura, lo que demuestra que los CI de citoquinas recom-
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binantes no requieren de sistemas de encapsulacion adicionales, ya que son ex-
tremadamente estables en su conformacién nanoestructurada. Esto supone
una gran diferencia con las citoquinas nativas, que son extremadamente ines-
tables (vida media de minutos) y, a menudo, cuando se desea la administracion
oral, deben ser disefiadas en combinacién con sistemas de nanoencapsulacion
adicionales que proporcionen proteccion in vivo. Ademas, los CI no sufrieron
modificaciones en sus propiedades después de la liofilizacion, lo que indica que
no requieren del mantenimiento de la cadena de frio durante su envio y alma-
cenaje, ni tampoco la adiciéon de compuestos que mantengan la estabilidad de
las proteinas durante el proceso de liofilizacion. Todas estas caracteristicas re-
ducirian el coste de produccidn y proporcionarian un fécil manejo. La estabi-
lidad estructural y funcional junto con la versatilidad de los CI los postulan
como una excelente opcién de inmunoestimulante para ser administrados
oralmente.

La administracion oral en acuicultura es el método mas adecuado para ser uti-
lizado en masa, en comparacion con la administracion por inyeccién y por in-
mersion. La principal desventaja que presenta la administracidon oral es que
suele perder efectividad por la destruccion parcial o completa del antigeno en
el tracto intestinal. Los CI, como se ha demostrado, resisten los cambios de pH
y mantienen su actividad, siendo una conveniente alternativa. Adicionalmente,
la presencia de un sistema inmune mucosal potente en peces, hace de la admi-
nistracion oral una estrategia prometedora, ya que el primer contacto con los
patogenos ocurre a través de las superficies de la mucosa [56]. El principal te-
jido inmune relacionado con la endocitosis y procesamiento de los antigenos
administrados oralmente es el tejido linfoide asociado al intestino (gut-associa-
ted lymphoid tissue, GALT). La inmunizacion oral provoca la activacion de lin-
focitos T'y B y la produccién de anticuerpos en las secreciones mucosas (moco
de la piel, del intestino o de la bilis) [40, 57]. Los teledsteos poseen todas las
células inmunes necesarias para una respuesta inmune local (p. ej., células lin-
foides, macrdfagos, eosindfilos y neutroéfilos) [58]. En mamiferos y en teleos-
teos los principales sitios efectores se encuentran en la lamina propria y en los
compartimentos de linfocitos intraepiteliales (intraepithelial lymphocytes,
IELs), mientras que, el sitio clasico efector (Peyer’s patches y ganglios linfaticos
mesentéricos, MLNs), ha sido descrito solo en mamiferos [38]. Los peces no
poseen estas estructuras, pero tienen APCs que también han sido descritas
como un sitio alternativo de induccién [59]. De acuerdo con nuestros resulta-
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dos detectamos nanoparticulas fluorescentes en la seccion del apéndice piléd-
rico, mas especificamente, en la base de las vellosidades y en la submucosa y,
ademas, en el intestino medio, en la lamina propia y en el apice de las vellosi-
dades, donde los IELs estarian localizados. En el intestino medio, los enteroci-
tos que forman las vellosidades, se caracterizan por tener una alta actividad
pinocitica [40], y una fuerte absorciéon de macromoléculas (p. ej., peroxidasa
de rabano picante o horseradish peroxidase, HRP) [60]. En otros estudios, na-
noparticulas de PLGA [61] y alginato cargadas con V. anguillarum [56] han
sido detectadas en enterocitos del intestino medio de trucha y carpa, respecti-
vamente. La fuerte capacidad de absorcion del intestino medio tiene un valor
inmune, ya que se ha demostrado que los antigenos podrian ser transportados
hacia el sistema inmunoldgico local, asi como el sistémico [56]. En base a estos
resultados, los CI podrian haber sido captados en el apéndice pilérico y el in-
testino medio, quizas por IELs y las APCs y almacenados intracelularmente,
probablemente estimulando la respuesta inmune mucosal. La nanoestructura-
cién y la estabilidad de los CI, junto con su absorcion por las células intestinales,
abren la posibilidad de su uso como un inmunoestimulante de administracion oral.

Conclusiones

En este trabajo producimos CI de citoquinas altamente nanoestructurados,
funcionales y estables, los cuales pueden ser utilizados en acuicultura con fines
profilécticos, sin la necesidad de encapsulacién. Estas citoquinas, TNFa“ y
CCL4Y, interactuan con células inmunes y tejidos relevantes, cuando son ad-
ministrados por inyeccidn intraperitoneal o por via oral, y otorgan in vivo ex-
celentes niveles de proteccion contra un modelo de infeccion letal. Esta nueva
aplicacion a este nanomaterial abre la puerta a usar las citoquinas recombinan-
tes con fines terapéuticos de una manera mas eficiente y coste-efectiva en acui-
cultura.

Referencias

[1] S. Ohtake y T. Arakawa. Recombinant therapeutic protein vaccines.
Protein Pept. Lett., vol. 20, no. 12, pp. 1324-1344, 2013.

[2] R. M. Bill. Recombinant protein subunit vaccine synthesis in mi-
crobes: Arole for yeast? J. Pharm. Pharmacol., vol. 67, no. 3, pp. 319—
328, 2015.

[3] E. Garcia-Fruités, E. Rodriguez-Carmona, C. Diez-Gil, R. M. Ferraz, E.
Vazquez, J. L. Corchero, M. Cano-Sarabia, |I. Ratera, N. Ventosa, J.

177



178

(4]

(5]

(6]

(7]

(8]

9]

(10]

(1]

[12]

(13]

(14]

[19]

[16]

Veciana, y A. Villaverde. Surface cell growth engineering assisted by
a novel bacterial nanomaterial. Adv. Mater., vol. 21, no. 42, pp. 4249—
4253, 2009.

S. Peternel, J. Grdadolnik, V. Gaberc-Porekar, y R. Komel. Engineering
inclusion bodies for non denaturing extraction of functional pro-
teins. Microb. Cell Fact., vol. 7, p. 34, 2008.

C. Diez-Gil, S. Krabbenborg, E. Garcia-Fruités, E. Vazquez, E.
Rodriguez-Carmona, |. Ratera, N. Ventosa, J. Seras-Franzoso, O. Cano-
Garrido, N. Ferrer-Miralles, A. Villaverde, y J. Veciana. The nanoscale
properties of bacterial inclusion bodies and their effect on mamma-
lian cell proliferation. Biomaterials, vol. 31, no. 22, pp. 5805-12, 2010.

J. Seras-Franzoso, C. Diez-Gil, E. Vazquez, E. Garcia-Fruités, R. Cu-
barsi, |. Ratera, J. Veciana, y A. Villaverde. Bioadhesiveness and effi-
cient mechanotransduction stimuli synergistically provided by bac-
terial inclusion bodies as scaffolds for tissue engineering. Nano-
medicine (Lond)., vol. 7, no. 1, pp. 79-93, 2012.

G. Georgiou y P. Valax. Isolating inclusion bodies from bacteria. Met-
hods Enzymol., vol. 309, no. 1975, pp. 48-58, 1999.

E. Garcia-Fruités, J. Seras-Franzoso, E. Vazquez, y A. Villaverde. Tun-
able geometry of bacterial inclusion bodies as substrate materials
for tissue engineering. Nanotechnology, vol. 21, no. 20, p. 205101,
2010.

E. Rodriguez-Carmona, O. Cano-Garrido, J. Seras-Franzoso, A. Vil-
laverde, y E. Garcia-Fruitds. Isolation of cell-free bacterial inclusion
bodies. Microb. Cell Fact., vol. 9, p. 71, 2010.

F. S. B. Kibenge, M. G. Godoy, M. Fast, S. Workenhe, y M. J. T. Kibenge.
Countermeasures against viral diseases of farmed fish. Antiviral
Res., vol. 95, no. 3, pp. 257-81, 2012.

S. K. Whyte. The innate immune response of finfish--a review of cur-
rent knowledge. Fish Shellfish Immunol., vol. 23, no. 6, pp. 1127-51,
2007.

E. Bassity y T. G. Clark. Functional identification of dendritic cells in
the teleost model, rainbow trout (Oncorhynchus mykiss). PLoS One,
vol. 7, no. 3, p. e33196, 2012.

G. Lugo-Villarino, K. M. Balla, D. L. Stachura, K. Bafiuelos, M. B. F. Wer-
neck, y D. Traver. Identification of dendritic antigen-presenting cells
in the zebrafish. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., vol. 107, no. 36, pp.
15850-15855, 2010.

O. Takeuchi y S. Akira. Pattern recognition receptors and inflamma-
tion. Cell, vol. 140, no. 6, pp. 805-820, 2010.

T. R. Mosmann y S. Sad. The expanding universe of T-cell subsets:
Th1, Th2 and more. Immunol. Today, vol. 17, no. 3, pp. 138-146, 1996.

A. Weinberg, y T. C. Merigan. Recombinant interleukin 2 as an adju-
vant for vaccine-induced protection. Inmunization of guinea pigs
with herpes simplex virus subunit vaccines. J. Immunol., vol. 140, pp.
294-299, 1988.



[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

(28]

[29]

[30]

[31]

S. P. Dunham. Cytokines and anti-cytokine therapy: clinical poten-
tial for Treatment of Feline Disease. Nature Journal Feline Med. Surg.,
vol. 1, pp. 7-14, 1999.

P. I. Marcus, L. van der Heide, y M. J. Sekellick. Interferon action on
avian viruses. |. Oral administration of chicken interferon-alpha
ameliorates newcastle disease. J. Interf. Cytokine Res., vol. 19, pp.
881-885, 1999.

A. D. Nash, S. A. Lofthouse, G. J. Barcham, H. J. Jacobs, K. Ashman, E.
N. Meeusen, M. R. Brandon, y A. E. Andrews. Recombinant cytokines
as immunological adjuvants. /mmunol. Cell Biol., vol. 71, no. May, pp.
367-379, 1993.

B. J. Kullberg y J. W. M. Van der Meer. Introduction: Cytokines in the
biotherapy of infectious diseases. Biotherapy, vol. 7, no. 3—4, pp. 149—
150, 1994.

A. Nohria y R. H. Rubin. Cytokines as potential vaccine adjuvants.
Biotherapy, vol. 7, no. 3—4, pp. 261-269, 1994.

A. R. Mire-Sluis. Cytokines: from technology to therapeutics. Trends
Biotechnol., vol. 17, no. 8, pp. 319-325, 1999.

F. M. Rollwagen y S. Bagar. Oral cytokine administration. Trends Im-
munol. Today, vol. 17, no. 12, pp. 548-550, 1996.

R. S. Kornbluth y G. W. Stone. Inmunostimulatory combinations: de-
signing the next generation of vaccine adjuvants. J. Leukoc. Biol.,
vol. 80, no. 5, pp. 1084-1102, 2006.

C. Tafalla, J. Bggwald, y R. A. Dalmo. Adjuvants and immunostimu-
lants in fish vaccines: Current knowledge and future perspectives.
Fish Shellfish Immunol., vol. 35, no. 6, pp. 1740-1750, 2013.

N. O. Harun, J. Zou, Y.-A. A. Zhang, P. Nie, y C. J. Secombes. The bio-
logical effects of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) recombi-
nant interleukin-8. Dev. Comp. Immunol., vol. 32, no. 6, pp. 673-681,
2008.

Z.Yiny J. Kwang. Carp interleukin-1 in the role of an immuno-adju-
vant. Fish Shellfish Immunol., vol. 10, pp. 375-378, 2000.

A. R. Bridle, P. B. B. Crosbie, R. N. Morrison, J. Kwang, y B. F. Nowak.
The immuno-adjuvant effect of carp interleukin-1 beta on the hu-
moral immune response of barramundi, Lates calcarifer (Bloch). J.
Fish Dis., vol. 25, no. 7, pp. 429-432, 2002.

T. Wang y C. J. Secombes. The cytokine networks of adaptive im-
munity in fish. Fish Shellfish Immunol., vol. 35, no. 6, pp. 1703-1718,
2013.

J. Galindo-Villegas, I. Mulero, A. Garcia-Alcazar, |. Mufioz, M. Pefialver-
Mellado, S. Streitenberger, G. Scapigliati, J. Meseguer y V. Mulero. Re-
combinant TNFa as oral vaccine adjuvant protects European sea
bass against vibriosis: Insights into the role of the CCL25/CCR9
axis. Fish Shellfish Immunol., vol. 35, no. 4, pp. 1260-1271, 2013.

Y. J. Hsu, C. Y. Hou, S. J. Lin, W. C. Kuo, H. T. Lin, y J. H. Y. Lin. The
biofunction of orange-spotted grouper (Epinephelus coioides) CC

179



180

(32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

(38]

[39]

[40]

[41]

[42]

chemokine ligand 4 (CCL4) in innate and adaptive immunity. Fish
Shellfish Immunol., vol. 35, no. 6, pp. 1891-1898, 2013.

Y. Alvarez, M. Tuen, G. Shen, F. Nawaz, J. Arthos, M. J. Wolff, M. a
Poles, y C. E. Hioe. Preferential HIV infection of CCR6+ Th17 cells is
associated with higher levels of virus receptor expression and lack
of CCRS5 ligands. J. Virol., vol. 87, no. 19, pp. 10843-54, 2013.

A. L. Ferre, P. W. Hunt, J. W. Critchfield, D. H. Young, M. M. Morris, C.
Juan, R. B. Pollard, H. F. Yee, J. N. Martin, S. G. Deeks, L. Barbara, J.
C. Garcia, H. F. Y. Jr, y B. L. Shacklett. Mucosal immune responses to
HIV-1 in elite controllers : a potential correlate of immune control
Mucosal immune responses to HIV-1 in elite controllers : a potential
correlate of immune control. /Immunobiology, vol. 113, no. 17, pp.
3978-3989, 2009.

J. Zhang, L. Chen, X. Wei, M. Xu, C. Huang, W. Wang, y H. Wang. Char-
acterization of a novel CC chemokine CCL4 in immune response
induced by nitrite and its expression differences among three pop-
ulations of Megalobrama amblycephala. Fish Shellfish Immunol., vol.
38, no. 1, pp. 88-95, 2014.

A. E. Ellis. Innate host defense mechanisms of fish against viruses
and bacteria. Dev. Comp. Immunol., vol. 25, no. 8-9, pp. 827-839, 2001.

D. Gomez, J. O. Sunyer, y |. Salinas. The mucosal immune system of
fish: the evolution of tolerating commensals while fighting patho-
gens. Fish Shellfish Immunol., vol. 35, no. 6, pp. 1729-39, 2013.

I. Salinas, Y. A. Zhang, y J. O. Sunyer. Mucosal immunoglobulins and
B cells of teleost fish. Dev. Comp. Immunol., vol. 35, no. 12, pp. 1346—
1365, 2011.

D. Parra, F. E. Reyes-Lopez, y L. Tort. Mucosal Immunity and B Cells
in Teleosts: Effect of Vaccination and Stress. Front. Immunol., vol. 6,
no. July, pp. 1-12, 2015.

P. D. Smith. Oral delivery technologies to develop and implement
effective life-long protection strategies. Workshop on Fish Vaccina-
tion, Wageningen Institute of Animal Science (WAIS), Wageningen, The
Netherlands, pp. 78-80, 2002.

J. H.W. M. Rombout Jan, L. Abelli, S. Picchietti, G. Scapigliati, y V. Kiron.
Teleost intestinal immunology. Fish Shellfish Immunol., vol. 31, no. 5,
pp. 616-626, 2011.

H. Toyokawa, A. Nakao, R. J. Bailey, M. A. Nalesnik, T. Kaizu, J. L.
Lemoine, A. Ikeda, K. Tomiyama, G. D. Papworth, L. Huang, A. J.
Demetris, T. E. Starzl, y Murase Noriko. Relative contribution of direct
and indirect Allorecognition in developing tolerance after liver
transplantation. Liver Transpl., vol. 14, no. 3, pp. 346-357, 2008.

L. Li, S. L. Lin, L. Deng, y Z. G. Liu. Potential use of chitosan nanopar-
ticles for oral delivery of DNA vaccine in black seabream Acan-
thopagrus schlegelii Bleeker to protect from Vibrio parahaemolyti-
cus. J. Fish Dis., vol. 36, no. 12, pp. 987-995, 2013.



[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

(50]

[51]

[52]

(53]

[54]

[55]

A. l. de las Heras, S. Rodriguez Saint-Jean, y S. |. Pérez-Prieto. Immu-
nogenic and protective effects of an oral DNA vaccine against in-
fectious pancreatic necrosis virus in fish. Fish Shellfish Immunol., vol.
28, no. 4, pp. 562-570, 2010.

N. Roher, A. Callol, J. V Planas, F. W. Goetz, y S. A. MacKenzie. Endo-
toxin recognition in fish results in inflammatory cytokine secretion
not gene expression. Innate Immun., vol. 17, no. 1, pp. 16-28, 2011.

S. H. Sugiura, P. K. Roy, y R. P. Ferraris. Dietary acidification en-
hances phosphorus digestibility but decreases H+/K+-ATPase ex-
pression in rainbow trout. J. Exp. Biol., vol. 209, no. Pt 19, pp. 3719—
3728, 2006.

J. Guillaume, S. Kaushik, P. Bergot, y R. Metailler. Nutrition and feed-
ing of fish and crustaceans. London: Springer, 2001.

A. Ruyra, M. Cano-Sarabia, P. Garcia-Valtanen, D. Yero, I. Gibert, S. a
Mackenzie, A. Estepa, D. Maspoch, y N. Roher. Targeting and stimu-
lation of the zebrafish (Danio rerio) innate immune system with
LPS/dsRNA-loaded nanoliposomes. Vaccine, vol. 32, no. 31, pp.
3955-62, 2014.

K. J. Livak y T. D. Schmittgen. Analysis of relative gene expression
data using real-time quantitative PCR and the 2(-Delta Delta C(T))
Method. Methods, vol. 25, no. 4, pp. 402-8, 2001.

N. A. Ballesteros, R. Castro, B. Abos, S. S. Rodriguez Saint-Jean, S. I.
Pérez-Prieto, y C. Tafalla. The Pyloric Caeca Area Is a Major Site for
IgM+ and IgT+ B Cell Recruitment in Response to Oral Vaccination
in Rainbow Trout. PLoS One, vol. 8, no. 6, 2013.

K. M. Khan, S. Khan, y K. Miyan. Aquaculture as a food production
system : A review. Biology and Medicine, vol. 3, no. 2, pp. 291-302,
2011.

A. L. Menke, J. M. Spitsbergen, A. P. M. Wolterbeek, y R. A. Woutersen.
Normal anatomy and histology of the adult zebrafish. Toxicol. Pathol.,
vol. 39, no. 5, pp. 759-775, 2011.

A. Zapata, B. Diez, T. Cejalvo, C. Gutiérrez-De Frias, y A. Cortés. On-
togeny of the immune system of fish. Fish Shellfish Immunol., vol. 20,
no. 2, pp. 126-136, 2006.

S. Hadidi, G. W. Glenney, T. J. Welch, J. T. Silverstein, y G. D. Wiens.
Spleen size predicts resistance of rainbow trout to Flavobacterium
psychrophilum challenge. J. Immunol., vol. 180, no. 6, pp. 4156—-4165,
2008.

V. Wittamer, J. Y. Bertrand, P. W. Gutschow, D. Traver, W. Dc, V. Wit-
tamer, J. Y. Bertrand, P. W. Gutschow, y D. Traver. Characterization of
the mononuclear phagocyte system in zebrafish. Phagocytes, Gran-
ulocytes and Myelopoisis, vol. 117, no. 26, pp. 7126—7135, 2012.

B. N. Fredriksen y J. Grip. PLGA/PLA micro- and nanoparticle formu-
lations serve as antigen depots and induce elevated humoral re-
sponses after immunization of Atlantic salmon (Salmo salar L.).
Vaccine, vol. 30, no. 3, pp. 656—667, 2012.

181



182

[56]

[57]

(58]

[59]

[60]

[61]

P. H. M. Joosten, A. E. Tiemersma, A. Threels, C. Caumartin-Dhieux, y
J. H. W. M. Rombout. Oral vaccination of fish against Vibrio anguil-
larum using alginate microparticles. Fish Shellfish Immunol., vol. 7,
pp. 471-485, 1997.

J. H. Rombout, A. A. van der Berg, C. T. van der Berg, P. White, y E.
Egberts. Immunological importance of the second gut segment of
carp. lll. Systemic and or mucosal immune response after immun-
ization with soluble or particulate antigen. J. Fish Biol., vol. 35, pp.
179-186, 1989.

J. O. Sunyer. Fishing for mammalian paradigms in the teleost im-
mune system. Nat. Immunol., vol. 14, no. 4, pp. 320-6, 2013.

J. H. W. M. Rombout y V. Kiron. Mucosal Vaccination of Fish. Fish
Vaccin., pp. 56—-67, 2014.

J. H. W. M. Rombout, C. H. J. Lamers, M. H. Helfrich, A. Dekker, y J. J.
Taverne-Thiele. Uptake and transport of intact macromolecules in
the intestinal epithelium of carp (Cyprinus carpio L.) and the possi-
ble immunological implications. Cell Tissue Res., vol. 239, no. 3, pp.
519-530, 1985.

M. Adomako, S. St-Hilaire, Y. Zheng, J. Eley, R. D. Marcum, W. Sealey,
B. C. Donahower, S. Lapatra, y P. P. Sheridan. Oral DNA vaccination
of rainbow trout, Oncorhynchus mykiss (Walbaum), against infec-
tious haematopoietic necrosis virus using PLGA [Poly(D,L-Lactic-
Co-Glycolic Acid)] nanoparticles. J. Fish Dis., vol. 35, no. 3, pp. 203—
214, 2012.



Discusion
y conclusiones
generales







Discusion general

El mantenimiento de la homeostasis del sistema inmune es fundamental, ya
que éste debe mantener una respuesta equilibrada frente a microbios y patoge-
nos, el cual oscila entre una inmunidad insuficiente o una inmunidad excesiva.
En mamiferos, la homeostasis durante la respuesta del sistema inmune innato
también esta modulada por circuitos neuronales [1-4], es decir, por el sistema
nervioso, al igual que pasa en otros sistemas fisioldgicos, como el sistema cir-
culatorio, el sistema pulmonar o el sistema gastrointestinal. Este sistema de ho-
meostasis del sistema inmune es conocido como reflejo inflamatorio, un cir-
cuito neural especifico que modula la respuesta del sistema inmune innato pre-
viniendo la posibilidad de una sobreactivacion [5].

La primera hipotesis de esta tesis es que el reflejo inflamatorio descrito en ma-
miferos es un sistema de control de la inflamacién también presente en otros
vertebrados y para ello nos centramos en su estudio en teledsteos. Una pieza
clave del sistema del reflejo inflamatorio es el receptor nicotinico de acetilco-
lina alfa 7 (a7nAChR) [6]. El receptor a7nACh es un homopentdmero que pre-
senta cinco sitios de union a la acetilcolina (ACh) [7]. Los diferentes aminoa-
cidos que contribuyen al sitio de union se organizan en bucles del A al E (Fi-
gura 3 y 4, Capitulo 1) [8-10]. En la trucha arcoiris los aminoacidos que
estan hipotéticamente en contacto con la ACh estan altamente conservados en
comparacion con otras especies (Homo sapiens, Gallus gallus, Danio rerio,
Takifugu rubripes). Al comparar la secuencia que forma el sitio de unién de la
ACh de humanos con la secuencia de trucha se observan sélo dos residuos di-
ferentes, uno presente en el bucle D y otro en el bucle E. Sin embargo, estos
aminoacidos no estan conservados en otras especies, por ejemplo, los residuos
en la secuencia de trucha estan presentes en las secuencias de Esox luciusy T.
rubripes, pero no en las secuencias de D. rerio, Haplochromis burtoni, Poecelia
reticulata, G. gallus, Mus musculus y H. sapiens. Por lo tanto, podemos deducir
que la diferencia entre estos aminoacidos no deberia incidir en la capacidad del
receptor a7nACh de unir ACh.

La a-bungarotoxina (a-BTX) es una pequefa proteina que ha sido amplia-
mente utilizada en el estudio del receptor a7nACh [6, 11, 12], ya que es un
antagonista que se une irreversiblemente. Tres aminoacidos, una fenilalanina
y dos tirosinas ubicadas en el bucle C, son esenciales para una alta afinidad de
union de la a-BTX al receptor a7nACh [10, 12]. Estos residuos estan presentes
en la secuencia de aminodcidos deducida de trucha y se encuentran separados
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por seis residuos altamente conservados, al igual que en otras especies (T. ru-
bripes, D. rerio, G. gallus, M. musculus y H. sapiens). En base al analisis in silico
de la secuencia del receptor a7nACh, éste posee todos los residuos necesarios
para tener una alta afinidad por la a-BTX, que también se une irreversible-
mente al receptor a9nACh [13, 14]. El receptor a9nACh era el tnico receptor
nicotinico descrito en trucha, el cual no esta presente en macréfagos obtenidos
del bazo y del rindn anterior. En relacién con el receptor a9nACh no existen
estudios de los residuos que interactan con la a-BTX, pero basandonos en lo
descrito en el receptor a7nACh, el receptor a9nACh presenta las dos tirosinas,
pero no la fenilalanina, en el bucle C, al igual que la secuencia de humanos [15].
Esta similitud entre las secuencias de los receptores a9nACh de humanos y
trucha sustenta nuestros resultados, donde también obtuvimos una alta con-
servacion de las secuencias de a7nACh entre diferentes especies.

El bucle citoplasmatico ubicado entre la tercera y cuarta regién transmem-
brana del receptor a7nACh es determinante para la correcta expresion, plega-
miento y trafico del receptor a la membrana [16]. Este bucle se ha estudiado
detalladamente y, mediante mutagénesis dirigida, se han descrito una serie de
residuos clave que son importantes para la expresion del receptor funcional
[17]. Los aminodcidos criticos descritos por Mukherjee y colaboradores son
tres leucinas y una cisteina [17], el receptor de trucha presenta las tres leucinas,
pero no la cisteina. Sin embargo, esté cisteina tampoco estd presente en nin-
guna de las secuencias de peces analizadas, aunque, se ha demostrado que el
pez cebra posee un receptor funcional cuando se expresa en oocitos de Xenopus
laevis, a pesar de no tener esta cisteina [18]. Esto sugiere que la substitucion de
una cisteina por una valina en peces no afectaria a la expresion de un receptor
funcional.

En base a los resultados del andlisis in silico de la secuencia del receptor
a7nACh, deduciriamos que la trucha presenta un receptor funcional, lo cual
fue validado en este estudio a través de diferentes ensayos in vitro realizados en
macrofagos. La presencia del ARNm del receptor a7nACh fue confirmado en
macrofagos aislados de bazo y rifidn anterior de trucha, al igual que ha sido
descrito en mamiferos [11, 19-21]. Ademas, los receptores a7nACh de los ma-
crofagos son capaces de unir a-BTX, como ha sido observado también en ma-
créfagos de humano y de ratén [6, 11, 20]. Adicionalmente, los resultados mos-
traron que la nicotina (NIC) disminuye la unién de la a-BTX, demostrando
una competencia por el sitio de unidn, este fenémeno ha sido previamente des-
crito en macréfagos humanos aislados de sangre [6]. La estimulacién con acido
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polirriboinosinico-policitidilico (poly (I:C)) aumenta la presencia del receptor
en la membrana, a diferencia del lipopolisacarido (LPS). En mamiferos se ha
observado un aumento de la presencia del receptor a7nACh en la membrana
de macrdfagos a las 9 h tras la estimulacion con LPS [11], no existen estudios
similares con poly (I:C).

Una de las grandes diferencias que present el receptor a7nACh, en el estudio
in silico, fue a nivel de la secuencia gendmica, donde se observé que cuenta con
un ex6n menos, en comparacion con los 10 exones descritos para otras especies
(H. sapiens, G. gallus, D. rerio, T. rubripes) [22-25]. La secuencia del receptor
esti altamente conservada entre diferentes taxones, existiendo zonas de alta
variabilidad que también son consistentes entre especies. A partir de esto, de-
cidimos analizar la secuencia gendmica del receptor a7nACh y para ello reali-
zamos una extraccion de ADN gendmico de cerebro (por ser el 6rgano donde
obtuvimos una mayor expresion del receptor a7nACh), pero no fue posible
clonar ni secuenciar el exdn 1 de trucha para confirmar si existe o no un intrén
en esta seccion de la secuencia, como lo descrito en otras especies, por lo que
serian necesarios nuevos ensayos que nos permitieran determinar si esta dis-
crepancia entre especies en el andlisis in silico se mantiene.

El reflejo inflamatorio es una respuesta que se transmite a través del nervio
vago y la vagotomia ha ayudado a esclarecer la magnitud de su funcién en ma-
miferos. Por ejemplo, la estimulacion eléctrica del nervio vago conlleva a un
aumento de la ACh en el torrente sanguineo [26], y la vagotomia cervical y
posterior estimulo eléctrico del nervio vago protege contra lesiones por hipo-
volemia hemorragica de choque, quemaduras y lesiones por ventilacién mecé-
nica [27-29]. Estos resultados demuestran que el nervio vago es esencial para
el funcionamiento del reflejo inflamatorio. Sin embargo, en peces existen limi-
taciones técnicas que no nos permitieron abordar la observacion de este sis-
tema a nivel del organismo. En peces se han realizado vagotomias con el fin de
evaluar el ritmo cardiaco [30], pero nuestro laboratorio no cuenta con los co-
nocimientos necesarios para utilizar esta metodologia. Sin embargo, se explo-
raron opciones indirectas para examinar la posible activacion del reflejo infla-
matorio. La estimulacidn con diferentes patrones moleculares asociados a pa-
togenos (pathogen-associated molecular patterns, PAMPs) in vivo (lipopolisa-
caridos, LPS y ARN virico sintético de doble cadena, poly (I:C)) nos permiti6
observar que éstos modulan la expresion génica del receptor a7nACh en dife-
rentes tejidos. Previamente, se ha descrito en macrdfagos que la estimulacion
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con LPS, puede aumentar la presencia del receptor en la membrana [11], aun-
que, no hay informacién a nivel de tejidos, ni utilizando otros PAMPs. Asi-
mismo, en fugu se ha observado la expresion génica del receptor a7nACh (iso-
forma a) en diferentes rganos como el cerebro, las branquias, las génadas, el
corazén y el musculo [25]. En trucha, Drescher y colaboradores han descrito
al receptor a9nACh isoforma I, en diferentes 6rganos como el bazo, el higado,
la glandula pituitaria y el epitelio olfativo [31]. Adicionalmente, los resultados
mostraron que existe una modulacion de la liberacién de ACh en plasma y bazo,
posterior a una inyeccioén intraperitoneal (i.p.) con LPS y poly (I:C). Estos re-
sultados en conjunto nos permiten sugerir que existe una respuesta en el con-
texto del reflejo inflamatorio, toda vez que componentes esenciales de este sis-
tema son modulados por diferentes PAMPs.

La presencia del receptor en macroéfagos de trucha y su capacidad de unir
a-BTX nos permitieron iniciar diferentes analisis funcionales para dilucidar la
implicacion del receptor a7nACh en algunas de las principales funciones de
los macrdfagos. Uno de los estudios funcionales realizados fue el analisis de la
posible modulacion de la fagocitosis a través de la estimulacion del receptor
con diferentes agonistas (ACh y NIC). Los anélisis realizados indicaron que la
fagocitosis en macrdfagos obtenidos desde el bazo y el rifidn anterior, no es
modulada por la actividad del receptor a7nACh, al igual que lo observado en
mamiferos, en donde la estimulacién con diversos agonistas del receptor
a7nACh no modulan la fagocitosis [32]. Cabe mencionar que en los experi-
mentos posteriores se utilizé NIC como agonista del receptor a7nACh en lugar
de ACh, por requerir concentraciones menores para observar resultados simi-
lares, las cuales se encontraban dentro del rango de las concentraciones utili-
zadas en mamiferos (en peces: entre 100 y 1000 uM de NIC y en mamiferos:
entre 5y 3000 uM de NIC [6, 21, 33]. Adicionalmente, se consider6 evaluar la
modulacién de la produccion de especies reactivas del oxigeno (reactive oxygen
species, ROS), pero finalmente la auto-fluorescencia de los macréfagos de tru-
cha interferia en el ensayo y no obtuvimos resultados concluyentes.

Un aspecto valioso de los resultados obtenidos en esta tesis, es la descripcion
de la modulacién de la NIC en la expresion génica de moléculas inflamatorias
en macrofagos frente a una estimulacion con poly (I:C), pero no asi con LPS.
En mamiferos se ha descrito que la activacion del receptor a7nACh, por LPS y
poly (I:C) produce una disminucién de citoquinas proinflamatorias, tanto a
nivel de ARNm como a nivel de proteina [6, 11, 19, 21]. De hecho, los primeros
estudios solo describian una modulacién post-traduccional, pero estudios mas
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recientes describen que la modulacion de las moléculas inflamatorias también
ocurre a nivel de ARNm [21, 34]. Lo que significa que también puede existir
un efecto a nivel de las citoquinas proinflamatorias liberadas al medio por los
macroéfagos, las cuales no fue posible determinar por no contar con los anti-
cuerpos correspondientes. En funcién de nuestros resultados podemos deducir
que esta modulacion se realiza a través del receptor a7nACh, ya que la adicién
de un antagonista especifico (a-BTX) produce una disminucién del efecto de
la NIC, aumentando la expresion génica de genes relacionados con el proceso
inflamatorio. La mayor sensibilidad del receptor a7nACh de trucha a
poly (I:C) en comparacién con el LPS, se puede deber a que los peces son me-
nos sensibles al LPS, en el orden de 1000 veces menor a lo descrito en mamife-
ros [35, 36], por lo cual no seria imperativo activar un sistema de homeostasis
del sistema inmune frente al LPS. En los mamiferos el receptor tipo Toll 4 (Toll-
like receptor, TLR4) es el encargado de reconocer al LPS y mediar el shock sép-
tico [37, 38]. En cambio en peces, la mayoria de las especies carecen de TLR4,
a excepcion de los ciprinidos [39], en los cuales el TLR4 parece no estar rela-
cionado con la deteccion del LPS. Ademas, la ausencia de las moléculas acce-
sorias MD2 y CD14 en el genoma de peces también pueden ayudar a explicar
la tolerancia al LPS de los peces [40]. Por otro lado, la deteccion de poly (I:C)
se realiza principalmente por el receptor de membrana TLR3 y los receptores
intracelulares RIG-I y MDA5 [41], los cuales han sido descritos en diferentes
especies de peces incluida la trucha. Esto explicaria que el poly (I:C) active un
sistema de homeostasis como el reflejo inflamatorio en trucha. El receptor
a7nACh de mamiferos puede modular la respuesta inflamatoria inducida por
diferentes PAMPs en mamiferos como el LPS, el peptidoglicano (PGN), el poly
(I:C), el CpG y la HMGBI1 [6, 19, 42], los resultados de nuestro estudio de-
muestran que el sistema del reflejo inflamatorio en peces no responde igual al
LPS en comparacién con los mamiferos, lo que abre la puerta a investigar otros
posibles activadores del reflejo inflamatorio en peces.

Adicionalmente, fue evaluada la funcionalidad de la secuencia del receptor
a7nACh en un sistema heterdlogo, se inyecté ARNm del receptor a7nACh de
trucha en ovocitos de Xenopus laevis para comprobar si el receptor era funcio-
nalmente activo y capaz de transportar iones. También se coinyect6 la chape-
rona RIC3 (resistencia a la colinesterasa 3, Resistance-to-cholinesterase 3) de
humanos, que es esencial para el correcto plegamiento del receptor y asi au-
mentar su presencia en membrana, como ya ha sido descrito para receptores
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a7nACh de otras especies en diferentes sistemas heterélogos [43-48]. Los re-
sultados mostraron que a7nAChR con y sin la presencia de RIC3 no es capaz
de trasportar iones en ovocitos de Xenopus. Esto se puede deber a: 1) la exis-
tencia de otras isoformas activas del receptor, como se han descrito en otras
especies de peces [18, 25], aunque, en todo el trabajo realizado, el tnico indicio
de la existencia de una isoforma, fue una secuencia parcial de una proteina de
trucha (numero de referencia: CDQ72725), que posee una similitud parcial
con la secuencia del receptor a7nACh, la cual en ningtin caso pudimos detectar
en diferentes tejidos de trucha; 2) que el receptor a7nACh de trucha no sea
compatible con la chaperona RIC-3 de humanos y necesite de la chaperona
enddgena de trucha, aunque, se ha demostrado que la chaperona RIC-3 de
Caenorhabditis elegans mejora las amplitudes de las corrientes del receptor
a7nACh de rata en un sistema heterélogo [43]; y 3) la expresion del receptor
de a7nACh de trucha no sea compatible con el sistema heterélogo de Xenopus,
sin embargo, en diferentes estudios en oocitos de Xenopus se ha demostrado la
expresion de receptores nicotinicos de diferentes especies, por ejemplo: a7 de
rata, a22, a332, a4p4 de ratén, a7 de humanos, a7, a4p2, a2f32, a3p4 del pez
cebra [18, 49-51]. Por tanto, seria necesario realizar mas estudios al respecto,
para determinar si la secuencia clonada es la secuencia funcional del receptor
a7nACh de trucha arcoiris.

En base a la presencia de un elemento clave del reflejo inflamatorio en trucha,
como el receptor a7nACh, asi como la modulacidn de la expresion del receptor
en diferentes 6rganos y la modulacion de la ACh tras una inyeccion intraperi-
toneal con PAMPs; la capacidad del receptor de unir a-BTX y la capacidad de
la NIC de modular la expresion génica de genes relacionados con la respuesta
inflamatoria en macrdfagos estimulados con poly (I:C), podemos deducir la
presencia de un sistema de reflejo inflamatorio en peces similar al presente en
mamiferos. La posible presencia del reflejo inflamatorio en teledsteos, nos per-
miten sugerir que éste podria ser utilizado como un sistema de modulacién de
la respuesta inflamatoria frente a una enfermedad. La administracién de ago-
nistas especificos del receptor a7nACh ante una infeccion podria disminuir la
inflamacion asi como la presencia de citoquinas inflamatorias, ya que una res-
puesta excesiva a las toxinas puede implicar un dafio irreversible en los 6rganos,
lo cual va en detrimento del bienestar del animal. Estudios en mamiferos han
demostrado que el aumento del reflejo inflamatorio normaliza la respuesta del
sistema inmune innato sin su eliminacion o sin causar inmunosupresion [52].
La administracion de agonistas del receptor a7nACh reduce las citoquinas
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proinflamatorias de un 50 a un 75 %, pero no elimina su actividad [19, 53-56].
Este fenomeno, se corresponde con nuestros resultados, en donde la incuba-
cién de macroéfagos con poly (I:C) y la posterior estimulacién con un agonista
del receptor a7nACh disminuye la expresion génica de genes relacionados con
la respuesta inmune, de un 46 a un 86 % en diferentes genes, pero no causa su
abolicion. Sin embargo, junto con la completa caracterizacion del reflejo infla-
matorio y su real alcance en la modulacion de la respuesta inflamatoria en pe-
ces, habria que determinar las posibles consecuencias del uso de un agonista
del receptor a7nACh a nivel sistémico que pudiera por ejemplo, estimular al
receptor presente en el cerebro, donde se expresa en altos niveles.

Es necesario realizar nuevos estudios que permitan caracterizar el reflejo infla-
matorio en peces, para determinar si seria factible su modulacion con fines te-
rapéuticos. Por ejemplo, seria muy interesante obtener la secuencia de la colina
acetiltransferasa (choline acetyltransferase, ChAT) y caracterizarla en células T
de peces, para establecer si existe la misma comunicacién que en mamiferos
entre el nervio vago y el receptor a7nACh en los macrofagos del bazo. La ChAT
ha sido previamente descrita en trucha mediante inmunohistoquimica en el
cerebro y por la medicién de su actividad enzimatica en cerebro, corazon, es-
tomago y musculo [57, 58], pero hasta donde llega nuestro conocimiento no
ha sido caracterizado en células T. En este contexto, también aportaria infor-
macion muy relevante poder medir las concentraciones de ACh en cultivos ce-
lulares, para determinar los niveles enddgenos de este neurotransmisor en tru-
cha en el contexto del reflejo inflamatorio. En relacion a esto, seria necesario
utilizar sistemas mas sensibles de medicion que el utilizado en este trabajo
(Amplex Invitrogen, rango de deteccion entre 0,3 a 100 uM, [59]), como por
ejemplo, por radioinmunoensayo (radioimmunoassay, RIA), ya que en los es-
tudios en diferentes lineas de células leucémicas de humanos y en linfocitos de
rata los niveles de ACh son del orden de pmol/ml [60, 61].

Gran parte de los conocimientos de inmunologia en peces han sido obtenidos
a partir de la inmunologia comparada con mamiferos, lo que ha permitido una
mejor comprension de las caracteristicas particulares que presentan los teleds-
teos. Existen descubrimientos en peces que han contribuido al entendimiento
de la evolucidn del sistema inmune y ademas ha planteado nuevos paradigmas
de la inmunologia en mamiferos [62]. Un mayor entendimiento del sistema
inmune en peces también permite proporcionar soluciones a asuntos mas
practicos como el desarrollo de nuevos y eficientes métodos de profilaxis para
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el tratamiento de enfermedades. Los resultados presentados en esta tesis otor-
gan indicios de la existencia de un sistema de reflejo inflamatorio en peces,
tanto con similitudes como con diferencias en comparacion con el sistema des-
crito en mamiferos, lo que lo hace sumamente interesante ya que estas discre-
pancias guardan relacion con las caracteristicas intrinsecas de los peces.

Los teledsteos poseen un sistema inmune innato altamente desarrollado y tam-
bién un sistema inmune adaptativo, que es esencial para una inmunidad dura-
dera. Esto ha permitido el desarrollo de métodos que modulan la respuesta in-
mune, con el fin de aumentar la proteccion frente a enfermedades. Los peces
viven en un ambiente acuatico que contiene una gran cantidad de microorga-
nismos patogénicos y no patogénicos, donde el mayor inconveniente es que las
superficies epiteliales como la piel, las branquias y el sistema gastrointestinal,
son grandes superficies en contacto continuo con los posibles patégenos, lo
que implica una gran facilidad para el desarrollo de infecciones [63, 64]. El he-
cho de que la mayoria de las especies responda con un potente sistema inmune
innato para eliminar a los patdgenos, convierte la modulacion de éste, en un
buen enfoque para mejorar la capacidad de respuesta de los peces ante una in-
feccion. El sistema inmune de los teledsteos puede ser modulado a través de los
PAMPs que interactiian con sus receptores de reconocimiento de patrones
(pattern recognition receptors, PRRs) y que a su vez activan diferentes vias de
respuesta a patogenos [65]. A su vez, el sistema inmune puede ser estimulado
por citoquinas, como potenciadores no especificos, lo que puede ser la solucion
mas practica para la proteccion frente a diversas enfermedades [66-69]. Re-
cientemente, también se ha descrito en mamiferos la capacidad de memoria
del sistema inmune innato. La memoria innata estaria basada principalmente
en la modulacion del epigenoma de moléculas que codifican por moléculas in-
flamatorias de la respuesta de macroéfagos [70, 71]. El sistema de memoria in-
nata permite que los macréfagos que entran en contacto por segunda vez con
un patégeno respondan mejor y con mayor intensidad. En relacion a estos an-
tecedentes, el desarrollo de nuevos métodos de profilaxis deben responder a la
necesidad de estimular la memoria a corto y largo plazo del sistema inmune
para otorgar proteccion a diferentes especies de peces y contra diferentes pato-
genos aprovechando las caracteristicas intrinsecas del sistema inmune innato
de teledsteos.

Basandonos en todas estas premisas, la segunda hipdtesis de esta tesis es que
nanoparticulas proteicas, conocidas como cuerpos de inclusion (CI), pueden
servir como plataformas de entrega de inmunoestimulantes. Con el objetivo de
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determinar la factibilidad de la utilizacion de los CI como método profilactico.
Primero se utilizaron CI con proteinas sin una funcién inmunoldgica en peces:
VP1GFP, una proteina modular que contiene la proteina verde fluorescente
fusionada con la proteina VP1 de la capside del virus de la fiebre aftosa e
iRFP-H6, una proteina fluorescente en el infrarrojo. Posteriormente, se dise-
naron CI con proteinas con una funcién inmunoldgica: el factor de necrosis
tumoral alfa (TNFa) y la quimioquina (C-C motivo) ligando 4 (CCL4). Cabe
mencionar que también se evalud la utilizacion de la interleuquina 6 (IL-6),
pero, no fue posible la producciéon de CI nanoestructurados. Los CI han sido
evaluados en lineas celulares de mamiferos como plataforma de entrega de dro-
gas y polipéptidos [72-74]. Por ejemplo, CI formados por una chaperona (heat
shock 70, Hsp70) o por el factor de crecimiento de fibroblastos 2 (FGF-2) son
internalizados por las células suministrando proteinas y mejorando la viabili-
dad celular, respectivamente [74]. La liberacion funcional de proteinas desde
los CI parece implicar solo una fraccion de sus proteinas, ya que, después de la
incubacion, aun es posible observar en las células los CI [75]. Mientras las fi-
bras amiloides pueden conferir estabilidad, las proteinas correctamente plega-
das otorgan funcionalidad a los CI. Estas dos propiedades de los CI, su estruc-
tura, y la capacidad de liberar proteinas funcionales, hacen innecesaria la en-
capsulacion. En el contexto de la aplicacion de los CI en la acuicultura, el eli-
minar la encapsulaciéon de los inmunoestimulantes implica la disminucién de
los costes de produccién. Ademas, los CI son bien tolerados al ser administra-
dos oralmente a ratones, sin presentar contraindicaciones como pérdida de
peso, cambios en la ingesta de alimentos o malestar abdominal [73].

En general, para las diferentes proteinas purificadas como CI se obtuvieron
rendimientos similares, a excepcién de CCL4 donde se obtuvieron menores
rendimientos. Esto se puede deber a que la produccidn de la proteina soluble
es mas eficiente que la formacion de CI en las condiciones de cultivo utilizadas,
que fueron las condiciones estandar de cultivo de Escherichia coli (3 h de esti-
mulacién con IPTG a 37 °Cy 250 rpm). En todo caso estas condiciones podrian
optimizarse de ser necesario para incrementar el rendimiento. Diferentes ca-
racteristicas de los CI fueron evaluadas como, la morfologia, el tamarfio, el con-
tenido de LPS y de lipidos totales. Todas estas caracteristicas fueron diferentes
en los diferentes CI producidos, lo que evidencia que la cepa productora, al
igual que la proteina, son factores importantes en el rendimiento de produc-
cion, asi como, en las caracteristicas que se otorgan a los CI, lo que confirma
su naturaleza moldeable [76].
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La evaluacion de la expresion génica de genes relacionados con la respuesta
inflamatoria, sugieren que los CI son capaces de activar el sistema inmune. Sin
embargo, por limitaciones técnicas, no fue posible determinar la contribuciéon
relativa de cada uno de los componentes presentes en los CI (LPS, PGN vy aci-
dos nucleicos) en el nivel de activacion del sistema. Estos componentes deriva-
dos de la cepa productora, que son purificados conjuntamente con los CI, han
sido descritos como inductores de la repuesta inmune en peces in vitro e in vivo
[35, 77-81]. Seria interesante determinar en futuros trabajos la funcién que
cumple cada componente de los CI en la inmunidad otorgada a los peces, para
dilucidar el mecanismo de activacion del sistema inmune innato por parte de
los CI. Por ejemplo, nuestros resultados sefialan que la proteccion otorgada al
pez cebra frente a una infeccidn bacteriana, no es dependiente de la presencia
de LPS o de los niveles de lipidos, pero seguramente, en cierto nivel, también
influyen en la activacion de la respuesta inflamatoria del sistema inmune en
peces.

Los ensayos de internalizacion fueron necesarios para evaluar la interaccion de
los CI con las células. La conformacién estructural de los CI, organizados en
un andamio de proteinas insolubles, donde estan embebidas las proteinas fun-
cionales [82] facilitarian su reconocimiento por parte de las células presenta-
doras de antigenos (antigen-presenting cells, APCs) o fagocitos profesionales,
como los macrofagos de trucha. Adicionalmente, se evalud la interacciéon de
los CI con fagocitos no profesionales, como los hepatocitos, que han sido am-
pliamente utilizados en mamiferos para el estudio de la captacion de drogas y
la remocién de diferentes sustancias, entre ellas el LPS [83, 84]. En peces, el
higado también tiene una funcién inmunoldgica y un rol en la respuesta in-
mune en la defensa contra los patdgenos [85, 86]. Ademas, los hepatocitos han
sido utilizados como herramienta de estudio de la interaccion de las células con
otro tipo de nanoparticulas como los liposomas [87] y para el estudio de la
internalizacion de nanoparticulas en ensayos de toxicidad [88]. Tanto los ma-
crofagos de trucha (HKM) como los hepatocitos de pez cebra (ZFL), fueron
capaces de internalizar los diferentes CI, los cuales no causaron toxicidad apa-
rente. En estudios con otras plataformas de entrega (delivery systems) en peces,
se observan los mismos resultados, por ejemplo, nanoparticulas lipidicas soli-
das (solid lipid, SL) encapsulando 6-coumarin son internalizadas tanto por una
linea celular de dorada (SAF-1) como por leucocitos obtenidos desde el rifén
anterior de dorada [89]; y nanoparticulas de quitosano encapsulando veneno
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de serpiente son internalizadas sin causar toxicidad en la linea celular de cora-
z6n de catla (Catla catla) [90]. Mediante microscopia confocal, se observé en
ambos tipos celulares, una acumulacién intracelular de las nanoparticulas,
compatibles con una localizacién endosomal. En trabajos anteriores se ha de-
mostrado, usando inhibidores especificos de diferentes vias de endocitosis, que
liposomas cargados con LPS y poly (I:C) son endocitados a través de las vias
caveola y clatrina en células de peces [87]. Ademas, los CI son endocitados por
las células de mamiferos, y se ha descrito la presencia de la proteina clatrina en
el proceso [74]. Es importante mencionar, que los receptores tipo Toll (Toll-
like receptors, TLRs), implicados en la respuesta al ADN bacteriano, se encuen-
tran en compartimientos endosomales y que es de gran importancia que las
nanoparticulas sean capaces de dirigirse a estos receptores intracelulares, ya
que asi activarian las correspondientes vias de sefializacion de TLR7 y TLR9 [91].

La capacidad de los macroéfagos de internalizar CI, nos permitié evaluar la bio-
distribucion de los CI en trucha tras una inyeccion i.p. Nuestros estudios de-
muestran que los CI son internalizados por monocitos/macrdfagos obtenidos
desde el bazo y el rifién anterior. Power y colaboradores han descrito que
nanoliposomas administracion i.p. son principalmente localizados en el bazo
y el rinon de trucha a las 24 h posteriores a la inyeccion [92]. Ademas, los CI
son capaces de activar la respuesta inflamatoria en estos tejidos, a nivel de la
expresion génica de citoquinas proinflamatorias y de moléculas presentadoras
de antigenos. Esto indicaria que existe un reconocimiento de los CI por parte
del sistema inmune, debido a que el bazo y el rifién anterior son los principales
organos linfoides en teledsteos [93]. Adicionalmente, en estos 6rganos se ha
sugerido que se encuentran los centros de melanomacroéfagos, que pueden ser-
vir como lugar de presentacion de antigenos [94]. Seria interesante determinar
si otras células fagociticas son capaces de endocitar los CI, como células den-
driticas o linfocitos B. Asi como determinar si la internalizacion de estas parti-
culas ocurre en el sitio de inyeccion y si son transportadas a los drganos diana,
o si la endocitosis ocurre en los tejidos donde se encuentran los macroéfagos.
Algunos estudios indican que esta migraciéon es sumamente rapida (ya sea de
los fagocitos o de las nanoparticulas), ya que justo después de una inyeccién
i.p. en el pez cebra, los liposomas son detectados en el bazo [95]. Ademas, la
migracion podria ser realizada por los fagocitos, ya que se ha descrito en el
salmén una poblacién especifica de células, con morfologia similar a los ma-
crofagos, que son capaces de absorber ovoalbiimina antigeno modelo (OVA),
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y CpG en la periferia, y acumularlas predominantemente en el rifndn anterior
y en el bazo, a las 24 h después de la administracion [96].

Una serie de estudios in vivo se realizaron con el pez cebra, para precisar el
nivel de proteccion que confieren los diferentes CI frente a una infecciéon bac-
teriana letal de Pseudomonas aeruginosa. El pez cebra se estd convirtiendo en
un modelo de gran alcance para la modelizacion y estudio de vacunas y enfer-
medades de especies de interés econdmico en la acuicultura [98]. Se utiliza
como un organismo modelo porque es econémico, facil de cultivar y manejar,
es facil de obtener en diferentes etapas de desarrollo y presentan inmunidad
innata y adaptativa [98, 99]. De hecho, el pez cebra se ha utilizado en la evalua-
cién de vacunas y enfermedades que se encuentran en piscifactorias [97, 100,
101]. Se ha empleado como modelo en el estudio de enfermedades tanto vira-
les: septicemia hemorragica viral (viral haemorrhagic septicaemia, VHS), virus
de la necrosis pancreatica (infectious pancreatic necrosis virus, IPNV), virus de
la necrosis hematopoyética infecciosa (infectious haematopoietic necrosis virus,
THNV) [102-104], como bacterianas: Aeromonas hydrophila y Listonella an-
guillarum [105, 106]. Adicionalmente, infecciones de una serie de patégenos
bacterianos han sido demostradas en el pez cebra, las cuales incluyen: Aeromo-
nas salmonicida, Staphylococcus aureus, Mycobacterium marinum, Streptococ-
cus iniae y Edwardsiella tarda [107-110]. Por todo ello, el pez cebra se utilizd
como modelo experimental en este estudio. Los CI protegen de manera signi-
ficativa al pez cebra frente a una infeccion bacteriana, nuestros estudios de-
muestran que existen diferencias significativas en la proteccién otorgada
cuando el CI esta formado por una proteina con una funcién inmune en peces.
Estos resultados confirman las hipdtesis de: 1) que los CI pueden ser utilizados
como plataforma de entrega de inmunoestimulantes; 2) que los CI confieren
proteccion al pez cebra frente a una infeccién bacteriana y 3) que las citoquinas
aumentan la proteccion conferida por los CI, en comparacion con los forma-
dos con proteinas sin una funcién inmunoldgica en peces. El transporte de las
citoquinas en los CI evita las desventajas de las citoquinas solubles como, una
vida media corta, el uso de altas dosis y la necesidad de ser encapsuladas [111,
112]. Las citoquinas son moléculas efectoras que controlan la amplitud y la du-
racion de la respuesta frente a una infeccion. Consecuentemente, la induccion
de citoquinas, como un mecanismo de proteccion, es una respuesta directa a la
presencia de un agente patdgeno [113], lo que se traduce en la activacion del
sistema inmune. La estimulacion de las citoquinas, en conjunto con la capaci-
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dad de los CI de liberar espontaneamente y de forma sostenida una parte sig-
nificativa de sus proteinas [82, 114], permiten la estimulacion del sistema in-
mune. El siguiente paso en el estudio de los CI seria analizar el nivel de protec-
cién que pueden conferir los CI en un desafio realizado varias semanas después
de la inmunizacion, evaluar si pueden conferir proteccion a diferentes especies
de peces y frente a diferentes patégenos. Ademas, por las propiedades de los CI
es un atractivo modelo para el desarrollo de vacunas con antigenos especificos,
como la proteina G virica.

La caracterizacion de los CI en funcién de una etapa clave de la produccion del
alimento de peces, al proceso de liofilizacion y de las condiciones en el tracto
digestivo de trucha han demostrando la factibilidad de su utilizacién como una
alternativa para ser empleado como un inmunoestimulante de administracion
oral. La alta estabilidad de los CI reside en su estructura, debido a lo cual las
proteinas incorrectamente plegadas forman andamios donde las proteinas fun-
cionales se encuentran completando los espacios de la matriz. La proteolisis de
los CI no implica la disminucién del volumen de éstos o efectos detectables en
su morfologia, aunque, existe una pérdida progresiva de su densidad [82]. Asi-
mismo, se ha descrito mediante microscopia de fuerza atémica, que en un CI
coexisten regiones estructuralmente mas rigidas y regiones mas flexibles, lo
que confirma la existencia de una diversidad estructural dentro de los CI [115].
Estos fenomenos podrian explicar que los CI resistan diferentes condiciones
de pH y temperatura, ya que el andamiaje que contiene las proteinas funciona-
les, sirve de proteccion, y algunas regiones podrian verse mas afectadas que
otras, pero aun asi los CI mantienen su funcionalidad. Si bien nuestros resul-
tados sefalan que los CI mantienen su capacidad de activar una respuesta in-
mune en macrofagos, y la capacidad de proteger al pez cebra frente a una in-
feccidn, seria interesante determinar a qué nivel esta funcionalidad se mantiene
después de los tratamientos de pH, temperatura y liofilizacion.

De acuerdo con los resultados de estabilidad de los CI, se evaluo la posibilidad
de administrarlos oralmente. El intestino de teledsteos presenta dos poblacio-
nes principales de células inmunes: 1) la lamina propria de leucocitos, el cual
incluye una variedad de células inmune como, granulocitos, macréfagos, lin-
focitos y células del plasma; 2) linfocitos intraepiteliales (intraepithelial
lymphocytes, IELs) compuestos por células T y células B localizadas entre las
células epiteliales [116]. Estas células inmunes, en conjunto con las células epi-
teliales, las células globet y las células neuroendocrinas, producen y regulan la
respuesta inmune en el intestino. Para evaluar si los CI son endocitados por
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células de la mucosa intestinal se intubaron truchas adultas y al cabo de 24 h se
analizd la presencia de las nanoparticulas en diferentes tramos del intestino.
Los CI se encontraron en la seccion del apéndice pilérico: en la base de las ve-
llosidades y en la submucosa; y en el intestino medio: en la lamina propria y en
el apice de las vellosidades, donde los IELs estarian localizados. En relacion a
estos resultados, los CI podrian haber sido captados en el apéndice pildrico y
el intestino medio, quizas por los IELs y las APCs y almacenados intracelular-
mente, probablemente estimulando la respuesta inmune mucosal. Se ha des-
crito previamente que nanoparticulas de liposomas y de acido poli (lactico-co-
glicolico) (poly(lactic-co-glycolic acid), PLGA) administrados oralmente son
internalizados a nivel del intestino medio [117, 118], ademas, la administracion
oral de quitosano produce un aumento en el intestino medio de IELs en com-
paracion con el tratamiento control [119]. Adicionalmente, nanoparticulas de
PLGA administradas mediante intubacion oral o por alimentacién son igual-
mente absorbidas por el intestino medio [118], lo cual nos permite sugerir que
los CI administrados a través de la alimentacion de los peces serian igualmente
internalizados que los CI administrados por intubacion. Estudios de encapsu-
lacion de diferentes inmunoestimulantes, administrados por via oral describen
una activacion, tanto del sistema inmune innato como el adaptativo. Por ejem-
plo, preparaciones de vitamina C encapsuladas en quitosano logran estimular
la respuesta inmune innata en trucha [120]. Preparaciones con inmunoestimu-
lantes, como y-globulina de sangre humana (HGG) y B-glucano en nanoparti-
culas de PLGA, logran inducir una elevada respuesta de anticuerpos especificos
en el salmon [121]. Ballesteros y colaboradores han demostrado que vacunas
de ADN encapsuladas en alginato y administradas por via oral, son capaces de
incrementar las IgM* e IgT* de IELs en el apéndice pilérico [122]. La adminis-
tracion oral de vacunas y de algunos inmunoestimulantes promueve la activa-
cion del sistema inmune innato y adaptativo, incluyendo el reclutamiento de
las células B y la respuesta humoral mediada por IgM e IgT. La nanoestructu-
racion y la estabilidad de los CI, junto con su absorcion por las células intesti-
nales, abren la posibilidad de su uso como un inmunoestimulante de adminis-
tracion oral. El siguiente paso es caracterizar si, al ser administradas oralmente,
logran estimular el sistema inmune, y si mantienen el nivel de proteccién otor-
gado frente a una infeccion, al igual que la administracién intraperitoneal.
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Actualmente, la acuicultura ofrece una solucion a la creciente demanda de pro-
teina para el consumo humano [123]. A pesar de la diversidad de especies dis-
ponibles para el cultivo, los miembros de la familia de los ciprinidos son las
especies predominantes en la acuicultura [123, 124]. Sin embargo, estas espe-
cies tienen un bajo valor en comparacion a otras, como, el esturion, el salmén
o la trucha. Las vacunas son principalmente producidas para las especies de
mayor valor, donde se justifica su precio. No obstante, se estima que la acui-
cultura seguird creciendo e industrializandose, siendo las enfermedades un im-
portante factor limitante, que pueden producir devastadoras pérdidas econé-
micas [124]. Basandose en esto, el desarrollo de nuevas tecnologias de bajo
coste y alta efectividad podrian jugar un importante rol en la mantencion del
bienestar de los animales, siendo empleados en temporadas de estrés o relacio-
nados con brotes de enfermedades. Los CI son una atractiva alternativa de pla-
taforma de entrega de diferentes inmunoestimulantes, aunque, es necesario
realizar mas estudios para comprender el mecanismo y el alcance de su proteccion.
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Conclusiones generales

Las conclusiones generales de esta tesis se resumen a continuacion:

(1) Se obtuvo la secuencia completa de la subunidad a7 del receptor ni-
cotinico de acetilcolina (a7nAChR) de trucha (Oncorhynchus mykiss). E1
a7nAChR, esta altamente conservado en comparacion con secuencias
de otras especies (Homo sapiens, Gallus gallus, Danio rerio) y presenta
todos los residuos y dominios necesarios para ser un receptor funcional.

(2) Diferentes PAMPs como, el acido polirriboinosinico-policitidilico
(poly (I:C)) y el lipopolisacarido bacteriano (LPS), son capaces de esti-
mular in vivo la expresion génica del receptor a7nAChR en diferentes
organos y de aumentar la concentracion de acetilcolina en sangre en tru-
cha arcoiris.

(3) Los macroéfagos obtenidos desde el bazo y el rifidn anterior de trucha
expresan el receptor a7nACh y son capaces de unir a-bungarotoxina.
Adicionalmente, la nicotina y la acetilcolina no estimulan la fagocitosis
en macrofagos aislados desde el rinén anterior de trucha. No obstante,
la nicotina tienen un efecto modulador de la respuesta inmune frente a
la estimulacion de poly (I:C), pero no de LPS.

(4) Se han desarrollado y caracterizado cuerpos de inclusiéon compues-
tos por proteinas sin (VPIGFP“ e iRFP-H6') y con (TNFa“' y CCL4)
una funcién bioldgica en peces. Dependiendo de la cepa y de la proteina
producida los cuerpos de inclusion presentaron diferentes tamanos,
morfologias, cantidad de LPS y cantidad de lipidos totales.

(5) Los cuerpos de inclusion son internalizados in vitro por células del
pez cebra y macréfagos de trucha arcoiris, y no muestran toxicidad en
estos tipos celulares. Ademas, los cuerpos de inclusion son capaces de
estimular la respuesta inflamatoria a nivel de la expresion génica de di-
ferentes moléculas de la respuesta inflamatoria en macroéfagos de trucha.
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(6) Después de una inyeccion intraperitoneal, los cuerpos de inclusion
(TNFa“') se encontraron acumulados en importantes érganos con fun-
ciéon inmunologica, como el bazo y el rifidn anterior de la trucha arcoiris.
Ademas, fueron encontrados en células inmunoldégicamente relevantes
como en monocitos/macroéfagos obtenidos desde estos drganos.

(7) Los cuerpos de inclusion administrados por via intraperitoneal pro-
tegen al pez cebra contra una infeccion bacteriana modelo causada por
Pseudomonas aeruginosa.

(8) Los TNFa“ mantienen su morfologia y funcionalidad en condicio-
nes extremas. Los TNFa“ son resistentes a diferentes condiciones de pH,
temperatura y también a las condiciones que se dan durante el proceso
de liofilizacion.

(9) Los TNFa“ administrados oralmente llegan a los dos primeros tra-
mos del intestino y son absorbidos por células presentes en la mucosa
intestinal, las cuales, por su ubicaciéon podrian corresponder a linfocitos
intraepiteliales.
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Anexo 1

El receptor nicotinico de acetilcolina alfa 7
(a7AChR) modula la respuesta frente a
poly (I:C) en macrofagos de trucha:
estudio del reflejo inflamatorio

en teledsteos







Gen

Nombre del cebador

Secuencia

Numero de acceso

Receptor nicotinico de acelilcolina o7

Receptor nigotinico de linga af
Receptor nicotinico de acell af
Receptor nicotinico de ilcolina a7
R nicotnico de acetilcolina a7

p

Receptor nicotinica de acelilcolina a7

R '

nicotinico de agl

R nicotinico de ag il

Receptor nicotinico de acelilcolina a9 1l
Factor de elongacion 1 a

Interleuquina 1 f

Interleuquina 6

Factor de necrosis tumoral a
Metaloproteinasa de la malriz 9
Supresor de la sefnalizacidn de citoquinas 3
Quimioquina (C-C motivo) ligando 4
Interferon a

Resistencia a Mixovirus

CC quimioguing 6

Viperina

Receptor de tipo Toll 3

Melanoma asociada a diferenciacion
Receptor de tipo Toll 8

Catelicidina 1

om_alACh_degenerado For_CAGATCATGGAYGTGGATGARAAGAA

om_alACh_RACE §

om_a7ACh_RACE 3
om_a7ACh

am_alACh_Exénl
om_a?ACh_Exénd
om_aSACh_|
am_a9ACh_ll
om_a%ACh_lil
om_EF1

om_IL-18

om_IL-6
om_TNFa
om_MMP9
om_S0CS3
om_CCL4
om_IFMa

om_hx

om_CK6&

om_VIG

om_TLR3
om_MDAS
om_TLRBb

om_CAMP1

Rev_CGCTTCATMCGYAGGCCACC
GEP1_GGATTTCAGAAGAGAGGGTGACAG
GSPZ_ATGCAGCTTTTTGATACCTT
GSP1_CCGCCTCCAAGGACTTCTTC

For_GTGGCTTCGCAGAGTATCTCCC
Rev_GTTGGACATGTACCCGGAGA
For_ATGCAGCTTTTTGATACC
Rev_CAGTCTGATGCAGATCATGGATGTG
For_GGAGAGTGATGACCCAGAGC
Rev_CCGATGGTGCAGATGATGTTG
For_CACTGGGCCAAGGTACTCAT
Rev_TGCCTGATAGTCCAGCTCCT
For_CCCTGACTGTCTTCCAGCTC
Rev_CTCTGGTGATGTGGTGTTGG
For_CCCTGCATGATGATCTCCTT
Rev_CAAGGACTCCCCATTCACAT
For_CAAGGATATCCGTCGTGGCA
Rev_ACAGCGAAACGACCAAGAGG
For_GGAGGCAGCAGCTACCACARAA
Rev_CCGATTTGGAGCAGGACAGG
For_TTTCAGAAGCCCGTGGAAGAGA
Rev_TCTTTGACCAGCCCTAATCAGCA
For _CGCTGACACAGTGCAGTGGA
Rev_TCCCCGATGGAGTCCGAATA
For_TTCCAATTCAAGGGCAACTC
Rev_TCAGCCCCCACAGTTAAGAG
For_AACAACACAAGATATCAAGCTCAAG
Rev_GAAGGTCTTGTAACGGTGAGGCAG
For_GTGCCATCACTTTTACCG
Rev_ACATTTCTTCGGTCCGCTTG
For_GCCCAGTCCTTTTCCCAAC
Rev_CCTCTCAGGTTTCATGGCAGGT
For_ATGCCACCCTACAGGAGATGAT
Rev_TGCAGCTGGGAAGCAAACTCC
For_CGAATCTGCTCTGACACTTCC
Rev_TGGTGAGTTGTTGACCATTGA
For_CAGTTCAGTGGCTTTGACGA
Rev_ACAAACGCCTCAAGGTATGG
For_ACGGCTCAACCTGAATATGG
Rev_GCTCTCCAGTGCCCTTAGTG
For_TTTGTGCTGAGCATCTACGG
Rev_TTAATGATGGCCTCCTCGTC
For_CATGCAATGTCACCATAGCC
Rev_CACAACCTTGTGAAGCCAGA
For_GGCTGACCTTCCCCATACAG
Rev_CAGGTTGTTGCTTGCCTCC

HT634308
KT634308

KT634308
KT634308

KT634308
KT634308
AY037940.1
AYE11482.1
AYE114831
NM_001124338.1
NM_001124342.2
NM_001124657.1
NM_001124357.1
NM_001124370.1
AM74B723.1
NM_001123618.1
NM_0001124531.1
MNK_001171901.1
CA355982.1
AF076620
DQ458470
FN396357
GQ422120.1

NM_001124480.1

Tabla 1. Cebadores especificos de trucha arcoiris para la clonacion del receptor
a7nACh, Q-PCR y RT-PCR.

Nomenclatura de los cebadores degenerados: Y: C+ T; R:A+ Gy M: A + C.
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Esox lucius
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Haplochromis burtoni
Takifugu rubripes
Danio rerio
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Gallus gallus
Periplaneta americana

Oncorhynchus mykiss
Esox lucius

Poecilia reticulata
Haplochromis burtoni
Takifugu rubripes
Danio rerio
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Takifugu rubripes
Danio rerio
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Gallus gallus
Periplaneta americana
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Poecilia reticulata
Haplochromis burtoni
Takifugu rubripes
Danio rerio

Homo sapiens

Mus musculus

Gallus gallus
Periplaneta americana

Péptido senal

IPCSPFPSIS
MWCSVALVVC
MWHSVALLLS
MWHSVALLLS

LSSVLLSVSV
GEFSALVQVSE
GLSALINVSL
GFSALIHVSL

MWHSLAFTLC
CSPGGVWLGL
CGRRGGIWLA
FYSGLCLWAS
VMPRWLLEVC

IMDVDERKNQV
IMDVDERNQI
IMDVDERNQV
IMDVDERNQV
IMDVDEKNQI
IMDVDEKNQV
MDVDERNQVL
IMDVDERNQV
IIDVDERNQV
IIDVDEKNQL

koo kkkkAkhk

.
70

Bucle E

SL
GISALIQVSV
AASLLHVSLQ
LAAALLHVSL
LFLSFFRVSQ
ICICLPRESL

20
Bucle D

VTTNIWLRMS
LTTNIWLRMS
LTSNMWLQMS
LTSNMWLQMT
LTTNIWLRMS
LTTNIWLNMH
TTNIWLQMSW
LTTNIWLQMS
LITNAWLQMY
LITNIWLKLE
HEE L T

-

QGPHQRTLLK
QGPHQRTLLK
QGPHQORNLLK
QGPHQRTLLK
QGPHQRTLLK
QGPYQRTLLK
GEFQRKLYKE
QGEFQRRLYK
QGESQRRLYR
QGPHEKRLLH
* % ] * :

30

WEFDHYLQWNQ
WYDHYLQWNQ
WYDHYTLOWNQ
WYDHYLQWNQ
WFDHYLOWNQ
WYDHYLQWNQ
TDHYLQWNVS
WTDHYLQWNM
WVDIYLSWDQ

WNDVNLRWNS

* ok Kk Ky

90

NLLKDYNRME
NLLKDYNRME
NLLKDYNRME
NLLKDYNHME
NLLKDYNRME
NLLKDYNRME
LVRNYNPLER
ELVKNYNPLE
DLLRNYNRLE
TLLDHYNVLE

LR S

SEYPGVRKNLR
SEYPGVRKNLR
SDHPGVRNLR
SEHPGVRKNLR
SEHPGVRNLR
SEYPGVKNLR
EYPGVKTVRF
SEYPGVRNVR
YEYPGVONLR
TEYGGVKDLR

s Aky gk

100

Canal i6nico del neurotransmisor

RPVGNDSHSL
RPVGNDSHPL
RPVGNDSHPL
RPVANDSLPL
RPVANDSQPL
RPVANDSQPL
PVANDSQPLT
RPVANDSQPL
RPVMNDSQPI
RPVANESDPL

KAk Kok .

50
Bucle A

FTTDQVWTPD
FTTDQVWTPD
FTTDQIWTPD
FTTDQIWTPD
FTTDQIWTPD
FTTDQVWTPD
PDGQIWKPDI
FPDGQIWKPD
FPSDQIWVPD
IPPHRIWKPD
HEE
A .
110

TVFFSISLMQ
TVSFTLSLIQ
TVFFTLSLIQ
NVSFSLSLIQ
TVVFTLSLIQ
TVFLSMSLIQ
VYFSLSLLQT
TVYFSLSLLQ
VVELQLSLLQ
QLSFGLALMQ
HEE I Lt i

AN I

60

ILLYNSADDD
ILLYNSADDD
ILLYNSADDD
ILLYNSADDD
ILLYNSADDD
ILLYNSADDK
LLYNSADERF
ILLYNSADER
ILLYNSADER
VLMYNSADEG

sk kAkkKkk

.
120

Bucle A

FDSTFKTNVL
FDSSFKTNVL
FDSTFKTNIL
FDSTFKTNVL
FDSTFKTNVL
FDSTFKSNVV
DATFHTNVLV
FDATFHTNVL
FDATFHTNVL
FDGTYPTNVV
*RSEE 2EIs

ol
130

Bucle F

MNEA---DIS
MTDA---DIS
MTDA---DIS
MVDA---DIS
MNEA---DIS
MNEA---DIS
QEA---DISG
MQEA---DIS
MLEA---DIS
LQDDTGGDIS

. *kk

ool
190

VNSSGFAEYL
VNSSGFVEYL
VNSSGFAKYL
VNSSGFAKYL
VNSSGYAEYQ
VNSSGYCNYL
NSSGHCQYLP
VNASGHCQYL
VNYSGSCQYI
VRDSGSCLYV
*, kK *

140

GYMSNGEWDL
GYMSNGEWDL
GYMPNGEWDL
GYMPNGEWDL
GYMANGEWDL
GYMPNGEWDL
YIPNGEWDLV
SYIPNGEWDL
NYISNGEWDL
SFITNGEWDL

Lrs L K ER KRR

200

PPGIFMSTCN
PPGIFMSTCN
PPGIFMSTCN
PPGIFMSTCN
PPGIFMSTCN
PPGIFMSTCN
PGIFKSSCYI
PPGIFKSSCY
PPGILKSTCY
PPGIFKSTCK
kkkky Kok

150

Bucle C

VDVRWEPEDI
VDVRWFPFDI
VDVRWFPFDI
VDVRWFPFDI
VDVRWFPFDI
VDVRWFPFDI
DVRWFPFDVQ
IDVRWEPFDV
IDVRWFPFDV
IDITWFPFDD
ko kkkkk

160

L ad

QRCEMKEGSW
QKCEMKFGSW
QKCELKFGSW
QRCELKFGSW
QRCELKFGSW
QKCELKFGSW
HCKLKFGSWS
QQCKLKEFGSW
QKCDLKFGSW
QRCEMKFGSW
hok, phkhkhk
[evunl

170

VGVPGTRSEV
VGVPGTRNEA
IGVPGSRNEV
IGVPGKRNEV
IGVPGTRNEV
VGVPGTRNEL
GIPGKRSERF
MGIPGKRNEK
VGVPGKRNEL
LGVPGKRNEI
sk kR Kk

210

FYDCCKEPYP
FYDCCKEPYP
FYDCCKEPYP
FYDCCKEPYT
FYDCCKEPYP
FYDCCKEPYP
YECCKEPYPD
FYECCKEPYP
YYECCKEPYP
YYNCCPEPYI

sk kK Kkk
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DVTEVVTIRR
DVTFVITIRR
DVTEFVITIRR
DVTFVITIRR
AVTFVVAIRR
DVTFVVTIRR
VTFTVTMRRR
DVTYTVTMRR
DVTYTITMRR

DITFIIIIRR
**

L H

TYDGWLMDLQ
TYDGWLMDLQ
TYDGWLLDLQ
TYDGWLLDLQ
TYDGWLLDLQ
TFDGWLLDLQ
YGGWSLDLOM
SYGGWSLDLQ
THSGWLIDLQ
TYDGFQLDLQ
SLuk: skhk

ol
180

M1

RTLYYALNLL
RTLYYALNLL
RTLYYALNLL
RTLYYALNLL
RTLYYALNLL
RTLYYALNLL
TLYYGLNLLI
RTLYYGLNLL
RTLYYGLNLL
RTLYYFFNLI
ko ko k

2 ik
e
240

Figura 1. Alineacién de las secuencias de proteinas del receptor aZnACh

de diferentes especies.

En la alineacion se representan los aminodcidos totalmente conservados (%), las cisteinas
() que forman los enlaces disulfuro en el sitio de unién y los sitios putativos de glicosila-
cion (@). Las lineas indican el péptido sefal, los bucles del sitio de unién de la ACh (A, B,
C,D, EyF), el canal i6nico del neurotransmisor o Cys-loop y el inicio de la region trans-
membrana M1. Las dreas sombreadas de la secuencia del receptor a7nACh de O. mykiss
muestran el dominio de los canales i6nicos de unién al ligando (en color naranja) y el
inicio de la region transmembrana de canales idnicos (en color gris claro).
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Esox lucius
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Haplochromis burtoni
Takifugu rubripes
Danio rerio
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Danio rerio

Homo sapiens

Mus musculus

Gallus gallus
Periplaneta americana

M1

M2

IPCVLLSSMT
IPCVLLSSMT
IPCVLLSSMT
IPCVLLSSMT
IPCVLLSSMT
IPCVLLSSMT
PCVLISALAL
IPCVLISALA
IPCVLISGLA
VPCVLIASMA

M3

STMIIVGMSV
STMIIVGMSV
SIMIIVGMSV
SIMIIVGMSV
SIMIIVGMSV
SIMIIVGMSV
TMIIVGLSVV
STMIIVGLSV
SIMVIVGLSV
CIMFMVASSV

Kk oak, k%

|
CAPHLRRCSS
CAPNLRRCSS
CAPHLRRCSS
CAPHLRRCSS
CAPHLRRCSS
CAPHLRRCSS
QHK--QRRCS
CQHK-—-PRRC
CKYSYPKHHP
LOMRELELKE

.
370

HAQSSANNNG
HAQSSANNNG
Q—-TSANNNG
QAQTSANNNG
HAQSSANNNG
QT-NSANNNG
————PASNGN

——-DDFRHHTG
*

LLIFLLPADS
LLIFVLPADS
LLIFVLPADS
LLIFVLPADS
LLIFVLPADS
LLIFLLPADS
LVFLLPADSG
LLVFLLPADS
LLVFLLPADS
VLGFTLPPDS
sk K kk kK

IATTVVLQYH
IATTVVLQYH
IATVVVLQYH
IATVVVLQYH
VATVVVLQYH
IATVVVLQYH
VTVIVLQYHH
VVTVIVLRYH
VVTVLVLQFH
VSTILILNYH

* fo¥g ik

SSQSGSIANP
SSQSGSIPNP
GSQSGSIPNP
GSQSGSIPNP
GSQSGSIPNP
GSQSGSLPNA
LASVEMSAVG
SLASVELSAG
SLKNTEMNVL
RSSKSLLANV

NLLYIGFQNL
NLLYIGFQONL
NLLYMGFPSI
NLLYMGFQSM
NLVYLGFQSV
NLLYIGFSSL
LLYIGFRGLD
NLLYIGFRGL
NMIYS-YHTM
TLQTSAAGFL

260

GERISLGITV
GEKISLGITV
GEKISLGITV
GEKISLGITI
GERISLGITV
GERISLGITV
EKISLGITVL
GEKISLGITV
GEKISLGITV
GEKLSLGVTI

Kokk g kkk gk

LLSLTVFMLL
LLSLTVFMLL
LLSLTVFMLL
LLSLTVFMLL
LLSLTVFMLL
LLSLTVFMLL
LSLTVFMLLV
LLSLTVFMLL
LLSLTVFMLL
LLSLTVFLNM

KkkkkkKky o

270

HHDPNGGQMP
HHDPNGGQMP
HHDPNGGHMP
HHDPTGGKMP
HHDPNGGNMP
HHDPNGGNMP
HDPDGGKMPK
HHDPDGGKMP

KWVNVVLLOW
KWVNVVLLQW
KWVRLVLLQW
KWVRLVLLQW
KWVQLVLLQW
KWVQLVLLQW
WTRVILLNWC
KWTRIILLNW
HHDPQAGKMP RWVRVILLNW
HRNADTHEMS PWIKTIFLHW

*es * * sakek

280

VAEIMPATSD
VAEIMPATSD
VAEIMPATSD
VAEIMPATSD
VAEIMPATSD
VAEIMPATSD
AEIMPATSDS
VAEIMPATSD
VAEIMPATSD
VAETMPATSD
Kk KAk KAK

290

VAWFLRMKRP
VAWFLRMKRP
VAWFLRMKRP
VAWFLRMKRP
VAWFLRMKRP
VAWFLRMKRP
AWFLRMKRPG
CAWFLRMKRP
CAWFLRMKKP
LPCILRMSRP

kKK ok

.-

350

HPONTLVPLQA
HPQNLPPLQA
HPQNLTPLQT
HPQNLAPLQT
HPQGLAPLQP
HPQSLLQAAA

M3

SIPLIGQYFA
SIPLIGQYFA
SVPLIGQYFA
SVPLIGQYFA
SVPLIGQYFA
SIPLIGQYFA
VPLIAQYFAS
SVPLIAQYFA
SVPLIAQYFA

AVPLLGTYFN

sakKy **

B |
300
GESDDPERPP
GESDDPERPP
GENDDPERPP
GESDDPERPP
GEKDSPERPP
GESEDPERPP
E--DKVRPAC
GE--DKVRPA
GE--NIKPLS
GGEPDASRRN

GPQHLGHPHL
GPLHAGHPHL
GPLHAGHPHL
GPLHAGHPHL
GGLHAGQPHV
AAGHTHHLHN

DDPP---LLP
DDPP---LLP
EDSS---VLS
DDPS VLP
EDSA---GLP
DEASPPALLA

DHIQNYSISA
EHIPRNSISA
EPVQRNNISV
ESIQRNNISA
EPIQRNNIST
DSVQRNSMSG

GPRPTVVSPP

420

RVAGSPPPHL
RVAGSPPPHL
RVAGSPPPHL
RVAGSPPPHL
RVAGSPPPHL
VVGSSPPPHL

GVH
EGMH

ENPC
RGAH

Figura 1(continuacidn). Alineacién de las secuencias de proteinas del receptor
a7nACh de diferentes especies.

En la alineacion se representan los aminodcidos totalmente conservados (%) y los sitios

putativos de fosforilacién (M). Las lineas indican la continuacién de la region transmem-

brana M1 y las regiones M2 y M3. Las areas sombreadas de la secuencia del receptor

a7nACh de O. mykiss muestran la region transmembrana de canales idnicos

(en color gris claro).

221



| ]

Oncorhynchus mykiss PPPFCSPPPP PTPNADTVGC PSTISSGGVF GMGGGG--QY SAGRIGDPQL QAILEEVRYM
Esox lucius PPQFCSSSPP PTVNADTVGC PSTVSSGGGE GMGAGG-—-QC SSGVIGDPQL QAILEEVRYM

Poecilia reticulata PSQFCSSPPP PTPNMDTVGC PSTVSSGGGF GGGPG---GC STSVMGDPQL QAILEEVRYM
Haplochromis burtoni PSQFCSSPPP PTPNVETVGC PSTVSSGGGF GGGAGGLGGC STVGMGDPQL QAILEEVRYM
Takifugu rubripes PSQFCSSPPP PASNMDT-GC PSTVSSGGGF GGGGGGLGGC SASAVGDPQL HAILEEVRFV

Danio rerio PSQFCSPPPP PTPNLEATGC PSTVSGGGGG CSCSG———-- ~TSGGGDPQL QAILEEVRYV
Homo sapiens ---CVPTPDS GVVCGRMACS PTHDEHLLHG GDPDLA KILEEVRYIA
Mus musculus —---CAPTPD SGVVCGRLAC SPTHDEHLMH -GDPDL AKILEEVRYI
Gallus gallus LGSKSGKITC PLSEDNEHVQ -TIPVI VKILEEVQFI
Periplaneta americana ~THHEDGGGG GGTLLHGGGG GSSCLG---— ———--— PHREL TLILKELRVI
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Oncorhynchus mykisS ADRFREQDET ESVADQWKFA AAVIDRLCLV AFSVENIICT IAILMSAPNF VEAASKDFF

Esox lucius ADRFREQDET ESTADQWKFA ASVIDRLCLV AFSVFNIICT IATLMSAPNF VEAASKDFF

Poecilia reticulata ADRFREQDET ESMADQWKFA GAVIDRLCLV AFSVFNIICT ISILMSAPNF VDAISKDFV

Haplochromis burtoni ADRFREQDET ESMAEQWKFA GAVIDRLCLV AFSVFNLICT ISILMSAPNE ADALSKDEV

Takifugu rubripes ADRFREQDEV SGAADQWKFA GAVIDRLCLV AFSVFNIICT ISILMSAPNF VEAISKDFV

Danio rerio  ADRFRGQDEN ESVTEQWKFA AAVIDRLCLV AFSVFNIICT ISILMSAPNF VEAVSKDFI

Homo sapiens NRFRCQODESE AVCSEWKFAA CVVDRLCLMA FSVFTIICTI GILMSAPNFV EAVSKDFA.

Mus musculus ANRFRCQDES EVICSEWKFA ACVVDRLCLM AFSVFTIICT IGILMSAPNF VEAVSKDFA

Gallus gallus AMRFRKQDEG EEICSEWKFA AAVIDRLCLV AFTLFAIICT FTILMSAPNF IEAVSKDFT

Periplaneta americana TDKLRKEDEA AEVTNDWKFA AMVVDRLCLI IFTLFTVIAT IAVLFSAPHI IVT-——-—-
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Figura 1(continuacién). Alineacién de las secuencias de proteinas del receptor
o7nACh de diferentes especies.
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En la alineacion se representan los aminoacidos totalmente conservados (%) y los sitios
putativos de fosforilacion (M). La linea indica la regién transmembrana M4. Las dreas
sombreadas de la secuencia del receptor a7nACh de O. mykiss muestran la region trans-
membrana de canales i6nicos (en color gris claro).
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Figura 2. Unién de la a-BTX en macréfagos de ratén.

A) Gréfico representativo de citometria de flujo de la unién de la a-BTX por macroéfagos

de ratén (J774A.1). Las células fueron incubadas con 100 uM de ACh durante 20 min pre-

vio a la adicién de 1,5 pg/ml a-BTX-FITC durante 1 h. B) Imdgenes de microscopia con-

focal de la unién de a-BTX en la membrana de macrofagos de raton. Las células fueron
incubadas con 1,5 ug/ml of a-BTX-FITC durante 1 h. (i) Células control, (ii) Células con
a-BTX-FITC.
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Figura 3. Analisis de expresién génica en células HKM estimuladas con
NICy a-BTX previo a la estimulacion con LPS.

Las células fueron cultivadas con 1,5 pg/ml de a-BTX durante 30 min, posteriormente se

agreg6 100 uM de NIC durante 20 min y finalmente se afiadié 10 pg/ml de LPS durante

12 h. La expresion génica fue analizada a través de Q-PCR. Los valores representan el pro-

medio y la desviacion estandar (n = 4). Las diferencias significativas fueron analizadas uti-

lizando ANOVA de una via seguido por el test de Tukey, respecto al control: ¥, p< 0,05;
**, p< 0,01; **%, p< 0,001.
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Anexo 2

Nanoparticulas proteicas como
plataforma de entrega de
inmunoestimulantes para peces







Secuencia

Nomero de acceso

Gen Nombre del cebador
Factor de elongacién 1 a om_EF1
Factor de necrosis lumoral a om_TNF-a
Interleuquina 1 B om_IL-1B
Interleuquina 8 om_IL-8
Ciclooxigenasa 2 om_COX-2
Melaloproteinasa de la matriz 9 om_MMP9
S dela ion de citoquinas 3 om_SOCS3

P

For_CAAGGATATCCGTCGTGGCA
Rev_ACAGCGAAACGACCAAGAGG
For_CGCTGACACAGTGCAGTGGA
Rev_TCCCCGATGGAGTCCGAATA
For_GGAGGCAGCAGCTACCACAAA
Rev_CCGATTTGGAGCAGGACAGG
For_AGAATGTCAGCCAGCCTTGT
Rev_TCTCAGACTCATCCCCTCAGT
For_TACCAAGCAGATCGCTGGAC
Rev_GCGTATGGCTTCATGGAGAA
For_TTCCAATTCAAGGGCAACTC
Rev_TCAGCCCCCACAGTTAAGAG
For_AACARCACAAGATATCAAGCTCAAG
Rev_GAAGGTCTTGTAACGGTGAGGCAG

NM_001124339.1
NM_001124357.1
NM_001124347.2
AJ279069

NM_001124348.1
NM_001124370.1

AM748723.1

Tabla 1. Cebadores especificos de trucha arcoiris para Q-PCR.
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Anexo 4

Citoquinas recombinantes

nanoestructuradas como candidatas para
inmunoestimulantes de peces







Gen

Nombre del cebador

Secuencias

Numero de acceso

Factor de elongacion 1 a

Faclor de necrosis tumoral a
Interleuquina &

Interleuquina 1

Interleuquina 8

Ciclooxigenasa 2

Supresor de la senalizacion de ciloquinas 3
Metaloproteinasa de la matriz 9
Catelicidina 1

Cluster de diferenciacion 4
Cluster de diferenciacion 8 alpha
Cluster de diferenciacion 11b

Cluster de diferenciacion 209

Complejo mayor de histocompatibilidad, clase |

om_EF1
om_TNFa
om_IL-6
om_IL-18
om_IL-8
om_COX-2
om_SOCS3
om_MMP3
om_CAMP1
om_CD4
om_CD8a
om_CD11b
om_CD209

om_MHCI

For_CAAGGATATCCGTCGTGGCA
Rev_ACAGCGAAACGACCAAGAGG
For_CGCTGACACAGTGCAGTGGA
Rev_TCCCCGATGGAGTCCGAATA
For_TTTCAGAAGCCCGTGGAAGAGA
Rev_TCTTTGACCAGCCCTAATCAGCA
For_GGAGGCAGCAGCTACCACAAA
Rev_CCGATTTGGAGCAGGACAGG
For_AGAATGTCAGCCAGCCTTGT
Rev_TCTCAGACTCATCCCCTCAGT
For_TACCAAGCAGATCGCTGGAC
Rev_GCGTATGGCTTCATGGAGAA
For_AACAACACAAGATATCAAGCTCAAG
Rev_GAAGGTCTTGTAACGGTGAGGCAG
For_TTCCAATTCAAGGGCAACTC
Rev_TCAGCCCCCACAGTTAAGAG
For_GGCTGACCTTCCCCATACAG
Rev_CAGGTTGTTGCTTGCCTCC
For_CATTAGCCTGGGTGGTCAAT
Rev_CCCTTTCTTTGACAGGGAGA
For_ACACCAATGACCACAACCATAGAG
Rev_GGGTCCACCTTTCCCACTTT
For_CCATAGACAAACATTGGCAGTAGA
Rev_TGCTAAAAATCCAACACAACACA
For_ATGGAGGAGGTAGAGAACTATACC
Rev_CGTCTAGCCGAATGGCATCCAT
For_CCCAGTGGAGTCATGGTGTT
Rev_ACTGTCAGGTGGGTGCTTTT

NM_001124339.1
NM_001124357.1
NM_001124657.1
NM_001124347.2
AJ279069
NM_001124348.1
AM748723.1
NM_001124370.1
NM_001124480.1
AY973028
AF178054
AM713180.2
NM_001124633.1

ABO12064.1

Tabla 1. Cebadores especificos de trucha arcoiris para la clonacién de CCL4
y Q-PCR.
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Figura 1. Andlisis de expresién génica en células HKM estimuladas
con iRFP-H6C, LPS y CCL4¢!,

Las células fueron cultivadas con 10 pg/ml de iRFP-H6, 10 pg/ml de LPS y 0,01, 0,1
y 1 pg/ml de CCL4“! durante 12 h. La expresion génica fue analizada a través de Q-PCR.
Los valores representan el promedio y la desviacion estandar (n = 4). Las diferencias signi-
ficativas fueron analizadas utilizando ANOVA de una via seguido del test de Tukey, res-
pecto al LPS: ¥, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001 y a iRFP-H6: a, p<0,001, b, p<0,05.
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Figura 2. Intensidad media de fluorescencia (IMF) de los ensayos de fagocitosis
de los cuerpos de inclusion.

Dosis respuesta en A) ZFL y B) HKM. Las células fueron incubadas con 5 a 20 pg/ml de
TNFa“ y CCL4“ durante 12 h. Los datos representan el promedio y la desviacién estan-
dar (n = 3). Las diferencias fueron analizadas por ANOVA de una via y luego con el test
de Tukey, respecto al control: a, p<0,0001, b, p<0,01, ¢, p<0,05, entre dosis: ***, p<0,0001,
**, p<0,01, *, p<0,05.
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Figura 3. Andlisis de expresién génica en bazo y riiién anterior después de una
estimulacion in vivo con TNFaC..

Truchas arcoiris fueron inyectadas i.p. con TNFa“ y luego de 48, 72 y 96 h despues de la
inyeccion fueron diseccionados el bazo (barras negras) y el rifion anterior (barras grises).
La expresion génica fue analizada a través de Q-PCR. Los valores representan el promedio
y la desviacion estandar (n = 4). Las diferencias significativas fueron analizadas utilizando
ANOVA de una via seguido del test de Tukey, respecto al control: *, p<0,05; **, p<0,01;
% p<0,001.
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Cl Dosis (ug) RPS (%)
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Figura 4. Superviviencia del pez cebra después de una inyeccion i.p. de TNFa¢l,
CCL4¢ e iRFP-H6C'y posterior desafio con P. aeruginosa.

A) Porcentaje de supervivencia relativo (RPS). B) El pez cebra fue inyectado i.p. con
TNFa, CCL4“" e iRFP-H6 y desafiado con P. aeruginosa PAO1 (LDso) (4x107 ufc/dosis)
(n =15). Las dosis de TNFa® e iRFP-H6! fueron de 150 pg y de 75 pg para CCL4“.. Peces
no tratados fueron inyectados con PAO1 (LDso) y usados como control de mortalidad. Las

diferencias significativas fueron analizadas utilizando la prueba Log-rank:
*, p<0,01; ***, p<0,0001.
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Figura 5. Analisis de expresion génica en células HKM estimuladas con TNFa¢,
incubadas en condiciones extremas de pH y temperatura.
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Las células fueron cultivadas con 10 pg/ml de TNFa“ con diferentes tratamientos:
pH (pH 2,5 durante 3 h y luego pH 8 durante 6 h), control de pH (PBS), temperatura
(100 °C durante 30 s) y control de temperatura (PBS). La expresion génica fue analizada a

través de Q-PCR. Los valores representan el promedio y la desviacién estandar

(n = 4). Las diferencias significativas fueron analizadas usando ANOVA de una via

seguido del test de Tukey.



