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1. Acuicultura

Se entiende por Acuicultura «el cultivo de organismos acudticos, incluyendo peces,
moluscos, crustaceos y plantas acudticas, lo cual implica la intervencion del hombre en el
proceso de cria para aumentar produccién, en operaciones como la siembra, la
alimentacion y la proteccion de depredadores, etc.

Aproximadamente el 40% de todo el pescado consumido directamente por los seres
humanos en todo el mundo es actualmente de cria en piscifactorias (FAO 2007). Aunque
la mayoria de la produccion de la acuicultura hasta la fecha ha sido en especies de agua
dulce, la acuicultura marina ha ido creciendo de manera espectacular.

La acuicultura estd alcanzando mundialmente un gran desarrollo, constituyendo el
sector alimentario de mas rdpido crecimiento. Esta tendencia tiene que conservarse o
subir, para mantener los actuales niveles de consumo de productos pesqueros, pues la
demanda de estos productos por la poblaciéon mundial sigue su aumento geométrico
segun previsiones de la FAO, cabiendo destacar que en las Ultimas cuatro décadas la
Union Europea ha registrado un incremento en el consumo de productos pesqueros del
50%. (FAO 2003).

No obstante, la acuicultura no esta exenta de problemas y el méas importante de ellos
y el que mas graves complicaciones causa es el desarrollo de enfermedades infecciosas.
Fallos en el sistema de cultivo, la manipulaciéon y el transporte y, sobre todo, el
confinamiento a altas densidades, generan en los peces situaciones de estrés, provocando
una depresion del sistema inmunitario, lo cual facilita en gran medida el desarrollo de
patologias (Schreck, 1996). Los peces pueden ser infectados por un amplio rango de
parasitos, hongos, bacterias (sobre todo Gram-negativas) y virus (Shao, 2001). Las
patologias de los peces se reconocen cada vez mds como un problema en la produccion y
comercializacion en acuicultura y afectan tanto al desarrollo econdmico como al impacto
socio-economico de este sector en muchos paises (Subasinghe, 2005).

La utilizacién de antibioticos sigue siendo una practica comun para prevenir y tratar
enfermedades infecciosas bacterianas (Smith et al., 1994; Miranda y Zemelman, 2002a),
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aunque se pretende reducir su uso debido a la aparicion cada vez mds frecuente de
resistencias, ademads de los efectos nocivos sobre el medio ambiente (Anderson y Jenny,
1992; Williams et al., 2002) e incluso por dejar residuos peligrosos para los
consumidores de estos pescados (Moats, 1999).

La vacunacion es una alternativa real y una necesidad ligada al desarrollo de la
acuicultura (Evelyn, 1997). Aunque la vacunacion es un método muy eficaz de
prevencion, estd limitada a un nimero reducido de enfermedades, donde los agentes
etioldgicos han sido aislados y caracterizados, y en las que se ha comprobado su eficacia
(Robertsen et al., 1990; Sveinbjernsson y Seljelid, 1994).

Como alternativas al uso de antibidticos y adicional a la vacunacion, se han
desarrollado métodos de inmunoprofilaxis que incluyen la modulacion del sistema
inmunitario mediante el uso de diversas sustancias estimulantes. Un gran niimero de
trabajos demuestran que diversas sustancias, denominadas inmunoestimulantes, son
capaces de estimular la respuesta inmunitaria de los peces. Los inmunoestimulantes
pueden, por si mismos, activar los mecanismos de defensa no especificos o administrados
junto con vacunas activar la defensa inespecifica y elevar la respuesta especifica
(Anderson, 1992). Estos métodos de control de las patologias permiten conseguir una
mayor producciéon con un menor impacto ambiental y una mayor calidad del pescado de
consumo humano (Howgate et al., 1997) y, sobre todo, evitar la aparicion de cepas
resistentes a antibidticos (Serum y Lund, 2002; Miranda y Zemelmen, 2002b). Ademas,
son un método de eleccion para las enfermedades virales y bacterianas para las que no
existen vacunas efectivas (Austin y Austin, 1999).

Un problema asociado a la experimentacion en peces es la elevada variabilidad de
las respuestas, en funcion de la especie y condiciones ambientales en el origen de captura
y/o de mantenimiento (Anderson, 1990; Hedrick, 1998). Frente a estos problemas, la
experimentaciéon in vitro presenta numerosas ventajas, tales como condiciones
controladas y repetitivas, y posibilidad de realizar numerosos ensayos repetitivos y en
tiempos cortos, con una menor variacion individual (Anderson, 1990; Villena, 2003). En
consecuencia, se han desarrollado un nimero considerable de lineas celulares de peces
(Fryer y Lannan, 1994); estas lineas celulares han proporcionado una herramienta muy
util para realizar diversos estudios sobre procesos fisioldgicos importantes como
comunicacion celular (Slarter ef al., 1983) y sistema endocrino (Bols et al., 1995), pero
su uso mas frecuente es en el estudio de las patologias infecciosas de peces (Villena,
2003), no obstante muy pocas lineas celulares han sido establecidas y caracterizadas
como lineas celulares estables (Tapay ef al., 1995; Chen y Wang, 1999; Neumann et al.,
2000; Villena, 2003).

En las ultimas décadas, se han establecido mas de 150 lineas celulares de peces y se
han desarrollado numerosos bioensayos con el fin de reemplazar los test de toxicidad
aguda en peces por ensayos de citotoxicidad (Castafio et al., 2003; Bols et al., 2005;
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Schirmer, 2006), asi como en estudios de fisiologia celular (Wood et al., 1998), efectos
ante infecciones virales y carcinogénesis (Nicholson, 1989) como se ha venido haciendo
en mamiferos (revisado por Villena, 2003).

2. Trucha arco iris

La trucha arco iris, inicialmente denominada Sa/mo gairdneri (Richardson) y ahora
identificada como Oncorhynchus mykiss, (Walbaum, 1792), es una especie originaria de
Norteamérica y fue introducida en Europa en 1882. Pertenece a la clase de los Osteictios,
orden Salmoniformes, familia Salmonidae, género Oncorhynchus. Esta es la variedad
mas frecuente en las piscifactorias, aunque existen otras especies, algunas de caracter
salvaje.

Presenta un cuerpo alargado y esbelto; una marcada linea lateral, ribeteada de rosa
(Fig. 1). El lomo, a ambos costados, y las aletas dorsal y caudal aparecen moteados con
puntos oscuros. La zona ventral es, sin embargo, clara. En la época reproductora, sobre
todo las hembras, adquieren una coloracion muy vistosa. Cabeza pequefia, mandibulas
fuertes, opérculo muy marcado. En los machos la mandibula inferior se va prolongando
con la edad y se curva hacia arriba en forma de gancho. Posee un pliegue sobre la linea
medio-dorsal, a modo de aleta, desprovisto de radios llamado aleta adiposa. Tiene
escamas pequefias y aletas sin radios duros.

Fig. 1.- Dibujo representativo de la morfologia externa de un individuo de
Oncorhynchus mykiss. (Tomado de www.dec.ny.gov/animals/52731.html.
Copyright © 2009 New York State Department of Environmental
Conservation).

Por su buena respuesta al cultivo masivo en cautividad, su alto indice de
supervivencia y por la facilidad de adquisicion de reproductores de calidad y de huevos
obtenidos por sistemas de reproduccion artificial, la trucha arco iris es el principal pez
cultivado en Espana (Tabla 1).

Su cultivo ha dado lugar a un sector econdmicamente estable, de tendencia
exportadora, con margenes estrechos pero innovador y en expansion, aunque en los
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ultimos afios parece haberse frenado la produccion de trucha en Espafia, que habia
alcanzado un maximo en 2001 con 35.384 Tm y que en 2006/07 se vio reducida en casi
10.000 Tm (Tabla 1). La produccién de trucha arco iris en Espafia se concentra
fundamentalmente en el noroeste (Fig. 2).

En mucha menor escala se ha desarrollado el cultivo de otras especies continentales
como son la tenca, en las charcas de Extremadura con una produccion en 2006 de 60,88
Tm y, en menor medida, en Castilla y Ledn (34,10 Tm); el esturion (102,00 Tm) en la
cuenca del Guadalquivir y el cangrejo de las marismas de Huelva (0,4 Tm) (JACUMAR
2009).

Dado que la produccion de especies continentales en general y en particular la de
trucha, sigue en aumento, no solo en Espaifia, sino en todo el mundo, la preocupacion por
las enfermedades infecciosas que afectan a la acuicultura, esta ligada a la motivacion por
conocer la epidemiologia, ecologia, impacto y sobre todo, la profilaxis ante las mismas.
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Fase 1 Fase 2 Fase 4
Origen Grupo Incubacio Fase 3 engorde a
. Total puesta .
del de Especies .. . n/cria Preengorde talla
. produccion € (miles de . .
agua Especies . (miles de (Indv) comercial
Indv) Kg
Esturion (ESP) 3.422.000 153.050 25.000 33.000
Esturion de Siberia 684.022 35.550 60.775
Salmon Atlantico 262.230,7 355 380,7 1.494.629
Trucha comiin y 122.913,2 1.885,1 591,6 5.684.203 158.995,4
marina
Trucha arco iris 65.480.621,2 526.858,5 27.290 58.783.953 25.486.414,2
= - Hucho 2.730
% % Carpa comun 67.723,9 332.800 7.690
g . Tenca 535.811,1 1.572 449.150 38.287,5
E Pez Rojo 4.000 10.000
s Rutilos 200
N Ciprinidos nep 41.200 9,00
A Anguila europea 3.717.944 57.500 461.000
Espinosos 1.000
Samarugo 2.500
2 Cangrejo del 5.400 300,00
8 pacifico
&
5 Cangrejo de pinzas
&} blancas 65290
Total continental 74.302.666,3 717.698,6 29.834,3 66.950.155 26.246.471
Total acuicultura 496.508.693,8 717.698,6 | 85.747,6 1.580.098.123 284.992.167

Tabla 1.- Produccion de acuicultura continental en 2007 en Espafia. Subdireccion General de
Estadistica Agroalimentaria del Ministerio de Medio Ambiente Rural y Marino.
www.mapa.es/es/estadistica/pags/pesquera/acuicultura/produccion.htm

f.y »

25%-30% 10% 6-7% 1%

Fig. 2.- Produccion de trucha arco iris sobre el total nacional en porcentaje
(Fuente: MARM 2007)
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3. Sistema inmunitario de Teleosteos

3.1. Descripcion general

La funcién esencial del sistema inmunitario en todos los vertebrados es la defensa
contra las infecciones. El sistema inmunitario de los peces teledsteos es, en general, muy
similar al de los vertebrados superiores y atn presentando algunas diferencias
importantes respecto a estos, se halla notablemente desarrollado (Newman, 1993). Hay
muchas similitudes en cuanto a los mecanismos celulares (Warr, 1997; Miller et al., 1998)
y en menor medida a las citoquinas e interleuquinas (Secombes et al., 1999a). Asi, la
respuesta inmunitaria de los peces tiene la propiedad de distinguir lo propio de lo extrafio
(Ellis, 1982) y puede ser dividida en dos tipos:

* Inmunidad innata (inespecifica) que comprende una serie de mecanismos
innatos, codificados genéticamente en la linea germinal y que se generan de
forma independiente del contacto con los patégenos. Estos mecanismos son
filogenéticamente antiguos y pueden eliminar patdogenos del organismo y
bloquear su entrada. Hoy en dia se prefiere usar el término innato, ya que,
aunque las respuestas son inespecificas en cuanto a los mecanismos
(fagocitosis, opsonizacion...), si existe una capacidad de discriminacién del
tipo de patdgeno (virus, bacterias, hongos). En peces, al igual que en otros
poiquilotermos, la respuesta innata tiene mayor importancia que la respuesta
especifica (Siwicki et al., 1994; Magnadottir, 2006).

* Inmunidad adquirida (especifica) que es una respuesta inducible que
requiere de la presencia de células linfoides que reaccionan especificamente
contra el antigeno inductor. En esta respuesta interviene un componente
humoral constituido por los anticuerpos que inhiben la adherencia e invasion
de las células por bacterias, neutralizan las toxinas bacterianas y activan el
complemento (Yano, 1996; Ellis, 1999), y un componente celular,
principalmente linfocitos T (Bernstein ef al., 1998).

Ambas implican respuestas humorales y celulares inducidas por agentes extrafios,
tales como agentes infecciosos. En el caso de la inmunidad adquirida el agente extrafio es
reconocido por el/los antigeno/s (Ag) contra el/los que se elabora/n la/s respuesta/s. En el
caso de la inmunidad innata, los agentes extrafios son identificados por los “patrones
moleculares asociados a patégenos” (PAMPs).

Ambos tipos de respuestas inmunitarias estan relacionadas a través de las respuestas
inflamatorias, originadas inicialmente por los mecanismos innatos, pero capaces de
dirigir y regular las respuestas adquiridas. La respuesta inflamatoria es un proceso
complejo que se produce ante una infeccion o dano del tejido e implica el envio
coordinado de componentes sanguineos (plasma y leucocitos) al lugar de la infeccioén o
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lesion (Ellis, 1986).Tras el dafio se produce un aumento de la vascularizacion y
migracion de monocitos/macrofagos y granulocitos hacia la zona donde estas células
aumentan sus actividades enzimaticas y fagociticas para eliminar los agentes patogenos.

En los teledsteos el sistema defensivo celular estd compuesto por subpoblaciones de
leucocitos, que incluyen: a) en la inmunidad adquirida, los linfocitos B y T, y células
presentadoras de antigenos; b) en la inmunidad innata, los granulocitos, los trombocitos,
los macréfagos y células citotoxicas inespecificas, ademas, de otros componentes
incluidos en el sistema reticulo-endotelial (Dalmo ef al., 1997), con capacidad fagocitica,
tales como células endoteliales sinusoidales y células reticulares fagociticas (Press et al.,
1994; Dannevig et al., 1994; Serensen et al., 1998; ).

Un rasgo particular del tejido linfo-hematopoyético de los teledsteos es la presencia
de macrofagos conteniendo pigmentos de color oscuro, principalmente melanina y que se
denominan melanomacrofagos (Meseguer et al., 1994). Estos se agrupan y forman
agregados llamados centros melanomacrofagicos (CMM) en la mayoria de los teledsteos
(Ferguson, 1989; Press et al., 1994). Su nimero y tamafio aumenta en peces
cronicamente enfermos, cuando el catabolismo ha sido excesivo (Ferguson 1989). Sirven
como deposito de los productos finales del metabolismo (ej. los fosfolipidos) y también
de antigenos y material particulado (Herrdez et al., 1986), su funcion exacta no se conoce,
pero ademds de lo mencionado, se sabe que la melanina tiene la capacidad de atrapar los
radicales oxidativos y eso protegeria a los tejidos contra estos productos liberados por
células fagociticas como los neutrofilos. También se encuentran en el rifion e higado y
ocasionalmente en las gonadas y el tiroides (Ferguson, 1989).

En cuanto a los 6rganos y tejidos del sistema inmunitario, en peces teledsteos se
consideran como organos linfoides primarios el timo y el rifion (Ellis, 1988b) y como
secundarios el bazo, el riidbn y componentes de los tejidos linfoides asociados a las
mucosas y al tegumento (Zapata, 1982). Por otra parte, en los teledsteos no hay tejidos
linfoides foliculares, ni centros germinales, y se suele considerar la existencia de tejido
linfo-hematopoyético en los 6rganos linfoides secundarios, consistente en una mezcla de
tejidos linfoide y hematopoyético sin delimitacion clara entre ellos (Zapata y Cooper,
1990; Press et al., 1994).

A lo largo de la historia evolutiva, los organismos menos desarrollados dependen
proporcionalmente mas de las respuestas inespecificas que de las especificas, por lo que
en los peces los mecanismos innatos tiene una gran importancia (Anderson, 1997). Las
mayores diferencias entre la respuesta inmunitaria de los peces teledsteos y la de los
mamiferos estriban en una cinética mas lenta de la respuesta antigeno-especifica, la
presencia predominante de inmunoglobulinas de tipo M (IgM) en los peces que durante
la respuesta secundaria se caracteriza por la ausencia de cambio de Ig y un moderado
incremento en la afinidad de los anticuerpos, aunque también se ha descrito la presencia
de IgD (Kaattari y Piganelli, 1996; Watts ef al., 2001), y en menor grado de los genes de
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la linea germinal para los receptores de las células T y B en los peces (Kaattari, 1992;
Miller et al., 1998). Ademads, particularmente en salmonidos las respuestas humorales
secundarias son muy débiles (Kaattari, 1992).

Al igual que en mamiferos, las respuestas inmunitarias de los peces, especialmente
las adquiridas, estan influenciadas por distintos factores intrinsecos del individuo, tales
como el “background genético”, el ciclo sexual y la edad. No obstante, como otros
vertebrados poiquilotermos, los peces son muy sensibles a cambios estacionales — la
temperatura ambiente ejerce un gran impacto sobre todos los aspectos de sus respuestas
inmunitarias (Zapata et al., 1992; Bly et al., 1997) —y al estrés (Schreck, 1996).

A continuacion se hace una presentacion mds detallada de los principales
componentes del sistema inmunitario de peces teledsteos.

4. Organos linfoides

Los principales 6rganos linfoides en teledsteos son el timo, el rifidn y el bazo (Ellis,
1988b) (Fig. 3). En bazo y rifion se localizan mayoritariamente los macrofagos, que
juegan un papel importante tanto en la inmunidad innata como en la adaptativa.

La carencia de médula d6sea y ganglios linfaticos en los peces teledsteos es una de
las principales diferencias con los mamiferos. Mientras que en mamiferos el tejido
hematopoyético se localiza en el higado fetal, el bazo y la medula dsea de los adultos, en
los teledsteos el tejido linfoide y el hematopoyético, estdn estrechamente ligados
encontrandose ambos tejidos en rifion y bazo, por lo que algunos autores optan por
denominar a los 6rganos que ejercen estas funciones en los peces, como organos linfo-
hematopoyéticos (Zapata, 1982; Zapata y Cooper, 1990).

Estédmago Rinon

N f[ ' / / ?’: //7

/

Corazoén

41'(,)/

Higado  vesicula

biliar Intestino Gdnadas

Ciegos Pil6ricos
Bazo

Fig. 3.- Esquema de la anatomia interna de un teledsteo.
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En el tejido linfo-hematopoyético se encuentran células presentadoras de antigenos
(macréfagos y linfocitos B) y células productoras de anticuerpos (células plasmaticas)
(Zapata y Cooper, 1990). Las sustancias antigénicas son procesadas y presentadas a las
células T iniciando una respuesta especifica (Vallejo et al., 1992a; Stensvag et al., 1995).
La ausencia en peces de tejido linfoide folicular se ha asociado a la falta de cambio de
clase de inmunoglobulinas durante las respuestas inmunitarias secundarias humorales, ya
que solo poseen inmunoglobulinas séricas de tipo M (IgM) y a la debilidad de memoria
inmunologica en los peces (Kaattari, 1992).

4.1. Timo

Es el tnico organo totalmente linfoide en todos los teledsteos y hay muchas pruebas
que indican que es un organo linfoide primario para células T (Razquin et al., 1990;
Bernstein et al., 1998).

El timo es un organo par, bilateral, que aparece en la parte superior interna de las
camaras branquiales por encima del epitelio branquial (Ellis, 1977). Esta formado por
una red de células reticulo-epiteliales entre las que se encuentran células libres,
fundamentalmente timocitos (linfocitos en distintos estadios de maduracién), asi como
melanomacrofagos, células granulares eosinofilas y macréfagos propiamente dichos,
ademads de células mioides (Ferguson, 1989; Castillo et al., 1991; Zapata et al., 1996). Su
localizacion superficial asi como el epitelio simple que lo separa del agua, ha ocasionado
que algunos autores, como Chilmoncyzk (1992), hayan descrito que el timo de teledsteos
posee una cierta vulnerabilidad a infecciones micéticas y bacterianas debida a la entrada
de particulas antigénicas al interior del mismo.

Estudios posteriores como los realizados por Castillo et al., (1998) han demostrado
que en la trucha arco iris, el timo estd claramente protegido durante el desarrollo de la
entrada de sustancias antigénicas del agua y aun cuando estd recubierto por una Unica
capa simple de epitelio faringeo se ha demostrado que es una capa continua sin poros
entre las células.

El timo es el primer 6rgano linfoide que se desarrolla en los peces (Castillo et al.,
1991; Willett et al., 1999); es la fuente mas importante de linfocitos T y al igual que en
mamiferos sufre una regresion con la edad; aunque en muchas especies no parece existir
esta involucion timica, al menos permanente hasta una edad muy avanzada
(Chilmonkzyc, 1992), si se han descrito periodos de involucion estacional seguidos de
fases de recuperacion (Alvarez, 1986).

4.2. Rifon

Es el principal 6rgano hematopoyético en peces 6seos (Bielek; 1981). Consta de dos
partes, una anterior o cefalica (pronefros) con funcion hematopoyética y sitio principal de
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diferenciacion de eritrocitos, granulocitos, linfocitos B y monocitos, y una parte posterior
(mesonefros) con funcidén excretora en la que el tejido hematopoyético se dispone entre
las estructuras del sistema excretor (Ferguson; 1989).

Tanto en el pronefros como en el mesonefros, las células linfoides y
hematopoyéticas se encuentran entre una extensa red de fibras reticulares y células
reticulares formando cordones celulares, que se disponen entre sinusoides sanguineos.
Estos estan revestidos por células endoteliales sinusoidales con capacidad fagocitica
(Ellis, 1988b; Zapata y Cooper, 1990; Meseguer et al., 1990; Press et al., 1994). Ademas
de las células hematopoyéticas, se encuentran un gran numero de macrofagos, centros
melanomacrofagicos y células linfoides en todos sus estados de diferenciacion,
mayoritariamente linfocitos B (Agius y Agbede, 1984; Kaattari e Irwin, 1985; Press ef al.,
1994). Las células endoteliales sinusoidales suponen el principal sistema de filtrado de la
sangre gracias a su capacidad endocitica (Dannevig et al., 1994).

En el rindn anterior o pronefros es en el primer 6rgano en el que aparecen células
portadoras de inmunoglobulinas (Ig+) durante la ontogenia, por lo que se le considera un
organo primario para la diferenciacion de células B (Irwin y Kaattari, 1986). Por esta
caracteristica, por su capacidad hematopoyética y de produccion de células sanguineas, y
por sus caracteristicas ultraestructurales e histoenzimadticas, es considerado como un
organo homoélogo de la médula d6sea de los mamiferos, en el que se producen la
eritropoyesis, granulopoyesis y linfopoyesis (Razquin ef al., 1990).

4.3. Bazo

El bazo es un organo linfoide que contiene menor numero de células
hematopoyéticas y linfoides en comparacion con el rifidon. Estd delimitado por una
capsula fibrosa y el parénquima carece de trabéculas vasculares bien desarrolladas,
especialmente en salmonidos, y no presenta una clara definicion entre pulpa blanca y roja
como en mamiferos (Tischenforrf, 1985; Zapata y Cooper, 1990). La pulpa roja formada
por un entramado de células reticulares entremezcladas con sinusoides y células
hematopoyéticas, incluyendo macréfagos y linfocitos, ocupa la mayor parte y tiene una
funcion eritropoyética y granulopoyética, mientras que la pulpa blanca estd pobremente
desarrollada y contiene elipsoides y grupos de melanomacrofagos (Press y Evensen,
1999). Las células sanguineas en diferenciacion se localizan en cordones celulares, de
estructura semejante a la descrita para el tejido linfo-hematopoyético del rifion,
encontrandose también eritropoyesis en la luz de los sinusoides sanguineos (Alvarez,
1986).

El bazo de peces teledsteos contiene también elipsoides esplénicos, paredes
capilares compuestas por una trama de fibras reticulares donde se encuentran macréfagos.
Las fibras se especializan en atrapar complejos inmunes y antigenos particulados (Vallejo
et al., 1992a), mientras que los macrofagos son altamente fagociticos (Ellis, 1980)
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generalmente de complejos antigeno-anticuerpo o de productos metabdlicos, material que
puede ser retenido durante largos periodos de tiempo y jugar un papel importante en el
fenomeno de memoria inmunolégica.

Estudios ontogénicos en salmon Atlantico (S. salar), carpa (Cyprinus carpio) y trucha
arco iris, sugieren que el bazo no es esencial en la maduraciéon inmunolédgica, ya que
linfocitos del timo y del rifién anterior participan en numerosas funciones inmunologicas
cuando el bazo es todavia rudimentario (Razquin et al., 1990). Sin embargo, bajo
estimulacion antigénica aparecen células productoras de anticuerpos, cuya cinética es
muy parecida a la observada en el rifion anterior (Kaattari e Irwin, 1985; Razquin et al.,
1990).

4.4. MALT

Entre los tejidos linfoides secundarios se encuentra el tejido linfoide asociado a
mucosas, conocido como MALT (“mucosal associated lymphoid tissue”). En peces, el
MALT incluye, segun la mucosa de la que se trate, el GALT (asociado al tracto intestinal)
y el SALT (asociado al tegumento).

El MALT no es un o6rgano linfoide como tal, pero se considera tejido linfoide con
importantes funciones defensivas. En teledsteos el GALT estd formado por tejido
linfoide disperso que coloniza la mucosa del tubo digestivo, conteniendo diversas
poblaciones linfocitarias, macrofagos, células presentadoras de antigenos, diversos tipos
de granulocitos y células granulares eosinofilas. Estas ultimas son especialmente
numerosas en salmonidos (Hart e al., 1988). En cuanto a los linfocitos, se encuentran
células-B, productoras de inmunoglobulinas M secretoras (Rombout et al., 1993,
McMillan y Secombes, 1997, Zapata et al., 2006) que se alojan en la lamina propia y
linfocitos intraepiteliales, principalmente células T (Rombout ef al., 2005, Bernard ef al.,
2006).

5. Sistema inmunitario innato

Los vertebrados poiquilotermos dependen proporcionalmente mas de las respuestas
inmunitarias inespecificas que de las especificas, y los peces dependen en gran medida
del sistema innato, ya que no tienen un sistema especifico con un desarrollo amplio como
en mamiferos (Anderson, 1997; Robertsen, 1999).

Este tipo de respuesta comprende una serie de mecanismos, en los que estan
implicados barreras mecanicas y funcionales del tegumento y las mucosas, expuestas al
contacto con el medio externo, moléculas con actividades antimicrobianas (microbicidas,
citostaticas, antiproteasas, lectinas...) y factores humorales y celulares que median las
respuestas inflamatorias.
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5.1. Barreras mecanicas

La inmunidad innata comienza por las barreras fisicas, tales como los epitelios y el
mucus que los recubre, una mezcla principalmente de glicoproteinas, que impide o
dificulta la penetracion de muchos antigenos y previene la colonizacidon en su superficie
de parasitos, bacterias y hongos (Ourh, 1980).

La producciéon de mucus se ve incrementada ante una infeccion, es una barrera fisica
y quimica ya que contiene lisozima y enzimas proteoliticas que inhiben e impiden la
invasion bacteriana. También el mucus tapiza las paredes del tracto alimentario, que
junto con el pH extremo estomacal y enzimas proteoliticas, sirven de defensa contra
potenciales patdégenos (Shephard, 1994).

5.2. Factores humorales: Moléculas antimicrobianas

Incluyen una serie de factores solubles que pueden formar parte del sistema
inmunitario especifico o inespecifico. Son un conjunto de proteinas y glucoproteinas
presentes en suero, mucus y huevos, con funciones de defensa (Yano, 1996; Kaattari y
Piganelli, 1996). Sus concentraciones aumentan o disminuyen en respuesta a infecciones
o dafios tisulares interviniendo en diferentes procesos de la denominada respuesta de la
fase aguda. En los ultimos afios se les ha dado una mayor importancia y han surgido
algunas revisiones sobre el tema (Yano, 1996; Ellis, 2001).

Los més destacables en la respuesta innata son:

Microbicidas: entre las que se encuentran lisozima, sistema del complemento,
proteina C-reactiva, quitinasas, péptidos antimicrobianos y hemolisinas.

Bacteriostaticos: tales como la transferrina, lectinas y a-precipitina.

Antiproteasas: como la a2-macroglobulina.

Citoquinas: principalmente, el factor de necrosis tumoral (TNF-a), interleuquinas 1
(IL-1B) y 6 (IL-6) y quimioquinas.

En cuanto a los tres primeros grupos, su naturaleza y funciones en la inmunidad
innata de los peces teledsteos han sido objeto de revision por diversos autores como
Yano (1996), Ellis (2001), Magnadottir (2006), Whyte (2007), Goémez y Balcazar (2008)
o Alvarez-Pellitero (2008) entre otros.

En esta Introduccion nos centraremos en aquellos que tienen relacion mas directa
con los objetivos de esta Tesis, como son las citoquinas que median procesos
inflamatorios y que se describen mas exhaustivamente en el apartado 7 de esta
introduccion. Por este motivo, comenzaremos por una breve descripcion de algunos de
estos factores humorales de la respuesta innata, seguida de una revision de la respuesta
inflamatoria en peces teledsteos.
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Lisozima. Se trata de una pequefia proteina catidnica de bajo peso molecular que
cataliza la hidrolisis de los enlaces B-1,4-glicosidicos entre el acido N-acetil murdmico y
la N-acetil glucosamina, presente en la pared celular de bacterias Gram-positivas y otros
microorganismos, de forma que provoca la rotura de la membrana por estrés osmotico
(Alexander, 1985; Ellis, 1990).

La lisozima se ha relacionado generalmente con la resistencia a la infeccion (Yano,
1996) y es considerada como parte del sistema intrinseco de defensa de muchas especies
frente a las infecciones de virus, bacterias y parasitos (Lindsay, 1986; Fast et al., 2002).

Esta enzima se encuentra ampliamente distribuida por el organismo tanto de
vertebrados como invertebrados. En peces teledsteos se ha localizado en suero, mucus,
huevos, células del sistema inmunitario y en algunos tejidos (Sveinbjernsson et al., 1996;
Takemura, 1996; Fast et al., 2002). En suero de trucha arco iris, Grinde (1989) aisl6 dos
formas de lisozima, al menos una de las cuales era capaz de lisar importantes patdgenos

Gram-negativos, como Vibrio anguillarum, Yersinia ruckeri y Aeromonas hydrophila.

Su actividad estd modulada por el sexo, la edad, el estrés o los cambios estacionales,
observandose incrementos durante infecciones o reacciones inflamatorias (Alexander,
1985; Siwicki y Studnicka, 1987).

Sistema del complemento. Complejo de proteinas plasmaticas sintetizadas como

precursores inactivos (pro-enzimas) que se activan en cascada generando numerosos
mediadores de la inflamacion bioldgicamente activos que desembocan en una actividad
viricida y bactericida (Sakai, 1992; Sakai ef al., 1994), actividad frente a parasitos (Woo,
1992) y capacidad de opsonizacion. Su actividad estd afectada por la temperatura, el sexo
y la estacion del afio teniendo una mayor efectividad entre 15 y 25°C (Nonaka et al.,
1981).

Puede ser activado a través de tres vias (Fig. 4), la clasica o dependiente de
anticuerpo, la alternativa o independiente de anticuerpo y actualmente se habla de una
tercera via dependiente de lectina. Se ha descrito la presencia del sistema de
complemento en el mucus de la piel, actuando asi como primera barrera de defensa,
mediante la activacion de alguna de las vias (Lambris, 1993; Sakai, 1992; Holland y
Lambris, 2002).

La activacion de la via clasica se inicia por la interaccion entre el componente C1 y
el complejo antigeno-anticuerpo. La activacion de la via alternativa se produce a través
del componente C3, que es activado por diferentes sustancias como lipopolisacaridos o
polisacaridos de la pared celular de bacterias u hongos entre otros compuestos (Boshra et
al., 2006). En peces teleosteos este componente es capaz de lisar eritrocitos de diferentes
especies y células alogénicas y se conoce la existencia de multiples isoformas del factor
C3 que aumentan la capacidad de reconocer diferentes patdgenos (Sunyer et al., 1997).
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La presencia de ambas vias se ha demostrado en distintas especies, como la trucha
arco iris, la carpa, la tilapia (7ilapia nilotica) y el pez gato (Ictalurus punctatus) (Nonaka
et al., 1981; Matsuyama et al., 1988; Lobb y Hayman, 1989).

La tercera via de activacion requiere la interaccion de lectinas tales como las lectinas
de union a manosa (MBL) y las ficolinas con restos de azucares que se encuentran en la
superficie celular de los microorganismos (Fujita et al., 2004, Boshra et al., 2006).

Via Clasica | Via alternativa | | Via Lectina |
D¢ i de
anticuerpo b Patégenos Unioén

h_ A ?g A Manosa-Lectina
2 Va4 YV~
Anticue{;:cs < > <‘Q < >

=

C3a: Inflamacién
C3b: Opsonizacion

VAL
<IPCV> y Fagocitosis

— D
@ Lisis de
patégenos
A
C5a A A

Superficie celular

Fig. 4.- Esquema de las vias de activacion del complemento en la respuesta innata.
(Modificado de W.B. Saunders Companny 2002)

Proteina C-reactiva. (C-Reactive Protein, CRP). Es una globulina del plasma que

aparece en la fase aguda de muchos procesos infecciosos y a la que se le han atribuido
funciones protectoras; su principal funcion es la de precipitar al lipopolisacarido C
presente en las paredes bacterianas. En peces se encuentra de forma persistente en el
suero pudiendo representar una linea defensiva permanente contra cualquier patdégeno
(Roberts, 1989), también se ha encontrado en huevos y esperma.

La concentracion de CRP ejerce su efecto protector al aumentar la respuesta
inflamatoria frente a toxinas o lipopolisacaridos que son liberados por los agentes
infecciosos y a su vez minimiza la accion de mediadores inflamatorios como el TNF, la
IL-1, y el factor activador de plaquetas (Platelet Activating Factor, PAF) (Du Clos y
Mold, 2001; Gould y Weiser, 2002). Interviene también en la opsonizacion de patdgenos
favoreciendo la fagocitosis, en la presentacion antigénica y en la activacion de la via
clasica del complemento (Mold et al., 1982; Du Clos, 2000).
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Entre los teledsteos se ha detectado en el pez gato (Szalai et al., 1994) y en la trucha
arco iris, en la que se ha demostrado que favorece la accion del complemento y la
fagocitosis, y dificulta el crecimiento bacteriano (Nakanishi ef al., 1991). En presencia de
iones calcio se une a los polisacaridos de paredes bacterianas, fingicas y parasitarias,
causando aglutinacion o precipitacion (Alexander, 1985).

Péptidos Antimicrobianos (AMPs). Los AMPs son pequefios polipéptidos que han

sido identificados como un componente de la respuesta inmunitaria innata tanto en el
reino planta y como en el reino animal (Zasloff, 2002). Son expresados por diversos tipos
celulares como monocitos / macréfagos, neutrofilos, células epiteliales y células cebadas.

En teledsteos, ademas de en 6rganos linfoides, han sido encontrados en mucus (Cole
et al., 1997), higado (Shike et al., 2002) y branquias (Chang ef al., 2005). La mayoria de
estos péptidos son de pequeio tamano (10-46 aminoécidos), de naturaleza catidnica
(carga basica a pH fisioldgico por poseer un elevado niimero de residuos de lisina y
arginina) y anfipaticos. Se introducen en las membranas bioldgicas y lisan un amplio
espectro de agentes patdgenos, como bacterias, virus, hongos y protozoos (Ganz, 2003;
Yang et al., 2004). Por otra parte, pueden desempefiar un papel en la inflamacion y la
modulacion de la respuesta inmunitaria (Mookherjee y Hancock, 2007).

En peces se han identificado varios AMPs como: pleurocidinas, piscidinas,
defensinas, hepcidina y parasina (Shi y Camus, 2006; Huang et al., 2007; Yang et al.,
2007; Falco et al., 2007).

Transferrina. Se han descrito diversas proteinas en peces como transferrina,
ceruloplasmina y metalotionina (Alexander e Ingram, 1992; Yano, 1996; Dalmo et al.,
1997) con capacidad de quelar iones metalicos, especialmente hierro y otros necesarios
para el crecimiento de bacterias, pudiendo tener una funcién importante como
mediadores de la defensa inespecifica.

La transferrina es una glucoproteina transportadora de hierro que aumenta la
resistencia a enfermedades y ha sido la més estudiada en cuanto a su poder defensivo. Es
un competidor para los microorganismos y limita la cantidad de hierro endogeno
necesario para los mismos, y durante la respuesta de la fase aguda se sintetiza en gran
cantidad, actuando como un bacteriostatico (Alexander y Ingran, 1992; Bayne y Gerwick,
2001) y como activador de los macréfagos de teledsteos (Stafford y Belosevic, 2003).

Antiproteasas. En suero y mucus existen algunas antiproteasas, proteinas que
inactivan o destruyen toxinas y se caracterizan por su capacidad para inhibir las proteasas
con las que ciertos agentes infecciosos penetran en el organismo, como A. hydrophila y A.
salmonicida (Ellis, 1987; Zuo y Woo, 1997).En los peces se ha demostrado la existencia
de una proteina andloga a la antiproteasa a-antitripsina (Hjelmeland, 1983) y una

homologa a la a.2-macroglobulina (Starkey et al., 1982).
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Una de las mejor estudiadas, es un andlogo de la a2-macroglobulina de los
mamiferos, la cual neutraliza la actividad proteolitica de una exotoxina de Aeromonas
salmonicida en el suero normal de la trucha arco iris y puede estabilizar los lisosomas de
macrofagos (Ellis, 1981b). Aunque se ha considerado que la a2-macroglobulina no es
una proteina de fase aguda de trucha (Bayne y Gerwick, 2001), si le adjudican un papel
en la defensa inmunitaria frente a bacterias (Freedman, 1991; Bayne et al., 2001).

5.3. Respuesta inflamatoria

La respuesta inflamatoria es comun a todos los vertebrados, incluyendo los peces
(Finn y Nielsen, 1971). Ante una lesion o infeccion se produce el proceso de inflamacion,
que conlleva un aumento de la vascularizacidon y migracioén de granulocitos y macrdofagos
a la zona, donde las células incrementan su actividad enzimética o fagocitica para
eliminar los agentes patdgenos. La inflamacioén puede ser aguda o cronica interviniendo
en este ultimo caso también los linfocitos. Los leucocitos secretan una serie de factores,
aminas vasoactivas como la 5-hidroxitriptamina y citoquinas, que median en el proceso
de la inflamacion. Tras la eliminacion del patogeno se produce la reparacion tisular de la
zona dafada (Fig. 5).

La inflamacién es una respuesta inespecifica que puede ser iniciada por distintos
factores incluyendo parasitos, bacterias o virus, otros agentes como la radiacion y toxinas
quimicas o un dafio tisular. Se caracteriza por (Afonso et al., 1998b):

= Vasodilatacion con un aumento en el flujo sanguineo y la permeabilidad
vascular.

= Migracion de leucocitos a los tejidos

Las infecciones microbianas provocan una respuesta inflamatoria aguda, que incluye
leucopenia, neutrofilia, aumento del nimero de macrdfagos, liberacion de leucocitos
inmaduros, vasodilatacién en organos, y movilizacion de células granulares eosinofilas
(EGCs) (Alvarez et al., 1988; Lamas et al., 1994). Esta respuesta ha sido bien
caracterizada frente a infecciones bacterianas, en las que la respuesta inflamatoria se
desencadena a través de los receptores del sistema inmunitario innato, como los
receptores TLRs (toll-like receptors) o los receptores NOD (nucleotide-binding
oligomerization-domain protein) (NLRs) (Barton, 2008). Este reconocimiento inicial de
la infeccion es mediado por los macréfagos residentes en los tejidos y las células cebadas,
lo que lleva a la produccion de una variedad de mediadores de la inflamacién, como
quimioquinas, citoquinas, aminas vasodilatadoras, eicosanoides y toda una cascada de
productos proteoliticos.

Los neutréfilos son las primeras células que migran a los tejidos y se pueden
observar con frecuencia en las lesiones inflamatorias (Tizard, 1992) por lo que una
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neutrofilia puede ser un signo de las primeras fases de inflamacion aguda (Lamas y Ellis,
1994).

El nimero de monocitos en sangre se eleva y los macrofagos migran a la zona
inflamada tras los neutrdfilos (Afonso er al., 1998b), donde fagocitan los desechos
celulares del tejido dafiado y restos de eritrocitos y neutrofilos degenerados. En trucha
arco iris se ha especulado que los macréfagos adquieren mieloperoxidasa y glucogeno de
los neutrofilos fagocitados, probablemente como medio para aumentar su capacidad
bactericida (Afonso et al., 1998a).

La liberacion de sustancias vasoactivas, como la 5-hidroxitriptamina, parece estar
relacionada con la desgranulacion de las EGCs y la presencia de trombocitos. Estas
sustancias, junto con la liberacion de IL-1 por los macréfagos, producen un efecto
quimiotactico para otros leucocitos, que son atraidos desde la sangre o tejidos cercanos
hacia el lugar de la infeccion microbiana o el dafio tisular, formédndose un conglomerado
de moléculas y células que median en el desarrollo del proceso inflamatorio (Ellis, 1986;
Lamas et al., 1994; Dalmo et al., 1997).

Los linfocitos estdn menos asociados con lesiones inflamatorias excepto que esté
involucrada una respuesta inmunitaria mediada por células. Si el proceso inflamatorio no
es efectivo para neutralizar la causa del dafio o si el dafio tisular contintia, puede ocurrir
un encapsulamiento o enquistamiento en el drea, que se acompafa por depositos de fibras
de colageno, calcio y pigmentacion (Ferguson, 1989).

Induccion
Dafio tisular
Infecciones bacterianas, viricas y otros parasitos
Necrosis, tumores...

— ™~

Reacciones Locales Reacciones Sistémicas
«Vasodilatacién, incremento del flujo sanguineo »IL-1, IL-6,TNF-a » «Fiebre y dolor

y la permeabilidad vascular » Prostaglandinas » Leucocitosis
«Agregacion plaquetaria y formacion de coagulos » Histamina > «Incremento de la secrecién de algunas hormonas
«Acumulacién de neutréfilos y macréfagos » Serotonina > «Activacion del complemento y cascadas de coagulacion
«Liberacién de proteasas y otras enzimas . «Disminucion de hierro y zinc en suero

lisososmales »Quimioquinas > «Transferencia de aminoacidos del musculo al higado
*Formacién de mediadores «Incremento de la sintesis y secrecion de proteinas de
Estimulacion de fibroblastos fase aguda

\ Respuesta Inflamatoria /

en Fase aguda
e ~

| Muerte celular y necrosis | | Procesos de reparacion |

Fig. 5.- Diagrama del proceso de induccion y desarrollo de la respuesta inflamatoria en fase
aguda (modificado de Bayne y Gerwick, 2001).
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En mamiferos la respuesta inflamatoria da lugar a una cascada de citoquinas a través
de TNF-a, seguido de la produccion de IL-1B y luego de IL-6 (Titus et al., 1991);
estudios in vitro han demostrado en peces la expresion en macroéfagos de TNF y IL-1 tras
la estimulacion con LPS (Zou et al., 2000; Saeij et al., 2003). Posteriormente a estas
citoquinas, son liberados potentes quimioatrayentes que inducen la migraciéon de los
neutrofilos y macrofagos al lugar de la infeccion, de ahi que se les llame quimioquinas.
Tras la llegada de los neutrofilos y posteriormente de los monocitos/macréfagos,
comienza la actividad fagocitica de los mismos.

Por tanto la inflamacién constituye una respuesta primaria del organismo como
mecanismo de defensa. La respuesta aguda inflamatoria ocurre a través de reacciones
celulares mediadas por factores quimicos tales como las citoquinas, quimioquinas,
prostaglandinas, 6xido nitrico (NO) y otros metabolitos reactivos del oxigeno (ROS), que
se producen en respuesta al estimulo pro-inflamatorio (Ajuebor ef al., 1999). Tres grupos
principales de citoquinas son las que intervienen: las llamadas citoquinas pro-
inflamatorias, TNF-a, IL-1B y IL-6, quimioquinas (CXCLS8, CCL2 y CCL3) y citoquinas
anti-inflamatorias (IL-4, IL-10, IL-13 y TGF-B) (Dinarello, 1997).

Muchos mediadores inflamatorios, como las proteinas de fase aguda (APP, acute
phase proteins) (Bayne y Gerwick, 2001; Gerwick et al., 2002), las quimioquinas
(Magnadottir, 2006; Sanchez et al., 2007) y factores del complemento, incluyendo
diferentes isoformas de C3/4/5, han sido descritos en peces (Secombes et al., 2001;
Magnadottir, 2006; Boshra et al., 2006). En los ultimos afios también se han aislado y
estudiado mas detenidamente las citoquinas pro-inflamatorias como el TNF-a y IL-18
(Lindestrom et al., 2004; Sigh et al., 2004; Bridle ef al., 2006).

5.4. Componente Celular

En la respuesta celular inespecifica intervienen células fagociticas, principalmente
del sistema monocito-macréfago, granulocitos heterdfilos  (neutrédfilos) y
melanomacrofagos (Wolke, 1992; Secombes, 1996), células con actividad pro-
inflamatoria, como trombocitos, granulocitos acidéfilos y baséfilos (Ainsworth, 1992)
EGCs y células productoras de péptidos antimicrobianos (Sveinbjornsson et al., 1996) y
células con actividad citotoxica natural (NCCs) (Evans et al., 2001) semejantes a las
cé¢lulas NK (Natural Killer) de mamiferos.

A continuacion se describen las caracteristicas de los tres tipos de leucocitos y de las
EGCs, cuya participacion en las respuestas inflamatorias mejor se han caracterizado.

5.4.1. Granulocitos

La clasificacion y nomenclatura de estas cé€lulas, caracterizadas por la presencia de
granulos en su citoplasma, ha sido muy controvertida por la gran variacion existente
entre las distintas especies piscicolas y por los continuos intentos de asemejarlos a los
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granulocitos de mamiferos, que se dividen en neutrofilos, eosindfilos (acidéfilos) y
basofilos, segtn la tincion de sus granulos (Hine, 1992).

En algunos teledsteos han sido descritos granulocitos acidofilos y basoéfilos en
sangre periférica ademas de neutrofilos aunque son poco abundantes y han sido poco
estudiados, en otras especies sin embargo, solo se han encontrado neutréfilos (Ellis, 1977;
Ainsworth, 1992).

Los neutréfilos son los granulocitos defensivos por excelencia en peces (Ainsworth,
1992) y al igual que los macrdéfagos, los neutréfilos son moéviles y fagociticamente
activos, su citoplasma contiene granulos donde se almacenan moléculas con actividad
antimicrobiana como potentes enzimas degradativas tales como proteasas, nucleasas,
fosfatasas, esterasas y lipasas entre otras (Lamas y Ellis, 1994; Neumann et al., 2001);
por lo tanto su funcidn primaria seria la lisis extracelular por secrecion de estas enzimas y
otras sustancias antimicrobianas. Ademads tienen patrones de quimiotaxis y adherencia
similares a los de los macrofagos y también poseen capacidad para generar radicales
oxidativos produciendo graves dafos tisulares por liberacion de estos radicales libres del
oxigeno (Tizard, 1992).

5.4.2. Monocitos / Macrofagos

Los monocitos son células presentes en la circulacion sanguinea que se diferencian a
macrofagos cuando se establecen en los tejidos. En sangre de peces su porcentaje es muy
bajo con respecto al total de leucocitos, son moviles, fagociticos y normalmente de
mayor tamafio que los leucocitos.

Los macrofagos constituyen la principal célula fagocitica en los peces; poseen la
capacidad de fagocitar material extrafio, inerte o antigénico, asi como restos celulares
resultantes de la respuesta inflamatoria u otros procesos degenerativos (MacArthur y
Fletcher, 1985; Blazer, 1991; Enane ef al., 1993). También tienen funciones basadas en
la produccion y secrecion de moléculas reguladoras incluyendo enzimas, péptidos
antimicrobianos y factores quimiotacticos, secrecion de citoquinas e interleuquinas asi
como especies reactivas del oxigeno y del nitrogeno (Secombes y Flecher, 1992; Jang et
al., 1995; Ganassim y Bols, 1998; Neumann et al., 2000). Durante la fagocitosis, los
macrofagos estimulados producen y liberan diferentes radicales libres oxidativos de
oxigeno y de nitrogeno (Reactive Nitrogen Species, RNS) con gran capacidad
microbicida durante el denominado proceso de explosion respiratoria (Secombes et al.,
1988; Secombes y Flecher, 1992; Secombes, 1994; Neumann et al., 1995).

Por otra parte, los macrofagos participan en la respuesta especifica como
importantes células accesorias en la iniciacion y en la regulacion de la inmunidad, ya que
reconocen y procesan el antigeno y secretan factores solubles que desencadenan la
activacion de los linfocitos (Vallejo et al., 1992a; Ellsaesser y Clem, 1994). Los
antigenos fagocitados, asi como el material inerte, son transportados a los centros
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melanomacrofagicos, donde se producen las interacciones con las células responsables de
la respuesta especifica (Vallejo et al., 1992b; Press et al., 1995).

La actividad de los macréfagos puede ser modulada por factores endoégenos o
exogenos induciendo una activacion o inhibicion de algunas de sus funciones (Secombes
y Flecher, 1992; Secombes, 1994; Serensen et al., 1997), sustancias exdgenas como
lipopolisacaridos, glucanos, citoquinas, Levamisol, algunas vitaminas, hormonas y otros
inmunopotenciadores (Robertsen et al., 1990; Kajita et al., 1992; Secombes, 1994)
pueden afectar a la produccion de metabolitos toxicos, a la fagocitosis y a la produccion
y secrecion de enzimas lisosomales.

Los melanomacréfagos aparecen en todos los grupos de peces; en teledsteos se
encuentran fundamentalmente en los drganos linfoides, rifion y bazo, normalmente
asociados a los vasos sanguineos pudiendo estar encapsulados, total o parcialmente
(Herrdez y Zapata, 1986; Meseguer et al., 1994). Se trata de macrofagos que contiene
diversas inclusiones en su citoplasma como lipofucsina, hemosiderina y sobre todo
melanina (Agius, 1985) y también granulos con actividad fosfatasa acida y alcalina
(Herrdez y Zapata, 1991; Meseguer et al., 1994). Tienen una funcidon defensiva como
centros de limpieza de materiales endogenos y exogenos para su destruccion,
detoxificacion y reciclaje (Vogelbein et al., 1987) y participan en el catabolismo y
procesamiento de antigenos (Agius, 1985) y en el metabolismo del hierro (Herrdez y
Zapata, 1991; Meseguer et al., 1994). La melanina que acumulan parece tener un papel
importante en la absorcion de radicales libres y cationes producidos durante los procesos
de oxidacion-reduccion y cierta capacidad bactericida asociada a la peroxidasa.

Pueden agruparse formando los denominados centros melanomacrofagicos, (CMMs)
que aparecen en los 6rganos linfoides de teledsteos a excepcion de algunos grupos como
los salménidos (Agius, 1985; Zapata y Cooper, 1990).

5.4.3. Células granulares eosindfilas (EGCs)

Las EGCs se han descrito en intestino, branquias, piel, meninges, alrededor de los
principales vasos sanguineos de salmonidos y en exudado peritoneal (Powel ef al., 1990;
Lamas et al., 1991). Por sus caracteristicas funcionales, histoquimicas y de tincion han
sido comparadas con células cebadas de mamiferos (Flafio ef al., 1997; Reite, 1998). Las
EGCs tienen capacidad migratoria, estan presentes en reacciones de hipersensibilidad y
responden a estimulos nocivos (Lamas et al., 1991; Flafio et al., 1996; Reite, 1997). Estas
células contienen numerosos granulos eosindfilos y su funcion parece estar relacionada
con la defensa frente a dafos tisulares, aunque se ha postulado que pueden estar
implicadas en los mecanismos de defensa dado que se ha observado una desgranulacion
de las mismas tras inocular ciertos agentes como Aeromonas salmonicida (Ellis, 1985).
Su niimero aumenta tras una infeccion parasitaria (Sharp et al., 1989) y se localizan
frecuentemente alrededor de vasos sanguineos asociados a la pared del intestino
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(Blackstock y Pickering, 1980). Mas recientemente se ha demostrado que estas células
poseen péptidos antimicrobianos en sus granulos (Silphaduang y Noga, 2001).

5.4.4. Células citotoxicas naturales (NCC)

En los peces teledsteos se ha encontrado este tipo de células en el pronefros, el bazo,
la sangre periférica y el timo. Se cree que estas células son analogas a las células NK de
mamiferos (Evans et al, 1984) y que ejercen su misma funcién de citotoxicidad
inespecifica frente a diferentes células diana sin discriminacion antigénica.

Son un importante mecanismo de la repuesta inmunitaria inespecifica frente a
infecciones por virus, bacterias y parasitos (Nakanishi et al., 1999; Greenlee et al., 1991;
Jaso-Friedmann et al., 2001; Evans et al., 2001). Pueden lisar un amplio espectro de
células tumorales, células infectadas por virus o por parasitos protozoarios (Evans y Jaso-
Friedmann, 1992). Para la citolisis se requiere el contacto célula a célula (Secombes,
1996) y se han descrito en su membrana moléculas asociadas al reconocimiento de
células diana (Jaso-Friedmann et al., 1994; Cuesta et al., 1999).

Participan en la inmunidad liberando citoquinas que interaccionan con los productos
bacterianos facilitando y aumentando la respuesta inflamatoria en el lugar de la infeccion
(Graves et al., 1985a y b). Las células citotoxicas colaboran con otros efectores de la
respuesta inmunitaria inespecifica (fagocitos, etc.) proporcionando resistencia innata
durante la respuesta aguda de estrés (Jaso-Friedmann et al., 2001).

5.5. Receptores para el reconocimiento de patogenos

La inmunidad innata estd basada en la deteccion de productos o moléculas
microbianas conservadas en el tiempo. Los macrofagos poseen receptores de diferente
tipo que hacen posible este fendmeno de reconocimiento, destacando:

= Receptores Fc (FcRI y FcRIII de alta afinidad) y asi pueden ser dirigidos
contra células recubiertas de anticuerpos, participando en las reacciones
liticas por ADCC.

= Receptores “scavenger” o depuradores.
= Receptores tipo “toll”.
= Receptores inhibidores (ILT y otros).

El reconocimiento de los patégenos por los macrofagos y otras células de la
respuesta inmunitaria innata estd mediado por un grupo de receptores que estan
codificados en la linea germinal y a los que se ha denominado receptores de
reconocimiento de patréon (Pattern-recognition receptors, PRRs). Estos receptores
reconocen estructuras moleculares conservadas presentes en microorganismos patogenos:
bacterias, virus, hongos y protozoos, pero no en los tejidos propios, a los que se
denomina pathogen-associated molecular patterns, PAMPs (Akira y Takeda, 2004).
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Estos patrones moleculares, que son esenciales para la supervivencia y patogenicidad del
microorganismo, son también capaces de inducir una fuerte respuesta del sistema
inmunitario innato.

Los PRRs son expresados estratégicamente en aquellas células que actuan como
primera linea de defensa contra los diferentes patdgenos durante la infeccion. Los
diferentes PRRs son expresados en la superficie celular, en compartimentos
intracelulares o secretados al torrente circulatorio y a los fluidos tisulares. Este
mecanismo de reconocimiento permite a las células fagociticas poner en marcha un
sistema rapido de defensa, sin embargo, carecen de memoria inmunolégica y no pueden
mejorar su respuesta tras un segundo contacto con el mismo patégeno, pero también este
estimulo origina el comienzo de la respuesta inmunitaria adaptativa (Aderem y Ulevitch,
2000; Medzhitov, 2001; Janeway y Medzhitov, 2002).

Entre los receptores de membrana que participan en la respuesta inmunitaria innata,
implicados en el reconocimiento de patdogenos, se pueden distinguir los receptores
endociticos que participan en el proceso de fagocitosis y los receptores activadores que
inducen otras respuestas inmunitarias como la secrecion de citoquinas y quimioquinas.

La activacion de los receptores endociticos pone en marcha las diferentes fases del
proceso de fagocitosis con la consiguiente ingestion y destruccion de las particulas o
microorganismos fagocitados. Entre los principales receptores implicados en el proceso
de endocitosis destacan los receptores depuradores (scavenger receptors) presentes
principalmente en macréfagos y que participan en la eliminaciéon de microorganismos y
de lipoproteinas modificadas (oxidadas o acetiladas), los receptores de manosa y los
receptores de glucano presentes también en células dendriticas.

Entre los receptores activadores destacan los receptores Tipo Toll (Toll-like
Receptors, TLR) y los receptores de LPS, (CD14 y LBP lipopolysaccharide binding
protein). La proteina de unién a lipopolisacarido (LBP) da lugar a complejos LPS-LBP
que se unen a los receptores de LPS CD14-Toll like receptor-4 o también llamado TLR4
y a los complejos MD-2 en los fagocitos. Estos complejos son mas eficientes en la
activacion de la fagocitosis que el LPS solo (Jia et al, 2004). Estos factores son
necesarios para la activacion de los TLRs a bajas concentraciones de LPS (Mathison e?
al., 1992).

Los TLRs son los receptores PRRs mds importantes en el reconocimiento de
componentes microbianos y en la induccion de la respuesta inmunologica (Lemaitre et
al., 1996; Medzhitov et al., 1997; Akira et al., 2001,2006), y en peces se han descrito
hasta diez genes diferentes para ellos.

Los receptores Toll se describieron por primera vez en Drosophila, mosca del
vinagre, (Anderson y Nusslein-Volhard, 1984) y participan en la respuesta inmunitaria
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frente a hongos induciendo la sintesis de péptidos antimicrobianos (Lemaitre ef al., 1996).
Posteriormente se describieron sus homdlogos en mamiferos, denominadndose receptores
tipo Toll (Toll-like Receptors, TLR). Recientemente ha habido varios estudios que han
identificado muchos TLRs de peces ortdlogos a los de mamiferos (Jault e al., 2004;
Meijer et al., 2004). Los TLRs poseen especificidad para el reconocimiento PAMPs y se
ha demostrado que juegan un papel importante en la iniciacion de la respuesta
inmunitaria.

Los TLRs son glicoproteinas de transmembrana tipo [ bien conservadas y
caracterizadas por un dominio extracelular que contiene numerosas repeticiones ricas en
leucina (LRR) y un dominio de sefializacion citoplasmatica homodlogo al de los
receptores de interleuquina 1(IL-1R) llamado “Toll/IL-1R” (TIR) (Bowie y O’Neill,
2000; Xu et al., 2000). Este dominio TIR se asocia a proteinas adaptadoras como es la
proteina MyD88 (myeloid differentiation factor 88) que fue la primera descrita y estd
implicada en la sefializacion en todos los TLRs humanos (O’Neill et al., 2003).

Los TLRs estan implicados en el reconocimiento de una gran variedad de PAMPs, la
activacion del TLR, tras reconocer a su ligando especifico, induce una cascada de sefales
intracelulares; el reconocimiento de los PAMPs por los TLRs que se expresan en
macrofagos o en células APC (células presentadoras de antigenos) como las células
dendriticas provoca la activacion de las células NK e inicia la respuesta adaptativa
(Dabbagh y Lewis, 2003; Kaisho y Akira, 2003). Los TLRs activados inducen la
expresion de citoquinas tales como IL-12 y TNF-a, quimioquinas, asi mismo inducen la
expresion de moléculas co-estimuladoras (CD40, CD80, CD86) (Akira y Takaeda, 2004;
Akira et al., 2006) y también actuan activando otros eventos asociados con la
maduracion de las células dendriticas. Las células dendriticas maduras poseen mayor
capacidad de actuar como APC y estimulan a los linfocitos-T e inician la respuesta
inmunitaria adaptativa. Por tanto, la activacion de los TLRs sirve de enlace entre la
inmunidad innata y la inmunidad adaptativa.

El tipo de expresion de citoquinas tras la estimulacion depende del tipo de agonista,
de las células estimuladas y del repertorio de TLRs expresados por esas células (Iwasaki
y Medzhitov, 2004). Los principales genes inducidos por los diferentes agonistas de TLR
son genes implicados en la inflamacion y los genes sensibles a interferon (Fig. 6). En
peces se han identificado varias moléculas sefializadoras TLR o genes con dominios TIR
(Zhang et al., 2003; Jault et al., 2004; Meijer et al., 2004).

Los TLR se pueden asociar a otras moléculas o co-receptores para el reconocimiento
de microorganismos. Asi, TLR4, tanto en macréfagos como en linfocitos B, reconoce
LPS y requiere la asociacion con CD14 y otras proteinas como MD2 en macrofagos o
MDI1 y RP105 en linfocitos B. Los TLR1, TLR2 y TLR6 reconocen lipoproteinas y
peptidoglucanos de bacterias Gram-positivas, el TLRS reconoce la flagelina de bacterias
con flagelo, el TLR3 el RNA de doble cadena generado durante la infeccion virica, los
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TLR7 y TLR8 &cidos nucleicos y el TLR9 CpG no metilados del genoma de bacterias y
virus (Barton y Medzhitov, 2002; Akira et al., 2006).

Imidazoquinoline Dhacyl-lipopeptide

dsRNA CpG-DNA Flagellin Triacyl-lipopeptide
TLR3 TLEE TLR9 R2/1 TLR2 TLR4

TRIF
TRAF6
NF-[B
IRF-3 IRF-7
- — & -~ _wem

Interferon response Inflammatory response

Fig. 6.- Esquema representativo de las diferentes vias de sefalizacion de los diferentes
TLRs Imagen tomada de “Conservation of Toll-like receptor signaling pathways in teleost
fish” (Purcell et al., 2006).

Mas recientemente se han identificado otros receptores PRRs citosoélicos, tales como
Nodl, Nod2, IPAF y las helicasas RIG-I y MDA-5. Los tres primeros estan involucrados
en la deteccion de bacterias intracelulares. Se caracterizan por una estructura tripartita,
con un dominio C-terminal LRR, un dominio central de unién y oligomerizacion (NOD o
Nacht) y un dominio N-terminal caspasa de reclutamiento (CARD). Las helicasa RIG-1 y
MDA-5 son sensores intracelulares para virus de RNA de doble cadena y también poseen
un dominio CARD (Bourhis y Werts, 2007).

5.6. Mecanismos de respuesta innata

5.6.1. Opsonizacion y funcion fagocitica

El proceso de opsonizacion consiste en el recubrimiento de las particulas a fagocitar
por factores séricos: sistema del complemento, anticuerpos especificos y opsinas
inespecificas. Tras la opsonizacion los fagocitos son atraidos hacia el patogeno con
mayor eficacia para su ingestion y destruccion.

La opsonizaciéon en peces ha sido descrita en diferentes especies, en carpa
(Matsuyama et al., 1992), en pez gato (I. punctatus) (Jenkins y Outh, 1993) o en
salmonidos (Sakai, 1984; Lammens et al., 2000). Algunos investigadores piensan que los
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macrofagos de peces pueden tener receptores especificos para las opsoninas como los
mamiferos (Sakai, 1984; Michel et al., 1990, Blazer, 1991).

En la opsonizacion el sistema del complemento puede ser activado a través de dos
vias, la clasica o dependiente de anticuerpo y la alternativa o independiente de anticuerpo.
Se ha descrito que el sistema del complemento no requiere anticuerpos para neutralizar
virus como el IPNV (Ellis, 2001) y que ante infecciones bacterianas el LPS de la pared
bacteriana induce la activacion del complemento generando C5a que es un fuerte
quimioatrayente de macrofagos y neutrofilos que ademas presentan receptores para C3b
que permanecen unidos a la bacteria aumentando la capacidad fagocitica (Sakai, 1984;
Ellis, 1999, 2001).

La opsonizacion de microorganismos por el sistema del complemento puede
desencadenar la activacion de los mecanismos de defensa monocito/macrofago
incrementando la fagocitosis y la neutralizacion de patégenos (Whyte, 2007).

La fagocitosis es el proceso por el cual las células fagociticas, principalmente
macrofagos y neutrdfilos, eliminan de forma inespecifica el material extrafio que invade
el organismo. Las células fagociticas principales en peces son los monocitos/macrofagos
y los neutrofilos (Secombes y Fletcher, 1992). Los macrofagos y los neutrofilos juegan
un papel importante en la proteccion y supervivencia de los individuos ante condiciones
adversas. Esto viene dado porque este proceso estd menos influenciado por la
temperatura que provoca una produccion de anticuerpos mucho maés lenta (Blazer, 1991).
Asi pues la defensa primaria dependera casi exclusivamente de la capacidad fagocitica.

El proceso fagocitico puede dividirse en tres fases: el reconocimiento de la particula
por el fagocito y la adherencia a la membrana del mismo, la ingestion y formacion del
fagosoma y unién a un lisosoma y por ultimo liberacién de las enzimas en el recién
formado fagolisosoma, o desgranulacion en el caso de los neutrdfilos, y digestion del
material fagocitado, lo que concluye con la destruccion de la particula (MacArthur y
Fletcher, 1985; Blazer, 1991).

La fagocitosis comienza con la unién de la bacteria u otras particulas extrafas a la
célula fagocitica mediante interacciones hidrofobicas o interacciones azlcar/lectina
(Secombes, 1996). No obstante el promotor mdas activo de la fagocitosis es el
componente C3 del complemento, que se une a la superficie de la bacteria directamente
por la via alternativa o indirectamente via lectina o CRP (Ellis, 2001) (Fig. 4).

Aunque no siempre la fagocitosis concluye con la destruccion del antigeno por la
capacidad de resistencia del propio microorganismo o por una inhibicion de los procesos
microbicidas intracelulares debida a factores externos (nutricion, temperatura, etc.) el
objetivo final de las células fagociticas es la destruccion del organismo invasor mediante
la activacion y desarrollo de la actividad microbicida intracelular (Blazer, 1991).
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5.6.2. Activacion de macrofagos

La activacion es necesaria para que el macrofago ejerza sus funciones. Enane et al.,
(1993) demostraron que la activacion en trucha arco iris ocurre de forma analoga a como
ocurre en los fagocitos de mamiferos.

La activacion puede producirse por la presencia de un antigeno (Skarmeta et al.,
1995) o material extrafio (Enane et al., 1993). Sin embargo, existen otros factores que
incrementan la actividad fagocitica y bactericida, como el factor de activacion de
macrofagos (MAF) liberado por linfocitos (Graham y Secombes, 1990a; Hardie et al.,
1996), opsonizacion de la particula a fagocitar, accion del complemento (Yoshida y
Kitao, 1991; Blazer, 1991), y presencia de la hormona adrenocorticotropa, ACTH (Bayne
y Levy, 1991).

La activacion de los macréfagos se clasifica en dos tipos: la activacion clésica y la
alternativa (Gordon, 2003; Mantovani et al., 2004). La activacion clasica o tipo I de los
macrofagos incluye el proceso denominado explosion respiratoria, durante el cual se
producen ROS, asi como o0xido nitrico, este ultimo mediado por la activacion de la
enzima inducible 6xido nitrico sintasa (iNOS) que convierte la L-arginina en NO y L-
citrulina (Fig. 7). En peces este proceso ha sido ampliamente estudiado (Chung y
Secombes, 1987; Sharp y Secombes, 1993; Neumann et al., 1995; Hardie et al., 1996;
Saeji et al., 2000).

En los ultimos afios estd experimentando un mayor interés la via alternativa de
activacion de macrofagos (tipo 1), que ha sido mas recientemente demostrada en peces
(Joerink et al., 2006b). La activacion alternativa comprende la activacion de la enzima
arginasa, que convierte la L-arginina en urea (Fig. 8).

La activacion clasica en macréfagos produce la secrecion de citoquinas
inflamatorias como TNF-a, IL-1f y IL-6, por el contrario la activacion alternativa
incluye la liberacion de las citoquinas anti-inflamatorias IL-10 y TGF-f y de otros
factores implicados en la remodelacion tisular y reparacion de dafios (Mantovani et al.,
2002, 2004). Ademas se ha descrito un estado adicional de activacion de macrofagos, la
activacion innata. La activacion clasica es inducida por interferon IFN-y y por
compuestos microbianos; mientras que la activacion innata es Unicamente activada por
compuestos microbianos como el LPS (Gordon, 2003). Por tanto la activacion clasica y
la innata en macrofagos son inducidas por diferentes estimulos pero sus funciones se
solapan. La activacion innata en macrdéfagos produce citoquinas pro-inflamatorias,
compuestos reactivos de oxigeno, y 6xido nitrico (Gordon, 2005).

5.6.3. Explosion respiratoria.

En peces, al igual que en mamiferos, la destruccion de microorganismos puede
realizarse mediante procesos dependientes o independientes de oxigeno (Secombes,
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1996). La actividad microbicida se produce principalmente por el proceso de explosion
respiratoria, que se desencadena cuando los fagocitos se exponen a ciertos estimulos,
como patogenos, o durante la fagocitosis, incrementando el consumo de oxigeno
(Chanock ef al., 1994). Los fagocitos pueden ejercer esta actividad intra- o
extracelularmente sin que por ello varie el proceso.

La explosion o estallido respiratorio se caracteriza por la generacion de ROS con
gran capacidad microbicida, mediada por la reduccion del oxigeno a anién superdxido
(Oy) y catalizada por la enzima NADPH-oxidasa presente en la membrana celular
(Babior, 1978; Chanock et al., 1994), como se muestra en la reaccion indicada mas abajo.
Mediante estudios metabolicos se ha demostrado que este proceso es independiente de la
respiracion mitocondrial (Cross, 1990).

20,+NADPH ——— 20, + NADP'+H"

La mayoria del O, se transforma en peroxido de hidrogeno (H,O,), bien
espontaneamente o por la enzima superdxido dismutasa (SOD) (Secombes et al., 1992).
Los ROS, como el singlete de oxigeno [0, (‘Ag)], radicales hidroxilo (OH) y
compuestos halogenados (OCI’), junto con otros RNS que se sintetizan de forma
secundaria (peroxinitrito ONOOQO"), son los compuestos microbicidas mas importantes de
los fagocitos (Chung y Secombes, 1988).

El 6xido nitrico es otro tipo de compuesto microbicida; es un radical inestable de
vida corta, a partir del cual se generan diversos radicales RNS. La produccion de estos
radicales de nitrogeno es un conocido mecanismo de defensa antimicrobiana en
macrofagos de mamiferos; en peces se ha demostrado su produccion en macréfagos
estimulados con LPS en carpin (Carassius auratus) y en pez gato (Clarias gariepinus)
(Neumann et al., 1995; Yin et al., 1997). Las funciones de la moléculas de NO incluyen
sefalizacion intercelular, vasodilatacion y defensa microbiana (Nathan, 1992).

La produccion de NO esta catalizada por la 6xido nitrico sintasa (NOS) a través de
la oxidacion de la L-arginina, con participacion de NADPH y otros cofactores (Hibbs et
al., 1987), como se muestra en la reaccion indicada a continuacion:

L-arginina + 02 + NADPH —— NO + citrulina + NADP"

La reaccion del NO con oxigeno da lugar a radicales libres oxidantes, que incluyen
iones NO', didéxido de nitrogeno (NO), nitrosotioles y peroxinitritos (ONOQ") (Hibbs,
1992) (Fig. 7). El NO; es también un radical libre, con mayor poder oxidante que el NO,
ademads de ser un agente nitrante. El dioxido de nitrogeno a su vez puede reaccionar con
otra molécula de NO para dar trioxido de dinitrégeno (N,Os3) y este hidrolizarse al
producto final estable nitrito (NO,"). Alternativamente, el NO, puede reaccionar con otra
molécula de NO, para dar tetradxido de dinitrogeno (N,O4), que a su vez se hidroliza a
nitrito y nitrato (NO;) (Fig. 7). Esta oxidacion del NO a otros 6xidos de nitrogeno lleva a
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producir radicales estables como el nitrito y el nitrato, que pueden ser medidos en
diferentes tejidos y fluidos bioldgicos.

L-arginina, O,, NADPH
NOS
Citrulina
NO
NADPH oxidasa  __ NOs’
02 > 2
NO;
SOD
H.0,
\ 4
ONOO"
MPO
\ 4
MPO
NO, «— NO7,

Fig. 7.- Metabolismo del o6xido nitrico. El NO puede combinarse con aniones
superoxido O, para formar iones de peroxinitrito altamente reactivos (ONOO); o
puede también ser metabolizado a nitrito (NO,’) o a nitrato (NO5’). NOS NO sintasa;
MPO mieloperoxidasa; SOD superdxido dismutasa. (Adaptacion de Montuschi, 2002).

La familia de enzimas NOS estd ampliamente distribuida en tejidos de mamiferos
(Moncada et al., 1991). Existen diferentes isoformas de NOS, pero todas comparten las
caracteristicas siguientes:

Presentarse en forma de dimero, con PM de 130 y 150 kDa por monoémero.
Poseer en su sitio activo flavina y hemo.

Poseer en su sitio activo un sitio de union para el complejo calcio-calmodulina.
Muchas de las NOS requieren la presencia de tetrahidrobiopterina como co-factor
para su accion.

b S

En mamiferos han sido identificadas y clonadas tres isoformas de NOS (Stuehr,
1992):
1. La variedad neuronal (nNOS o tipo I).
2. La variedad macrofagica o citoquina-inducible (iNOS o tipo II).

3. Lavariedad endotelial (eNOS o tipo III).

Las eNOS y nNOS son variedades constitutivas de la NOS y su actividad es calcio-
calmodulina dependiente.
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5.6.4. Enzima éxido nitrico sintasa inducible (iNOS)

La produccion de 6xido nitrico por la iNOS es un importante factor de la respuesta
inmunitaria. La expresion de la enzima iNOS estd regulada por citoquinas como IFN y
TNF o por LPS; asi en peces se ha demostrado que para que haya una liberacién 6ptima
de oxido nitrico por los macrofagos se requiere de factores de activacion de los
macrofagos y/o LPS (Neumann y Blosevic, 1996).

La enzima iNOS ha sido totalmente secuenciada en trucha (Wang et al., 2001) y en
carpa (Saeij et al., 2000). En trucha, la secuencia de cDNA esta compuesta por 27 exones
y 26 intrones como en mamiferos (Xu et al., 1996). La 6xido nitrico sintasa presenta dos
dominios, un dominio N-terminal oxigenasa y un dominio C-terminal reductasa, estos
dos dominios estan conectados por un dominio de unién a calmodulina (Alderton et al.,
2001) pudiendo su actividad estar influida por iones calcio (Ca®"). Sin embargo la
funcién de la iNOS es independiente de los niveles fisioldgicos de calcio y calmodulina
quizas debido a la estrecha unidon no covalente de la calmodulina con la iNOS (Cho et al.,
1992).

Diversos estudios muestran la expresion de iNOS en diferentes tejidos de trucha
arco iris como branquias, rifion anterior o higado, tras una infeccion (Campos Pérez et al.,
2000; Bridle et al., 2006).

La iNOS es inducida por citoquinas (IFN-y y TNF), LPS y parasitos a nivel
transcripcional (Nathan, 1992) y en células no estimuladas su expresion es muy baja o
falta. La presencia de iNOS en teleosteos fue confirmada por Hardie et al., (1994b). En
trucha arco iris se ha detectado expresion de iNOS tras ser infectadas con bacterias
(Laing et al.; 1999).

La produccion de NO en macrofagos estd regulada por un gran nimero de sustancias,
tanto transcripcionalmente como post-transcripcionalmente (Nathan y Xie, 1994), y
juega un papel importante en la defensa celular contra los parésitos y las infecciones
virales y bacterianas (Bogdan, 1997). Ademas, el NO es un mensajero omnipresente en
los sistemas bioldgicos, que participa en la regulacion de una gran variedad de procesos
bioldgicos. Este papel también es ejercido por el NO cuando es liberado por los
macrofagos en respuesta a estimulos nocivos (endotoxina, citoquinas proinflamatorias,
etc.).

Una parte considerable de NO es liberado por los macrofagos varias horas después
de un estimulo inicial. La magnitud de esta respuesta esta determinada por la induccion
de la transcripcion del gen de la enzima iNOS. El NO participa como un factor
beneficioso para destruir patdgenos y causa vasodilatacion y disminucion de la trombosis
(Nathan y Hibbs, 1991; Nussler y Billiar, 1993; Moncada y Higgs, 2006). Si bien estas
acciones son utiles para la defensa contra infecciones locales, el NO es también un factor
importante mediador de dafio tisular en condiciones tales como sepsis, tumores
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abdominales y enfermedades autoinmunes (McCartney-Francis et al., 1993; Vodovotz et
al., 1996). En presencia de estas circunstancias patoldgicas pro-inflamatorias, la
produccion de NO por los macrofagos podria atenuar la produccion de una gran variedad
de mediadores de la inflamacion asociados a las vias de NO (Aldridge et al., 2008).

5.6.5. Via de la arginasa.

La activacion alternativa de macréfagos se produce a través de la via de activacion
de la arginasa, que convierte la L-arginina en urea, segun la reaccion:

L-Arginina + HO —— Urea + L-Ornitina

Esta activacion alternativa de los macrofagos tiene un papel importante en la
respuesta inmunitaria de tipo II o adaptativa, contra patogenos extracelulares
incrementando la capacidad fagocitica y la expresion de MHCII (Mantovani ef al., 2002;
Gordon, 2003; Joerink et al., 2006a), mientras que la activacion clasica de macrofagos
resulta mas importante en la respuesta inmunitaria Tipo I o innata, contra los patégenos
intracelulares mediante produccion de ROS y RNS (Neumann ef al., 1995; Laing et al.,
1999; Saij et al., 2000).
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Fig. 8.- Diagrama del metabolismo de la L-arginina. Las lineas continuas indican
activacion, mientras que las lineas discontinuas marcan inhibicién. La via de
activacion Tipo I estd marcada en azul y la via tipo II en rojo. Abreviaturas: Argl,
arginasa 1; NOHA, N-hidroxi-L-arginina; NOS2 = iNOS; ODC, ornitina
decarboxilasa; TGF-B, factor de crecimiento transformante . (Imagen tomada de
Bronte et al., 2003).

Al igual que en mamiferos, en peces existen dos isoformas (1 y 2) de la arginasa
(Joerink et al., 2006b). La arginasa 1 de mamiferos se localiza en el citosol y se expresa
abundantemente en higado como componente del ciclo de la urea. Por el contrario, la
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arginasa-2 se ha encontrado en mitocondrias y se expresa escasamente en la mayoria de
los 6rganos y es casi inapreciable o inexistente en higado. En macrofagos de roedores se
han encontrado las dos isoformas, la arginasa 1 es inducida por citoquinas tales como IL-
4, IL-13, TGF-p e IL-10 (Fig. 8), mientras que la arginasa 2 se induce en presencia de
bacterias, por LPS y cAMP (Morris et al., 1998; Bogdan, 2001). En carpa se ha descrito
la activacion alternativa de macrofagos (Joerink et al., 2006b), y se ha encontrado que
solo la isoforma 2 de la arginasa esta diferencialmente regulada, aunque en los distintos
tejidos se cree que la respuesta esta influenciada por los isotipos de la arginasa.

La arginasa presenta una serie de funciones importantes relacionadas con la defensa
inmunitaria. Por ejemplo, la actividad de la arginasa puede retirar del medio extracelular
L-arginina necesaria para la proliferacion y supervivencia de patdgenos y de las células
huésped y también reducir la L-arginina intracelular de modo que elimina sustrato para la
enzima INOS (Vincendeau et al., 2003). La regulacién de la sintesis de NO y la
expresion de iNOS mediante la eliminacion de L-arginina por la actividad de la arginasa,
ha sido demostrada en macrdéfagos de raton (Bogdan, 2001; El-Gayar et al., 2003) y esta
accion podria tener un papel importante en el control de la respuesta inflamatoria.

En muchas infecciones parasitarias, la primera respuesta esta caracterizada por una
activacion clésica de los macroéfagos y la produccion de NO antimicrobiano. A menudo
una fase mas tardia se caracteriza por una activacion alternativa de los macréfagos
relacionada con la actividad arginasa (Noel et al., 2004).

Por un lado, la induccion de la activacion alternativa de macrofagos disminuye la
activacion clasica inicial de los mismos, caracterizada por una elevada actividad iNOS, y
en consecuencia de la produccion de NO que acompafia a la inflamacion, de modo que
minimiza la patologia relacionada con la respuesta inmunitaria (Joerink et al., 2006a).
Aunque, por otro lado, la induccion de la via alternativa de activacion puede ser
beneficiosa para el desarrollo de parasitos (Gobert et al., 2000); la actividad de la
arginasa reduce los niveles de L-arginina, sustrato de la iNOS, y a su vez da lugar a L-
ornitina que es un precursor de poliaminas implicadas en la sintesis de DNA y
tripanotiona necesarios para protozoarios tripanosomatidos.

Ambas enzimas, iNOS y arginasa, se pueden co-expresar en macrofagos estimulados
con LPS, pero la produccion de NO so6lo se ve aumentada cuando la expresion de la
arginasa esta inhibida (Chang et al., 1998). Por tanto la arginasa puede modular la
produccion de NO mediante la activacion clasica de los macréfagos (Nathan, 1995; Yu et
al., 2001).

5.6.6. Enzima ciclo-oxigenasa 2 (COX-2)

Las enzimas ciclooxigenasas (COX) median en la conversion del acido araquidoénico,
liberado de los fosfolipidos de membrana por accion de la fosfolipasa A, a
prostaglandinas H, (Harris et al., 2002), segun la reaccion enzimatica:
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Araquidonato + AH;, + 2 O, ——— Prostaglandina-H, + A + H,O

Existen dos isoformas de esta enzima, una forma constitutiva (COX-1) que se
expresa en diversos tipos celulares y una forma inducible (COX-2) expresada en células
endoteliales, fibroblastos y macréfagos, tras estimulacion por agentes pro-inflamatorios
(Salvemini et al., 1993). La enzima inducible es responsable de la produccion de
prostaglandinas y tromboxanos durante la inflamacion, mediadores que afectan a la
respuesta inmunitaria (Rowley et al., 1995).

Los macrofagos activados de teledsteos expresan homodlogos de la isoforma
inducible de la ciclo-oxigenasa (Zou et al., 1999b). En trucha arco iris se ha demostrado
la existencia de COX-2 y se ha clonado (Zou et al., 1999b). La expresion de COX-2 en
las células de pronefros de trucha es inducible por LPS o por una infeccion bacteriana,
mientras que COX-1 se expresa en las células de forma constitutiva y no se ve afectada
por estimulacion con LPS.

La enzima COX-2 es el factor limitante en la biosintesis de prostaglandinas. Las
PGH; producidas son luego metabolizadas por un nimero variado de otras enzimas para
producir prostaglandinas, prostaciclinas y tromboxanos (Rowley, 1996). La
prostaglandina E; (PGE,) es una de las mas relevantes en el proceso de la inflamacion
(Knight y Rowley, 1995; Vane et al., 1998), induciendo vasodilatacion e incremento de
permeabilidad y una regulacion de las funciones de los leucocitos por reduccion de la
explosion respiratoria, la proliferacion de linfocitos y la produccion de anticuerpos
(Secombes et al., 2001). En la trucha arco iris, PGE, reprime la explosion respiratoria de
los macrofagos, asi como inhibe la proliferacion de leucocitos de pronefros (Secombes et
al., 1994; Novoa et al., 1996).

6. Sistema inmunitario especifico

Al igual que en mamiferos, la respuesta inmunitaria especifica requiere de la
discriminacion de los elementos propios y extrafios (antigenos) y se caracteriza por la
especificidad hacia el antigeno y el desarrollo de memoria inmunoldgica. Esta respuesta
especifica estd compuesta por dos elementos principales: la respuesta humoral con
produccion de anticuerpos mediada por linfocitos B y la respuesta celular, mediada por
los linfocitos T. Estas respuestas han sido analizadas en diversas especies de teledsteos,
especialmente en pez gato (I. punctatus) y en trucha (Miller et al., 1998; Warr, 1998;
Watts et al., 2001).

6.1. MHC y respuesta inmunitaria especifica

La respuesta inmunitaria de los peces estd bajo el control del sistema genético
polimérfico formado por el complejo principal de histocompatibilidad (MHC), cuyos
genes y organizacion han sido descritos en especies de peces cultivados, principalmente
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ciprinidos, salmonidos y el pez gato . punctatus (Stet y Egberts, 1991; Glamann, 1995;
Stet et al., 1998; Nakanishi et al., 1999).

El MHC incluye un conjunto de receptores polimoérficos que se encargan de
reconocer y presentar péptidos procedentes de agentes infecciosos o de las propias
células del organismo a los linfocitos T (Trowsdale, 2001). Estas moléculas, unidas a sus
péptidos especificos, se localizan generalmente en la superficie de la mayoria de las
células. Al igual que en otros vertebrados, en peces se han descrito dos tipos de MHC:
clase I y clase II (Grimholt et al., 1993).

El MHC clase I se expresa en todas las células nucleadas del organismo, esta
asociado a la respuesta celular y presenta antigenos de origen intracelular a las células Tc
CD8 (Bjorkman y Parham, 1990). El MHC de clase II se expresa en células
especializadas en la presentacion de antigenos, las APCs, y estd asociado a una respuesta
humoral, presentado antigenos de origen extracelular para ser reconocidos por células T
portadoras del correceptor CD4 (Fig. 9).

Multiples estudios gendomicos en peces teledsteos han demostrado la presencia del
complejo principal de histocompatibilidad requerido para la presentacion de antigenos,
tanto via MHC clase I como clase II (Rodrigues et al., 1995; Knight ef al., 1998; Hansen
et al., 1999; Hashimoto et al., 1999).

6.2. Linfocitos

Los linfocitos que portan receptores antigénicos son las células principales de la
respuesta inmunitaria especifica y los receptores antigénicos que expresan en su
membrana permiten el reconocimiento de los antigenos de forma especifica. Se trata de
células altamente diferenciadas con capacidad de respuesta frente a los estimulos
inmunologicos (Ellis, 1977).

Al igual que en mamiferos, en los peces los linfocitos circulan por todo el organismo
a través de la sangre y la linfa, y se congregan en los 6rganos linfoides (Roberts, 1989),
aunque también se encuentran en otros tejidos como epidermis y tejidos afectados por
procesos inflamatorios (Peleteiro y Richards, 1985; Takashima e Hibiya, 1994). En
salmoénidos, los linfocitos son los leucocitos mayoritarios en sangre, representado entre
un 70 y un 90 % (Ellis, 1977; Takashima e Hibiya, 1994).

En los teledsteos se han descrito poblaciones de linfocitos similares a las células-T
y -B de mamifero (Manning y Nakanishi, 1996; Bernstein et al., 1998). Los linfocitos B
portan inmunoglobulinas en su superficie y receptores BCR (B cell receptor), mientras
que los linfocitos T presentan receptores celulares TCR (T cell receptor) (Miller et al.,
1998; Nakanishi et al., 1999). No obstante el andlisis de subgrupos de estos linfocitos T y
B esta comenzandose a analizar en peces (Fischer et al., 2006).
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Los linfocitos T se producen principalmente en el timo (Zapata y Cooper, 1990) y se
dividen en, células T “helper” (Th) que se caracterizan por presentar el co-receptor CD4
en la superficie de la célula, y en células T citotoxicas (Tc), que expresan CDS.

Los linfocitos B se localizan mayoritariamente en el bazo y en menor cantidad en el
pronefros y el GALT (Rombout ef al. 1993), y més ocasionalmente, en el timo (DeLuca
etal., 1983).

Las células Th estimulan la expresion y secrecion de citoquinas, facilitan la
maduracion de células B y la produccion de anticuerpos por células B o dan lugar a la
activacion de los macrofagos; mientras que las células Tc estdn involucradas en la
eliminacion de células portadoras del antigeno.

6.3. Respuesta humoral especifica

La respuesta humoral se lleva a cabo principalmente a través de un grupo de
proteinas denominadas inmunoglobulinas o anticuerpos. Al igual que en otros
vertebrados, en los teledsteos la induccion de la respuesta inmunitaria humoral especifica
contra antigenos de naturaleza peptidica depende de la interaccion entre las células
presentadoras de antigenos (APCs), generalmente monocitos/macréfagos y células
dendriticas, y los linfocitos B, en un proceso de cooperacion restringido por el complejo
principal de histocompatibilidad (MHC) (Clem et al., 1985; Vallejo et al., 1992a, b) y
con la colaboracion de linfocitos Th.

Los anticuerpos producidos frente a los antigenos son proteinas del grupo de las
inmunoglobulinas. Los peces poseen un repertorio menor de anticuerpos respecto a los
mamiferos y la inmunoglobulina predominante en suero es de la familia de
inmunoglobulinas, IgM tetraméricas (Solem vy Steenvik, 2006); este tipo de
inmunoglobulinas son las mas antiguas filogenéticamente, estando presente en todos los
vertebrados. Dentro de las IgM se han detectado varios subtipos dependiendo de la
heterogeneidad de las cadenas ligera y pesada de las mismas (Palomera et al., 1996).
Aunque las IgM resultan predominantes también se ha descrito en peces la presencia de
IgD (Kaattari y Piganelli, 1996; Watts et al., 2001).

Las inmunoglobulinas pueden actuar como moléculas solubles efectoras del suero
(anticuerpos) y como receptores de superficie de linfocitos B. Los anticuerpos se
encargan de neutralizar los antigenos mediante su union a ellos, de la precipitacion y
aglutinacion de los antigenos, a través de multiples uniones entre si y con el antigeno, de
la opsonizacion favoreciendo la fagocitosis al marcar la célula invasora para que el
fagocito la reconozca, y activando la via clésica del sistema de complemento (Kaattari y
Piganelli, 1996; Wentworth et al., 2000). Como receptores de linfocitos B, las
inmunoglobulinas participan en el reconocimiento del antigeno para la produccion de
anticuerpos especificos (Bernstein et al., 1998).
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En general, la respuesta humoral especifica en peces es lenta y dependiente de la
temperatura ambiente (Bly ef al., 1997). Los antigenos son generalmente presentados en
la superficie de las células APCs (macrofagos, células dendriticas y linfocitos B). Las
APCs endocitan el antigeno en fagosomas donde comienza su procesamiento en
fragmentos mas pequefios; posteriormente el fagosoma se fusiona con un lisosoma
formando un fago-lisosoma donde los fragmentos antigénicos son procesados a particulas
peptidicas que se uniran a moléculas del MHC II para expresarse en la superficie celular
de la célula APC, donde pueden ser reconocidas por las células colaboradoras Th CD4+.
Tras la union de la APC a la célula Th mediante receptores especificos, esta célula se
activa y proporciona ayuda para el desarrollo de las células B, que consiste en la
liberacion de factores de crecimiento y diferenciacion (citoquinas) y mediante contactos
célula-célula que producen sefiales de maduracion.

Por otro lado, algunos antigenos T-independientes, por ejemplo LPS, pueden
generar una respuesta humoral mediante la activacion de los linfocitos B por union
directa del antigeno a los receptores BCR (Fig. 9).

La generacion de memoria inmunolodgica juega un papel importante en la proteccion
frente a patogenos. Los linfocitos B se diferencian hacia células plasmaticas productoras
de anticuerpos o hacia células de memoria que a su vez pueden convertirse en células
plasmaticas tras una segunda exposicion. Las células Th también evolucionan hacia
células de memoria, que incrementan su nimero tras la segunda exposicion para cooperar
con las células B, con lo que en esta segunda exposicion el nlimero de anticuerpos es
mucho mayor y se produce mucho mas rapido (Ellis, 1988a). En general la respuesta
secundaria en peces es mas débil que en mamiferos, pero los titulos de anticuerpos en
esta segunda respuesta alcanzan niveles entre 2 y 8 veces superiores a los de la primera y
la cantidad de antigeno necesaria para desencadenarla es mucho menor (Arkoosh y
Kaattari, 1991).

6.4. Respuesta celular especifica

La inmunidad celular estd mediada por los linfocitos T y es independiente de
anticuerpos. Es efectiva contra infecciones que escapan al sistema humoral, generalmente
producidas por patogenos intracelulares, como virus, o en respuesta a células tumorales,
y generalmente implican la destruccion de la célula infectada o alterada. En vertebrados
superiores esta funcion es ejercida por los linfocitos T citotoxicos (Tc). Este tipo de
inmunidad especifica incluye respuestas de rechazo de alo- y xenoinjertos, muerte de
células tumorales o infectadas por virus, fendmenos de hipersensibilidad retardada y
formacién de granulomas.

Los antigenos que se generan intracelularmente son presentados a los linfocitos Tc
unidos a proteinas del MHC 1 (Fig. 9), presente en la mayoria de las células del
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organismo, y las células citotoxicas se encargan de destruir a las células que presentan
estos antigenos extrafios en su superficie (Bernstein et al., 1998).
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Fig. 9.- Esquema de la respuesta celular y humoral del sistema inmunitario, involucrada en el
reconocimiento de los antigenos propios y externos. En el esquema se observa cual es el papel de
las moléculas MHC como presentadoras de los antigenos fragmentados. Abreviaturas: APC,
células presentadoras de antigeno; MHC-I o MHC-II, complejo principal de histocompatibilidad
de clase I o clase II; Linfocitos Tc, linfocitos T citotoxicos; TCR, receptor de células Tc; BCR,
receptor de linfocitos B; Th, linfocitos Th (ThO linfocito precursor, Thl y Th2 diferentes
fenotipos); AC, anticuerpos. Imagen obtenida y modificada de:
www.montpellier.com.ar/paginaqm/AvancesEnEndocrinologia/Inmunoendo/Sistinmune.html

Fischer et al., (2003) demostraron que la trucha arco iris pose células citotdxicas
especificas con similares fenotipo y patron de expresion génica a las de Tc en mamiferos.
En esta misma especie se ha demostrado la actividad de las células Tc in vitro, a partir de
lineas celulares de células T que portan el receptor celular TCR con actividad antiviral
(Estepa et al., 1999). Nuevos estudios estan abriendo camino hacia un conocimiento mas
amplio sobre la respuesta celular especifica (Utke et al., 2007).

Otra funcidn de los linfocitos T es la regulacion de la respuesta inmunitaria (Fig. 9).
En mamiferos, la poblacion CD4+ de linfocitos T se subdivide en varios tipos fenotipicos
y funcionales distintos, que incluyen actividades “helper” (Th) y reguladoras (Tr) (Zhu y
Paul, 2008). A su vez, estos dos tipos incluyen varias subpoblaciones. Respecto a las Th,
en mamiferos, se reconoce la existencia de diversos subtipos funcionales, entre los que se
encuentran las células Thl, que secretan un perfil de citoquinas (IFN-y, IL-2 y IL-12)
que dirigen la respuesta hacia la inmunidad celular, y las células Th2, cuyas citoquinas
(IL-4, IL-5, IL-13), colaboran en la induccion de las respuestas inmuno-humorales
(Reinhardt et al., 2006).
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Aunque algunas de las citoquinas de los perfiles Thl y Th2 se han identificado en
peces (Li et al., 2007, Randelli ef al., 2008), no se ha determinado aln la existencia de
estas subpoblaciones en teledsteos.

7. Citoquinas

Las citoquinas son factores solubles, polipéptidos o glicoproteinas, que intervienen
en la respuesta inmunitaria (Ellis, 1999; Secombes et al., 1996). Las citoquinas en
mamiferos tienen un papel importante como inmunomoduladores en la respuesta
inmunitaria y tienen sus homologos en peces teledsteos (Scapigliati et al., 2004).
Destacan la IL-1 B, IL-6, TNF-a, IFN y MAF que intervienen en las respuestas pro-
inflamatorias de los peces. El conocimiento de la estructura y la expresion de los genes
de citoquinas en peces es mucho menor de lo que se conoce sobre las citoquinas de
mamiferos.

Existen diversas clasificaciones de citoquinas, pero podemos agruparlas segun
Scapigliati ef al., (2004) en:

= Activadores celulares y factores de crecimiento celular.
= Citoquinas proinflamatorias.

* Quimioquinas.

= (Citoquinas inmunosupresoras.

= Interferon.

Actualmente, también se consideran los siguientes grupos de citoquinas (Aoki ef al.,
2008): a) familia de la interleuquina-1, que incluye IL-1a y - y IL-18, con efectos pro-

inflamatorios y reguladores de la produccion de otras citoquinas; b) citoquinas de clase 1,

que incluye productos con efectos pleiotroficos y que estan implicados en la proliferacion,
supervivencia y diferenciaciéon de una gran variedad de células, como IL-6, IL-11 y
factores de crecimiento hematopoyéticos (Epo, G-CSF); c) citoquinas de clase II, cuya

funcién es minimizar la propagacion de agentes patogenos y los dafios producidos por

lesiones tisulares, principalmente IFNs tipo I (o, B) y tipo II (y) y IL-10; d) quimioquinas,

que regulan la motilidad y la migracion celular, como IL-8 y MIP; e) superfamilia del
TNF, incluyendo TNF-a y - y linfotoxinas, que tienen funciones efectoras de las
respuestas inflamatorias.

Las citoquinas tienen una funcién inmunorreguladora y juegan un papel importante
en la coordinacion de la respuesta inmunitaria, fundamentalmente en la respuesta innata.
En los ultimos afios se ha generado un gran interés en el estudio de las citoquinas y
quimioquinas de peces y se han escrito algunas revisiones donde se describe una relacion
de aquellas que han sido identificadas y/o clonadas en teledsteos (Scapigliati et al., 2000;
Whyte, 2007), como TNF-a y TNF-B (Laing et al., 2001; Zou et al., 2003; Savan et al.,
2004; 2005), las interleuquinas IL-1p (Zou et al., 1999c¢; Corripio-Miyar et al., 2006), IL-
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2 (Bird et al., 2004), IL-4 (Li et al., 2007), IL-6 (Bird et al., 2005), e IL-10 (Lutfalla et
al., 2003) y algunas otras, el interferon y (IFN-y) (Robertsen, 2006; Zou et al., 2004a) y
varias quimioquinas como IL-8 (Laing et al., 2002; Sangrador-Vegas et al., 2002; Chen
et al., 2005; Corripio-Miyar et al., 2000).

Estos conocimientos, han abierto la puerta al estudio de los mecanismos que regulan
en los peces el inicio, la intensidad y la duracion de los diversos tipos de respuestas
inmunitarias que se inducen frente a distintos tipos de antigenos, asi como analizar en
detalle los procesos inflamatorios. Aunque en la mayoria de los casos los estudios sobre
la expresion génica de dichos factores se han centrado en el andlisis de su expresion para
caracterizarlos, mas recientemente se estdn aplicando estos métodos para el estudio del
perfil de citoquinas y mediadores en las respuestas inmunitarias in vivo frente a
patogenos (Grayson et al., 2002; Holland et al., 2003; Lindenstrom et al., 2004; Purcell
et al., 2004; Sigh et al., 2004), o en estudios in vitro en los que se analiza la respuesta
frente a la estimulacion con factores de crecimiento recombinantes o agentes
inmunoestimulantes (Brubacher ef al., 2000; Hong et al., 2001; Zou et al., 2003).

En mamiferos, la respuesta inflamatoria provoca una cascada de citoquinas (Fig. 10),
con liberacion de TNF seguida de la de IL-1P y IL-6; a continuacién se liberan otras,
como la IL-8, que ejercen su funcién como potentes quimiotacticos y que inducen la
migracion de neutrdfilos y macréfagos al lugar de la infeccion (Secombes ef al., 2001).
TNFa, IL-1p y IL-6 tienen efectos que se solapan en la induccion de sintesis de proteinas
durante la fase aguda, activacion del endotelio vascular para incrementar la
permeabilidad, proliferacion de fibroblastos y activacion de linfocitos By T.
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Fig. 10.- Esquema representativo de las interacciones entre las moléculas
inmunomoduladoras de la respuesta inflamatoria en mamiferos. (Modificado de
Secombes et al., 2001)

A continuacién se hace una presentacion mas detallada de las principales citoquinas
estudiadas en esta tesis.
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7.1. Interferon, factor de activacion de macrofagos y proteinas Mx

El IFN es una potente citoquina implicada en la mediacion de la resistencia celular
frente a patdogenos virales y también en modular el sistema inmunitario innato y
adaptativo.

En mamiferos se han descrito tres familias de interferdn, tipo I, tipo II y tipo III que
se pueden distinguir por su estructura genética o proteica y por sus propiedades
funcionales. Dentro del IFN tipo I se incluyen el IFN-a y el IFN-B que son producidos
por cualquier tipo celular principalmente por leucocitos y fibroblastos, ademas
desempefian un papel fundamental en la respuesta a las infecciones virales mediante la
induccion de mas de un centenar de genes inducidos por IFN. La mejor via antiviral
inducida por IFN implica la produccion de proteinas Mx (Goodbourn et al., 2000). El
IFN tipo II, representado por el IFN-y, es producido por los linfocitos T y las células
citotoxicas naturales en respuesta a mitdgenos, antigenos o interleuquinas IL-12 y IL-18
(Robertsen, 2006). A diferencia del IFN tipo I, el IFN-y es activador de macrofagos
incrementando la actividad microbicida contra bacterias, protozoos y virus. El IFN tipo
IIT de mamiferos esta representado por IFN-A (Chelbi-Alix y Wietzerbin, 2007).

En los peces, se demostrd la actividad de moléculas tipo IFN frente a infecciones
viricas en el suero de trucha arco iris (De Kinkle et al., 1982) y més recientemente se
clonaron los genes para IFN en especies de teledsteos como el pez cebra (Altmann ef al.,
2003) o en salmodn atlantico (Robertsen et al., 2003) entre otros. Evidencias de multiples
aligamientos y andlisis filogenéticos sugieren que el IFN tipo I de peces es ortdlogo al
IFN o/p de mamiferos (Robertsen, 2006).

Las citoquinas que incrementan la funcion de los macrofagos se han denominado
genéricamente como MAFs (Graham y Secombes 1988). Aunque se ha demostrado que
diferentes citoquinas tienen esa actividad (Flesh y Kaufmann, 1990; Frendl et al., 1990;
Collins y Bancorft, 1992), el IFN-y es el principal MAF (Schultz, 1991; Farra y
Schreiber, 1993). En peces, Graham y Secombes (1990a) demostraron que los
sobrenadantes de cultivos de leucocitos de trucha arco iris estimulados con un mitégeno
de células-T (fitohemaglutinina o concanavalina A) contienen actividad MAF.
Posteriormente observaron que también presentaban actividad IFN antiviral (Graham y
Secombes, 1990b), evidenciando la produccion de IFN en respuesta a un mitégeno y no
solo a virus. Sin embargo, mediante cromatografia no fue posible aislar dos moléculas
diferentes, por lo que estos autores sugieren que ambas acciones pueden ejercerse en
peces por la misma molécula, aunque no queda demostrado si son lo mismo, ni si hay
otras moléculas MAF sin actividad IFN. La forma de liberacion de esta molécula, la
sensibilidad al pH y la temperatura, la aparente identidad con el MAF y la actividad
antiviral, indicaban para estos investigadores que se trata de una molécula similar al [FN
tipo II, o IFN-y.
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Hoy en dia, los genes para IFN tipo I (Altman ef al., 2003; Robertsen et al., 2003;
Zou et al., 2004b, 2007) y para IFN tipo II (Zou et al., 2004a, 2005) han sido clonados y
secuenciados en distintas especies de peces incluida la trucha arco iris. Ambos IFN son
producidos como proteinas recombinantes en trucha (Zou et al., 2005, 2007) y muestran
una actividad bioldgica caracteristica. De este modo, el IFN tipo I induce la expresion de
proteinas Mx como respuesta ante una infeccion virica (Zou et al., 2007), mientras que el
IFN-y estimula la expresion de genes como la proteina IFN-y inducible (yIP-10), del
MHC II y de STAT1 (signal transducers and activators of transcription proteins), asi
como de un gran nimero de genes que codifican para proteinas relacionadas con la
presentacion de antigenos (Martin et al., 2007b). Ademads, la exposicion in vitro de
macrofagos del pronefros de trucha a IFN-y recombinante de trucha incrementa la
explosion respiratoria en esas células (Zou ef al., 2005) y también modifica los niveles de
proteinas en la linea celular SHK-1 de salmoén atlantico (Sa/mo salar), incluidas las Mx
(Martin et al., 2007a).

En referencia a las proteinas Mx, estd documentado que en mamiferos la actividad
antiviral estd mediada por proteinas inducidas por genes estimulados por IFN y entre
estas las Mx son una de las familias més estudiadas (Goodbourn et al., 2000). En peces
también han sido bien caracterizadas algunas proteinas Mx (Robertsen et al., 1997;
Trobridge et al., 1997; Collet y Secombes, 2001).

Las proteinas Mx han permanecido muy conservadas en vertebrados, incluidos los
peces. Algunas especies muestran varias isoformas que se localizan tanto en el
citoplasma como en el nucleo celular, aunque han sido encontradas preferentemente en el
nucleo (Lin et al., 2005; Lee y Vidal, 2002). En trucha arco iris se han clonado y
caracterizado tres isoformas (Trobridge et al., 1995,1997) asi como el promotor para
Mx1 (Collet y Secombes, 2001).

La expresion de Mx esta regulada por el promotor del gen que contiene entre uno y
tres elementos inducibles por IFN, en trucha el promotor Mx1 es estimulado por RNA de
doble cadena que le confiere una fuerte induccion del gen (Collet y Secombes, 2001),
Las proteinas Mx de trucha tienen diferentes propiedades antivirales impidiendo la
replicacion de virus RNA negativos de cadena sencilla fundamentalmente.

El estudio de la expresion del gen Mx ha sido usado como un indicador de actividad
de IFN y es habitualmente empleado por los investigadores en estudios con vertebrados
inferiores, como los peces (Collet et al., 2003, Jorgensen et al., 2007) y so6lo mas

recientemente se han comenzado a realizar estudios de expresion de genes que codifican
IFNs (Altmann et al., 2003, Robertsen et al., 2003; Zou et al., 2004a, 2007).
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7.2. Interleuquina 1p

La IL-1 es una citoquina pro-inflamatoria conocida por su importante funcion
durante la inflamacion y la respuesta inmunitaria (Dinarello, 1997) y es secretada por
diferentes tipos celulares como monocitos, macréfagos, linfocitos T y B, fibroblastos y
células epidérmicas y endoteliales (Oppenheim et al., 1986). Pertenece a una
superfamilia de citoquinas, las interleuquinas, de las cuales se conocen tres miembros
(IL-1a, IL-1P e IL-18) que activan al receptor de IL-1, y un miembro (IL-1ra), que es
antagonista.

Su expresion esta inducida por diversos estimulos incluidos mitdgenos, citoquinas y
productos microbianos (Wang et al., 1997; Tabona et al., 1998) e interviene en la
respuesta inflamatoria incrementando los mediadores celulares de la inmunidad. La IL-1
es una de las citoquinas cruciales en la respuesta pro-inflamatoria temprana induciendo
una cascada de efectos que regulan los niveles de otras citoquinas y liderando la
inflamacion (Dinarello, 1997), asi por ejemplo produce la inducciéon de genes que
codifican para COX2, fosfolipasa A e iNOS, cuya estimulacién provoca una respuesta
inflamatoria.

La IL-1B de mamiferos lleva a cabo un gran nimero de efectos bioldgicos, como
aumentar la fagocitosis y la explosion respiratoria, e incluso regular la sintesis de otras
citoquinas inflamatorias y PGE2, activar la respuesta inmunitaria humoral, y también
inducir dolor (Watkins y Maier, 2002), fiebre (Leon, 2002) y activar el eje del estrés
(Ferri y Ferguson, 2003). Es importante mencionar, que aunque en los peces teleosteos la
IL-1B también puede estar dotada de actividad pleiotropica, su expresion, su
procesamiento y su secrecion son diferentes de los de mamiferos.

La IL-1 se une a dos receptores especificos IL-1R tipo I y tipo II que han sido
caracterizados y clonados (Sims y Dower, 1994), estos receptores poseen afinidades
diferentes con respecto a los tipos celulares (Scapigliati ef al., 1989). IL-1R; desencadena
una via de sefializacion intracelular que incluye la fosforilacion proteica mediada por
quinasas conocidas como IRAKSs (quinasas asociadas al receptor de IL), y que es
responsable de los efectos bioldgicos de las citoquinas (Sims et al., 1993) mientras que la
unidn al receptor IL-1Ry; no desencadena ninguna sefial (Colotta et al., 1993).

La IL-1 y sus receptores tiene sus ortdlogos en teledsteos; la IL-1 es particularmente
importante porque fue la primera IL-1 descubierta en vertebrados inferiores y clonada en
teledsteos y evolutivamente datada en unos 350 millones de afos de antigiiedad. La IL-
1B ha sido identificada en 13 especies diferentes de teledsteos, trucha arco iris entre ellos,
(Zou et al., 1999a,c) y se ha evidenciado que los peces producen IL-13 durante la
respuesta inmunitaria (Secombes et al., 1999b).

En trucha se han descrito dos genes que codifican para las diferentes isoformas para
IL-1B: IL-1B1 y IL-1B2 (Pleguezuelos et al., 2000), que representan diferente loci antes
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que diferentes alelos (Wang et al., 2000). Estudios de expresion mediante RT-PCR de los
dos genes han confirmado que ambos son expresados en leucocitos del rifion anterior tras
estimulacion con LPS (Pleguezuelos et al., 2000). Sin embargo los conocimientos
relativos a la funcion diferencial y de expresion de ambas isoformas durante los procesos
infecciosos son actualmente escasos. No obstante, se ha demostrado un aumento en la
expresion de IL-1B1 en el bazo y pronefros de truchas infectadas con de 1. multifiliis,
seguido por una ligera demora en el aumento de expresion de la IL-1B2, (Sigh et al.,
2004). Del mismo modo, también se ha visto un rapido descenso de la expresion de IL-
1B1 en relacioén con IL-1P2 en la piel de trucha infectada por G. derjavini (Lindenstrom
et al.,2004).

7.3. Quimioquinas. Interleuquina 8

Las quimioquinas son una superfamilia de las citoquinas, producidas por diferentes
tipos celulares y que actlian como factores quimiotacticos, induciendo el reclutamiento,
activacion y adhesion de células al lugar de la infeccion o herida. Se dividen en cuatro
subfamilias: CXC (a), CC (B), C (v) y CX5C (8) dependiendo de la posicion de los dos
primeros residuos de cisteina, de los cuatro conservados, que definen la familia en su
estructura peptidica (Kunkel ef al., 1995). En general, se considera que las quimioquinas
CXC, son atrayentes de neutréfilos, pero no de monocitos/macroéfagos, mientras que por
el contrario, las quimioquinas CC son atrayentes de monocitos/macroéfagos pero no de
neutréfilos. Las quimioquinas juegan un papel importante en el movimiento de células
inmuno-efectoras hacia el lugar de la infeccidon y parecen también actuar en el paso de la
respuesta inmunitaria innata hacia una respuesta adaptativa.

En trucha arco iris se han identificado diferentes quimioquinas (Dixon et al., 1998;
Laing et al., 2002; Laing y Secombes, 2004). La IL-8 fue la primera quimioquina
identificada del grupo de las CXC; atrae a neutrofilos, linfocitos T y granulocitos
basoéfilos pero no a los macréfagos. Muchos tipos celulares, incluidos los macrofagos,
producen IL-8 en respuesta a determinados estimulos, como LPS o virus. La atraccion de
los neutrofilos por IL-8 parece ser debida a la presencia del motivo Glu-Leu-Arg
denominado ELR en el extremo N-terminal de las quimioquinas CXC, presumiblemente
porque afecta a su union a receptores especificos (Clark-Lewis et al., 1991). Los efectos
de la IL-8 en los neutrofilos incluyen incremento en los niveles de calcio en el citosol,
explosion respiratoria, cambios en la forma del neutroéfilo y quimiotaxis.

Se ha demostrado la expresion de IL-8 en trucha arco iris, entre otras especies, en
respuesta a una vacunacion con antigenos bacterianos, asi como ante una infeccion con
bacterias, virus y parasitos y en respuesta a la inflamacion (Corripio-Miyar et al., 2006;
Sigh et al., 2004). Las quimioquinas juegan un papel importante como primera linea de
defensa contra patogenos virales y a este respecto se han demostrado incrementos de la
expresion de IL-8 en peces infectados con VHSV (Purcell et al., 2004) y IHNV (Tafalla
et al., 2005) o en respuesta a vacunas de DNA (Purcell et al., 2004).
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7.4. Factor de la necrosis tumoral alfa

El TNF es una citoquina que interviene en la inflamacion y en la respuesta
inmunitaria (Secombes et al., 2001) y es producido por diferentes tipos celulares como
macrofagos, linfocitos, astrocitos y células tumorales en mamiferos (Vassalli, 1992).

El TNF-a es un miembro de la superfamilia TNF a la que pertenecen:, linfotoxina-o
(TNF-a), linfotoxina-B (TNF-B), ligando Fas, ligando CD27, ligando CD30, ligando
CD40 y ligando OX40 (Hirono et al., 2000). TNF-a y TNF-B estan presentes en
mamiferos y comparten un 30% de homologia en la secuencia proteica y se unen a los
mismos receptores (Vilcek y Lee, 1991). En teledsteos, como en trucha arco iris, se han
descrito y clonado genes tipo TNF (Laing et al., 2001; Zou et al., 2002). Los andlisis
comparativos de la estructura filogenética de la secuencia de aminoécidos, parecen
indicar que los TNFs de teledsteos estdn mas proximos al TNF-o que al TNF-f de
mamiferos, lo cual ha llevado a sugerir la no existencia en peces del gen tipo linfotoxina
TNF-B (Goetz et al., 2004).

Existen multiples isoformas del gen TNF-a debido a duplicaciones en el genoma,
como ocurre en trucha arco iris (Zou et al., 2002) o en carpa (Saeij et al., 2003; Savan y
Sakai, 2004). En todas las secuencias TNF-a de teledsteos, existe una region de
transmembrana conservada con residuos de cisteina que estdn involucrados en la
formacion de enlaces disulfuro.

En general para la expresion de TNF, estudios en carpa y trucha han revelado
algunas diferencias en la expresion in vitro de las dos isoformas del gen TNF-a (TNF-al
TNF-02). Asi en trucha estas diferencias en el patron de expresion han sido atribuidas a
diferencias en la region del promotor, donde se han identificado variaciones en los
elementos de regulacion transcripcional y a la existencia de numerosos polimorfismos en
la region UTR 3’ (Zou et al., 2002). No obstante la importancia biologica de estos dos
genes en carpa (Saeij ef al., 2003) y trucha arco iris (Zou et al., 2002) no se conoce bien.

Sin embargo, aparte de la caracterizacion de este gen, existen pocos datos
funcionales para el TNF-a de teledsteos. En la trucha arco iris, se ha comprobado que el
TNF-a recombinante (frTNF o) incrementa la migraciéon de leucocitos y la actividad
fagocitica, e induce la expresion génica de numerosas citoquinas pro-inflamatorias como
IL-1B, IL-8, TNF-al, TNF-02 y COX2 en leucocitos, macroéfagos y la linea celular
RTS11 (Zou et al., 2003); estos estudios indican que el TNF-a en teledsteos es un
importante factor de activacion de los macréfagos.
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8. Inmunomodulacion

Cuando hablamos de inmunomodulaciéon nos referimos a la capacidad de
modulacion del sistema inmunitario por diferentes factores. Podemos distinguir entre
factores ambientales externos, como temperatura, respuestas fisiologicas, como el estrés,
y sustancias que afectan de diversas formas al sistema defensivo. Los agentes o
sustancias capaces de modular el sistema inmunitario se clasifican como
inmunoestimulantes o inmunosupresores.

En cuanto a la inmunomodulacion ambiental, se ha descrito que la temperatura el
fotoperiodo y los cambios estacionales afectan al sistema inmunitario y a la respuesta
inflamatoria de peces (Anderson y Roberts, 1975; Zapata et al., 1992, Bowden et al.,
2007, Morgan et al., 2008).

En peces, la inmunidad adaptativa muestra ciclos estacionales, que se presentan
fundamentalmente en cambios en el titulo de anticuerpos y en la respuesta antigénica
(Nakanishi, 1986). También se han demostrado que estos cambios estacionales afectan
al sistema inmunitario (Alvarez et al., 1998) y al niimero de linfocitos circulantes (Slater
y Schreck, 1998). Otro factor es el fotoperiodo (Zeeman, 1986), que junto con la
temperatura parecen actuar sobre el sistema inmunitario a través de la regulacion y
modulacioén del ciclo reproductor y del aletargamiento invernal (Zapata et al., 1992)

Se ha descrito que en los peces existe un rango de temperaturas permisivo, dentro
del cual se pueden producir respuestas inmunitarias humorales y por debajo del cual
estan suprimidas (Bly y Clem, 1992). Ademas, las bajas temperaturas estan asociadas a la
reduccion de las reacciones inflamatorias, mientras que las altas temperaturas tienden a
acelerarlas (Anderson y Roberts, 1975; Bly y Clem, 1992). Bly y Clem (1992)
propusieron que el efecto de las bajas temperaturas es debido a la induccién de cambios
quimicos y estructurales en los lipidos de las membranas celulares, a través de la
regulacion de la formacion de cadenas acilo y su orientacion, asi como en las reacciones
enzimaticas en las células. En la trucha arco iris se ha demostrado, a través de estudios in
vitro e in vivo, que a bajas temperaturas la produccion de MAF (Hardie ef al., 1994a) y
de IL-1B (Zou et al., 2000) se ven significativamente reducidos, aunque la migracion de
neutrofilos y macrofagos no esta afectada (Anderson y Roberts, 1975). En dorada
(Sparus aurata L.) se ha comprobado que a bajas temperaturas existe una marcada
inmunosupresion, incluyendo un descenso significativo de la actividad del complemento
en suero y de la actividad de la lisozima en plasma, y reduccion de los linfocitos
circulantes (Tort et al., 1998).

En general, se asume que la respuesta inmune innata, no muestra ciclos estacionales,
y se mantiene constante durante todo el afio, proporcionando siempre una defensa contra
patogenos invasores (Ellis, 2001).

46



Introduccion

El estrés es otra condicion que produce inmunomodulacion en peces. En las
piscifactorias constituye uno de los principales problemas que afectan a la salud de los
peces. Numerosos factores extrinsecos producen respuestas de estrés lo cual implica
reacciones fisiologicas y de comportamiento que ayudan a adaptarse a una nueva
situacion. En teledsteos, las principales respuestas de estrés que se han relacionado con
alteraciones del sistema inmunitario incluyen la adaptacion a los cambios en el medio
(Bly et al., 1997), los relacionados con el ciclo sexual y los derivados del manejo de los
peces y las interacciones sociales en condiciones de alta densidad de poblacion (Caruzco
y Lazard, 1999) En algunos casos, cuando el estrés se prolonga o se hace mas agudo,
puede exceder su capacidad de ajuste fisioldgico, produciéndose un colapso del sistema
inmunitario y también de otros sistemas (Ellis, 1981a). Se ha descrito que el efecto
supresor del estrés estd mediado por hormonas esteroideas, principalmente cortisol
(Jeney et al., 1992).

Muchas sustancias han sido descritas como inmunomoduladores, incluyendo
productos microbianos, como el lipopolisacarido bacteriano (LPS) (Neumann et al., 1995)
y B-glucanos de la pared de hongos (Jergensen et al., 1993), ciertas vitaminas, como A, E
y C (Blazer, 1992; Thompson et al., 1993), lipidos y hormonas (Kajita et al., 1992),
algunas citoquinas, como IFN y TNF-a entre otras (Sakai, 1999), y otras sustancias no
bioldgicas como el Levamisol (Kajita et al., 1990; Anderson, 1992).

El desarrollo y estudio de los inmunomoduladores, principalmente
inmunoestimulantes, va ligado al desarrollo de la acuicultura y su aplicacion industrial
(Sakai, 1999). En las piscifactorias vienen aplicandose diversas sustancias para
incrementar los mecanismos de respuesta innata, paliar los efectos de los
inmunodepresores ante situaciones de estrés y reducir el impacto de las infecciones
bacterianas, viricas y protozoarias que causan importantes pérdidas econdmicas en los
cultivos intensivos de peces.

La induccién y regulacion de muchas respuestas inmunitarias innatas y adquiridas
dependen de la actividad de una variedad de citoquinas y de interleuquinas, muchas de
cuyas actividades han sido demostradas en teledsteos (Secombes et al., 1996, 1999a).
Durante la respuesta inflamatoria, debida a una herida o infeccion, tanto las células
residentes en la zona afectada, como las que emigran hasta alli, estdn sujetas a la accion
de diversos estimulos que producen cambios dramaticos en el perfil de expresion génica
(Ehrt et al., 2001). Estos estimulos pueden venir dados por la accion de los
inmunomoduladores, que influyen en los niveles de expresion de los genes que
intervienen en la respuesta inflamatoria y la regulan.

8.1. Inmunoestimulantes

Algunos estudios, han mostrado su interés en los beneficios potenciales del control
positivo de los mecanismos de defensa no especificos con inmunoestimulantes, como
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método para incrementar la resistencia de los peces cultivados contra un amplio espectro
de enfermedades incluyendo aquellas para las que no existen vacunas efectivas
(Anderson, 1992).

Cada vez son mas numerosos los trabajos disponibles sobre el sistema inmunitario
de peces con interés para la acuicultura, asi como sobre su inmunomodulacién mediante
el empleo de diversas sustancias. Se conocen muchas sustancias, naturales o sintéticas,
capaces de estimular el sistema inmunitario de vertebrados, y algunas de esas sustancias
han sido probadas en peces, presentando la capacidad de incrementar su proteccion frente
a infecciones, lo que las hace ttiles en la prevencion de enfermedades en acuicultura
(Anderson, 1997; Robertsen, 1999).

En mamiferos, algunos inmunoestimulantes, tales como Levamisol, B-glucanos y
LPS, activan las respuestas inmunocelulares, mientras que otros, como RNAs
bicatenarios y los polinucledtidos tipo poli(I) - poli(C), inducen la produccion de
interferén, que es una de las principales citoquinas implicadas en la defensa anti-viral
(Biron, 2001). La existencia de respuestas semejantes frente a inmunoestimulantes
también ha sido puesta de manifiesto en peces, en los que se ha demostrado la expresion
de actividad de distintas citoquinas, como MAF, interferon y TNF (Secombes ef al., 2001;
Jorgensen et al., 2001). También estos productos activan la produccion de metabolitos
oxidativos, como el 6xido nitrico (Laing et al., 1999), que parecen tener una funcién
importante en el control de patdogenos intracelulares como R. salmoninarum (Hardie et al.,
1996; Campos Pérez, 1998). De los estudios de inmunoestimulacion realizados en peces
se puede concluir que sus efectos sobre el sistema de defensa afectan principalmente a la
funcién de las células fagociticas (Dalmo ef al., 1997).

Las técnicas de inmunoprofilaxis, como la vacunaciéon y la inmunoestimulacion,
tienen grandes perspectivas en acuicultura y estdn desplazando a los métodos
tradicionales basados en la quimioterapia (Sakai, 1999). Existen todavia algunas
enfermedades contra las que no se dispone de vacunas efectivas, como son las producidas
por virus y otros patdgenos intracelulares; contra las que los inmunoestimulantes pueden
tener una funcidén importante, incrementando las respuestas inmunoldgicas especificas e
inespecificas, pero especialmente las celulares implicadas en las respuestas defensivas
(Anderson, 1997).

Los inmunoestimulantes se definen como, sustancias quimicas, fArmacos, agentes
estresantes o cualquier accion que eleve los mecanismos de defensa inespecificos o la
respuesta especifica (Anderson, 1992). Como indicé este autor, los inmunoestimulantes
pueden ser utilizados solos para activar la respuesta inespecifica, o pueden ser
administrados junto a una vacuna para activar los mecanismos de defensa inespecificos a
la vez que se aumenta la respuesta especifica. En peces, se pueden administrar por via
oral, por inyeccion intraperitoneal o por inmersion, y su eficacia se mide no s6lo por su
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accion sobre diversos componentes del sistema inmunitario sino también por el grado de
proteccion que proporcionan ante una exposicion a un determinado patogeno.

Son numerosas las respuestas del sistema inmunitario que han sido estudiadas tras la
administracion in vivo o in vitro de inmunoestimulantes en varias especies de peces,
siendo de todas ellas la actividad fagocitica la mas estudiada (Sakai, 1999). El efecto
bioldgico de los inmunoestimulantes depende principalmente de los receptores de las
células diana que los reconocen como moléculas nocivas que desencadenan las vias de
defensa. Un mayor conocimiento respecto a los receptores especificos y los procesos
inflamatorios que los diferentes receptores inducen, nos proporcionara un mayor
entendimiento de las vias de actuacion de los inmunoestimulantes.

Las dosis y el tiempo de aplicacion de los mismos, son factores importantes a tener
en cuenta en los ensayos de inmunoestimulaciéon. Algunos estimulantes pueden tener
efectos adversos generalmente por sobredosificacion. Por ejemplo, en trucha arco iris
estd demostrado que la exposicion de cultivos de células de bazo a dosis de 5 pg/ml de
Levamisol incrementa la capacidad fagocitica, la explosion respiratoria y el nimero de
células formadoras de placas (Siwicki ef al., 1990), mientras que dosis mds altas (25 o 50
pg/ml) suprimen algunas respuestas inmunologicas.

Seglin Sakai (1999) los inmunoestimulantes se pueden dividir en varios grupos
dependiendo de su naturaleza: bacterias y productos bacterianos, polisacaridos complejos,
derivados de plantas o animales, factores nutricionales, hormonas, citoquinas y otros.

A continuacidn, se detallan las caracteristicas y efectos de los inmunoestimulantes
que se han utilizado en este estudio.

8.1.1. LPS.

El lipopolisacarido es un componente esencial de la membrana externa de las
bacterias Gram-negativas. Los lipopolisacaridos son heteropolimeros formados por
polisacéridos unidos covalentemente a un fosfolipido nitrogenado, denominado lipido A,
que forma parte de la pared bacteriana. Se distinguen tres regiones: polisacarido-O o
antigeno-O formado por residuos de oligosacaridos, una region “core” o region R
formada por una cadena corta de azucares y una region lipidica, denominada lipido A,
formada por un disacarido, fosfato de diglucosamina, esterificado con cinco o seis
cadenas de acidos grasos (Fig.11). El polisacarido-O es el principal responsable de la
especificidad serologica, mientras que el lipido A determina las funciones bioldgicas,
especialmente la respuesta endotoxica (Erridge ef al., 2002).
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Polisacarido-O Core Lipido A

P

Fig. 11.- Estructura simplificada de una molécula de LPS. <:>— Monosacéridos, @ Fosfatos,
"~~~ Cadena de acido graso.

La actividad del LPS como inmunoestimulante estd ampliamente reconocida en los
peces (Dalmo et al., 1998; Robertsen, 1999). El tratamiento con LPS incrementa algunas
de las funciones de los macrofagos y linfocitos en diferentes especies de peces (Clem et
al., 1985; Neumann et al., 1995) e in vitro estimula la fagocitosis y la produccion de
radicales superdxido (Solem et al., 1995), asi como la expresion de citoquinas como IL-1
y TNF-a en la trucha arco iris (Zou, et al., 2002).

Hoy en dia, se conoce el modo de accion del LPS en mamiferos. Esta molécula es
reconocida por receptores TLR4 de células CD14 que desencadena una cascada de
reacciones. El LPS es reconocido por la proteina LBP (proteina de unién a
lipopolisacarido) a la que se une para posteriormente ser conducido hasta un receptor
TLR4 de células CD14, formando un complejo que activa toda una cascada que induce la
expresion de los genes proinflamatorios como TNF-a, IL-18, IFN, etc.

En peces, la respuesta es similar (Fig. 12) (Toshchakov et al., 2003; Iliev et al.,
2005b; Swain et al., 2008). Estos factores, LBP y CD14, confieren sensibilidad al LPS y
son requeridos para la activacion de los receptores TLR a bajas concentraciones de LPS
(Mathison et al., 1992). Diferentes estudios en diversas especies de peces han mostrado
que el LPS es un potente inductor de la expresion de diversas citoquinas pro-
inflamatorias y proteinas de la fase aguda de la respuesta inmunitaria (Brubacher ef al.,
2000; Mackenzie et al., 2003; Zou et al., 2003).
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Fig. 12.- Representacion esquematica del modo de accion del LPS-TLR4 en mamiferos y
sus diferencias respecto al modo de accion en peces. (Modificado de Iliev ef al., 2005b).

Iliev et al., (2005a) han demostrado que los monocitos / macréfagos de trucha arco
iris son alrededor de 1000 veces menos sensibles al LPS de E.coli que los macrofagos de
mamiferos, fendémeno que no parece limitarse a la trucha arco iris, ya que otros
investigadores han utilizado altas dosis de LPS (5-500 pug/ml) para estimular de forma
optima  diferentes tipos de células de diversas especies de peces
(Hirono et al., 2000; MacKenzie et al., 2003; Pelegrin et al., 2001; Stafford et al., 2001,
Zou et al., 2003). Ademas, Iliev et al., (2005a) sugieren que la respuesta de los
monocitos/ macrofagos de trucha arco iris a bajas concentraciones de LPS no dependen
de la presencia de suero, lo cual apunta a que podria haber diferencias fundamentales
entre los mecanismos de reconocimiento del LPS en peces y mamiferos, y como estos
datos estarian de acuerdo con una hipdtesis anteriormente publicada que sugiere que los
peces pueden carecer de LBP funcional (Inagawa et al., 2002; Stenvik et al., 2004), lo
cual explica su baja sensibilidad al LPS. Ademas, recientemente, Sepulcre et al., (2009)

han demostrado que el receptor TLR4 de pez cebra no participan en el reconocimiento de
LPS.

8.1.2. Levamisol

El Levamisol, un levoisomero de tetramisol, es un compuesto sintético ampliamente
usado como antihelmintico en veterinaria (Findlay y Munday, 2000). Diversos estudios
han mostrado que el Levamisol produce un incremento de la resistencia contra diferentes
infecciones (Mulero et al., 1998; Cuesta et al., 2002; Ispir y Doriicii, 2005).

Se ha demostrado en varias especies acudticas que el Levamisol es un potente
inmunoestimulante que incrementa la actividad citotoéxica de leucocitos (Cuesta et al.,
2002), la fagocitosis (Mulero et al., 1998 y Findlay y Munday, 2000), la explosion
respiratoria, la proliferacion de linfocitos (Siwicki, 1989; Mulero et al., 1998), la
respuesta de anticuerpos (Jeney y Anderson, 1993; Cuesta et al., 2004) y de los factores
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de activacion de macréfagos (Mulero et al., 1998). También se ha mostrado que el
Levamisol es capaz de aumentar la resistencia a bacterias patdgenas como Vibrio
anguillarum (Kajita et al., 1990) A. hydrophila (Baba et al., 1993), Paramoeba sp.
(Findlay et al., 2000; Munday y Zilberg, 2003) y nematodos, tales como Anguillicola
craso (Geets et al., 1992).

Este medicamento no tiene efectos directos sobre las bacterias, virus y hongos
(Renoux, 1980), por lo que sirve principalmente para inmunoterapia y la posibilidad de
que las bacterias patogenas desarrollen resistencia es minima.

Aunque algunas investigaciones han demostrado que la administracion de
Levamisol a través de la inmersion o inyeccion intraperitoneal en peces puede modular la
inmunidad adaptativa y la produccion de anticuerpos (Jeney y Anderson, 1993; Midtlyng
et al., 1996), también puede ser administrado a través de suplementos dietéticos, lo que
haria mucho maés factible su uso en la industria, en comparaciéon con la inyeccion y la
inmersion.

8.1.3. Poly I:C

El acido polinosinico-policitidilico (Poly I:C) es un analogo sintético de RNAs de
doble cadena (dsRNA) (Alexopoulou et al., 2001; Matsumoto et al., 2004). El Poly I:C
estimula la actividad inmunitaria antiviral (Masycheva et al., 1995) y es un potente
inductor de IFN de tipo I, lo cual ha sido documentado tanto en mamiferos (Heitmeier et
al., 1998; Auch et al., 2004; Kulka et al., 2004) como en peces (Eaton, 1990; Nygaard et
al., 2000; Jensen y Robertsen, 2002; Robertsen et al., 2006) y en invertebrados de interés
en acuicultura, como en el camarédn Litopenaeus vannamei (Robalino et al., 2004).

Los dsRNA sintéticos son reconocidos por el receptor TLR3 (Rodriguez et al.,
2005), asi como por las proteinas citoplasmaticas RIG-I y MDAS que intervienen en este
reconocimiento, provocando la induccion de la respuesta antiviral (Yoneyama et al.,
2004).

Tras la union del ligando a su receptor TLRs se activa una via de sefalizacion
intracelular comin mediante el reclutamiento de la proteina adaptadora de senalizacion
intracelular MyD88. Posteriormente se activa una cascada de quinasas que provocan la
activacion de la via del factor nuclear (NFkB), lo que se traduce en la generacion de una
respuesta inflamatoria (Akira y Takeda, 2004). Estudios utilizando ratones deficientes en
MyD88 han demostrado que el TLR3 y TLR4 puede también activar una via de
senalizacion independientemente de MyD88 (Alexopoulou et al., 2001; Yamamoto et al.,
2002). Esta via de senalizacion independiente de MyD88 se produce a través de otra
proteina adaptadora, TRIF, que si bien puede activar la via del NFxB, también provoca la
fosforilacion de IRF-3, lo que genera una respuesta antiviral con produccion de IFN-I y
con la activacion de genes inducibles por interferon (Takeuchi ef al., 2004).
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Los dsRNA también inducen respuestas antivirales intracelulares por activacion
directa de la proteina quinasa dependiente de RNA (PKR), lo que conduce a la inhibicion
de la sintesis de proteinas celulares y virales a través de la fosforilacion del factor
eucaridtico de iniciacion de traduccion 2a (elF2a) (Meurs et al., 1990).

La funciéon de PRRS como TLR3 y TLRY es estimular la inmunidad protectora
contra patdgenos intracelulares, la administracion de sus ligandos representa una
estrategia profilactica para eliminar este tipo de infecciones. De hecho, los estudios en
mamiferos y peces han demostrado que los ligandos sintéticos para estos TLRs pueden
proteger contra una amplia gama de bacterias y virus patégenos (Klinman et al., 1999;
Krieg, 2006). Cuando se inyecta Poly I:C en el salmon Atlantico se produce la induccion
de la expresion del gen de la proteina Mx, que confiere resistencia contra el virus de la
necrosis pancreatica infecciosa (IPNV) (Jergensen et al., 2003) y también se ha visto un
incremento de la resistencia contra la infeccion por el virus de la anemia infecciosa del
salmén (Jensen et al., 2002).
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Justificacion y Propdsito

Debido a su creciente impacto econdmico y social, existe un gran interés en el
desarrollo de la acuicultura, lo que ha producido un gran avance en los estudios sobre la
biologia de las especies cultivadas o que estan en proceso de adaptacion a su produccion.
Dentro de estos estudios, muchos se han dirigido al conocimiento de las respuestas
inmunitarias de los peces, que son clave en la defensa contra los patdogenos, lo que es de
vital importancia para poder intensificar los cultivos. Es necesario comprender como se
desarrollan las respuestas inmunitarias en los peces y asi poder utilizar sus propios
mecanismos de defensa, activados y potenciados mediante vacunacion o
inmunoestimulacion, para controlar las enfermedades infecciosas (Sakai, 1999; Ellis,
2001).

La inmunoestimulacién es un método de inmunoprofilaxis muy conveniente en la
acuicultura, ya que es efectiva contra un amplio rango de enfermedades infecciosas y
actia estimulando la respuesta inmunitaria innata, que es el mecanismo de defensa mas
importante en los peces (Anderson, 1997). Los inmunoestimulantes pueden tener una
funciéon importante en la proteccidbn contra una gran variedad de patologias,
especialmente contra las que no hay vacunas efectivas, pero ademds pueden potenciar las
respuestas inmunoldgicas adquiridas tras la vacunacion o la exposicion natural al
patdgeno (Sakai, 1999; Bricknell y Dalmo, 2005).

Ya se encuentran disponibles para su uso comercial en acuicultura algunos
inmunoestimulantes, como los que incluyen B-glucanos, pero muchos otros productos, de
los que existen pruebas de ser inmunoestimulantes, no han sido aun ensayados in vivo.
Esto es debido, al menos en parte, a que seleccionar y ensayar nuevos
inmunoestimulantes es un trabajo costoso, principalmente cuando los experimentos
deben realizarse in vivo, porque los peces son muy sensibles al estrés y a las condiciones
experimentales, como la temperatura, el fotoperiodo o la calidad del agua entre otros, lo
cual influye en las respuestas observadas (Bowden ef al., 2007; Bowden, 2008).

En general, este es un problema asociado a la experimentacion en peces, a la que se
suma la elevada variabilidad intra- e interespecifica, en funcion de la especie,
condiciones ambientales en el origen de captura y/o de mantenimiento (Anderson, 1990;
Hedrick, 1998). Frente a estos problemas, la experimentacion in vitro presenta numerosas
ventajas, tales como condiciones controladas y repetitivas, y la posibilidad de realizar
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numerosos ensayos en un plazo de tiempo corto y con una menor variacion individual
(Villena, 2003).

Por eso, el uso de ensayos inmunoldgicos in vitro, especialmente los que utilizan
cultivos celulares, son una alternativa util a los estudios in vivo y su desarrollo se
considera un requisito indispensable para el futuro avance de la experimentacion clinica
y farmacéutica, tanto en medicina humana como animal. Ademads, el desarrollo y
validacion de métodos de ensayos in vitro son parte fundamental de la politica de las 3Rs
(reduccion, refinamiento y reemplazamiento) para optimizar o reemplazar el uso de
animales, segiin establece la legislacion espafola (Real Decreto 1201/2005 de 10 de
octubre) y comunitaria (Directiva 2003/65/CE) para la proteccion y uso de animales para
la experimentacion. Esta aproximacion experimental esta siendo fuertemente impulsada
por numerosos organismos internacionales de investigacion, incluyendo los Programas
Marco de la Comision Europea.

Sin embargo, existe una gran dificultad para transponer los resultados obtenidos en
los ensayos in vitro a la situacion real in vivo. Esto es especialmente cierto cuando se
usan lineas celulares estables, formadas por un solo tipo celular y, generalmente, en
cultivos en monocapa (bidimensionales), en los que no se replican las complejas
interacciones celulares que se dan en los tejidos y en los 6rganos. Por ello, hoy en dia se
considera que cultivos de tipo histotipicos u organotipicos, frecuentemente en forma de
cultivos tridimensionales, reproducen de manera mas fiel el escenario fisioldgico real y
son mejores para predecir resultados in vivo (Griffith y Swartz, 2006; Yamada y
Cukierman, 2007). No obstante, el establecimiento de estos tipos de cultivos es
complicado y, en mamiferos, requiere generalmente obtener varias poblaciones celulares
a partir de los tejidos o de cultivos primarios, lo que mantiene el requisito de utilizar
constantemente animales.

El proyecto de investigacion en el que se incluye esta Tesis Doctoral engarza con las
dos situaciones expuestas, busqueda de nuevos inmunoestimulantes para la acuicultura y
uso de métodos alternativos a la experimentacion animal, continuando una de las lineas
de trabajo del grupo de investigacion en el que se ha realizado, que persigue desarrollar
cultivos celulares de salmonidos como modelos para estudios de inmunologia y de

patogenia in vitro.
De esta forma, el proposito de la Tesis Doctoral es:

Analizar el potencial de técnicas fundamentadas en el empleo de métodos de
cultivo celular y de ensayos in vitro para el estudio y seleccion de substancias
candidatas a ser inmunoestimulantes para la acuicultura.

Para ello, hemos estudiado las respuestas proinflamatorias inducidas por diversos
inmunoestimulantes (LPS, Levamisol y Poly I:C), cuyos efectos ya han sido demostrados
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in vitro e in vivo en peces, en las lineas celulares de trucha arco iris TPS-2 y TSS,
provenientes de estroma de pronefros y de bazo respectivamente, que desarrollamos en
nuestro laboratorio (Carracedo, 2003).

En comparacidon con otros sistemas mas comunmente usados para ese fin, que
utilizan cultivos primarios de leucocitos (principalmente macrofagos) u otras lineas
establecidas de peces (Brubacher et al., 2000; Villena, 2003; Iliev et al., 2005a), el
empleo de las lineas TPS-2 y TSS como modelos de estudio tiene como ventaja
fundamental el hecho de que ambas estan formadas por poblaciones celulares
heterogéneas del estroma hematopoyético, que intervienen en diversos procesos
asociados a las respuestas defensivas, como fagocitosis, aclaramiento de antigenos y
produccion de citoquinas. Ademads, estas lineas celulares forman, de manera espontanea,
cultivos tridimensionales, que con el tiempo dan lugar a cultivos histotipicos, capaces de
soportar hematopoyesis. Estas caracteristicas de las lineas TPS-2 y TSS se han
mantenido estables durante los mas de 160 pases que se han realizado en el momento de
escribir este trabajo.

El trabajo de investigacion de esta Tesis Doctoral incluye los siguientes objetivos:

1) Investigar en las lineas celulares TPS-2 y TSS de O. mykiss respuestas inducidas
por la exposicién a inmunoestimulantes conocidos (lipopolisacarido bacteriano,
Levamisol y Poly I:C), mediante ensayos biologicos in vitro relevantes para
determinar los efectos potenciadores de las respuestas inmunitarias innatas.

2) Analizar en las dos lineas celulares indicadas, tras la exposicion a los
inmunoestimulantes, la expresion de genes inmunorreguladores, al nivel de
transcritos, implicados en respuestas proinflamatorias.

3) Comparar los resultados obtenidos en las lineas TPS-2 y TSS con los observados
en cultivos primarios de macrofagos aislados del pronefros de O. mykiss, para
determinar los efectos diferenciales derivados del uso de cultivos celulares
complejos, con potencial histotipico.
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1. Animales de experimentacion

Para el desarrollo de este trabajo se han utilizado ejemplares adultos de trucha arco
iris, Oncorhynchus mykiss, con un peso de 150-300 g, procedentes de la piscifactoria
comercial “Los Leoneses” situada en Castrillo del Porma (Ledn).

Los animales fueron mantenidos en las instalaciones del Animalario de la
Universidad de Leodn, dispuestos en tanques de polietileno de 300 1 de capacidad y con
una densidad maxima de 15 animales por tanque (Fig. 13), a los que se suministraba agua
no clorada, a una temperatura de 14+2°C, proveniente de un pozo artesiano situado en el
Campus de Vegazana (Ledn). Se utilizé un fotoperiodo de luz natural y las truchas
fueron alimentadas cada 48 h con pienso comercial granulado Trouw T-6 classic 3P
(Trouw Espana S.A.) con la siguiente composicion: 40% de proteina, 21% de grasa, 16%
de carbohidratos, 8% de cenizas, y 1,5% de fibras.

Todos los animales pasaron un periodo de aclimatacion y fueron examinados
diariamente durante la realizacién de los ensayos, para eliminacion de cualquier pez con
signos de enfermedad.

Para el manejo de los animales, la obtencion de muestras o sacrificio, estos fueron
previamente anestesiados por inmersion en una soluciéon de metil sulfonato de tricaina
(Sigma), producto también conocido como MS-222 (marca comercial de Sandoz), a dosis
de 60 mg/I para anestesiar o de 200 mg/l para el sacrificio.

Fig. 13.- Instalaciones del animalario utilizadas para el mantenimiento de las truchas,
mostrando los tanques utilizados (izquierda) y la densidad de animales tipicamente utilizada.
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2. Lineas celulares de trucha arco iris

Se han usado 2 lineas celulares obtenidas de estroma de 6rganos linfoides de trucha
arco iris (Oncorhynchus mykiss R.), obtenidas en nuestro laboratorio.

Linea TPS-2 de pronefros; linea celular de estroma de pronefros de O. mykiss
(Carracedo 2003) formada por células epitelioides, células fibroblasticas (Fig. 14) y
gigantes. La linea TPS-2 contiene diversas poblaciones celulares del estroma
hematopoyético del pronefros, principal 6rgano hematopoyético de los peces, equivalente
a la médula dsea de los mamiferos (Razquin et al., 1990) con predominancia de células
del sistema reticuloendotelial (RES). Esta linea celular se asemeja a la linea TPS
obtenida y descrita por Diago et al., (1995), pero se distingue de ella por contener un
menor nimero de células gigantes.

Fig. 14.- Microfotografias de cultivos de la linea celular TPS-2 de pronefros de trucha arco
iris: a) Imagen de contraste de fases del pase 28 a los 3 dias de cultivo, x100; b) Imagen de
contraste interferencial del pase 35 a los 2 dias de cultivo; c¢) Imagen de contraste
interferencial del pase 35 a los 2 dias de cultivo x200.

Linea TSS de bazo; linea celular de estroma de bazo de O. mykiss (Carracedo 2003),
formada por una poblacion heterogénea de células, entre las que predominan las células
epitelioides. Se caracteriza por su alta capacidad endocitica, mostrando actividades
enzimadticas a-naftil acetato esterasa inespecifica (ANAE) y fosfatasa acida (Fig. 15), asi
como marcaje positivo para la lectina de Ulex europaeus (UEAI), por lo que se asemeja a
lineas de células endoteliales de tipo sinusoidal.

Fig. 15.- Microfotografias de cultivos de la linea celular TSS de bazo de trucha arco iris: a)
Imagen de contraste de fases del pase 137 a los 4 dias de cultivo, x100; b) Imagen de un
cultivo de pase 54 a los 4 dias de cultivo tefiido para la demostracion histoquimica de la
actividad ANAE, x200. ¢) Imagen de un cultivo de pase 126 a los 4 dias de cultivo tefiido
para la demostracion histoquimica de la actividad fosfatasa acida, x100.
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3. Cultivo y mantenimiento de las lineas celulares

3.1. Congelacion y descongelacion de las lineas celulares

Para los ensayos, se usaron siempre pases jovenes (20-30 pases) de ambas lineas
celulares, procedentes de “master seeds” conservados congelados en nitrogeno liquido,
por lo que previamente a cada ensayo se procedié a descongelar y aclimatar las células.
Las células, se descongelaron en un bafio a 37°C durante un minuto y seguidamente se
resuspendieron en medio de cultivo adecuado para su crecimiento (ver mas abajo) a una
concentracion aproximada de 2x10* células/cm’® y se sembraron en frascos de 25 cm’
(Costar).

Antes de ser usadas para los experimentos, tras la descongelacion, las células se
subcultivaron varias veces (entre 3 y 5 pases hasta que las células se aclimatan y
adquieren un buen aspecto) mediante tripsinizacion (ver mas abajo), manteniéndolas a
18°C en atmosfera de aire y humedad a saturaciéon en un incubador termostatizado MPR
161D (Sanyo).

Para la obtencion de subcultivos, los cultivos se tripsinizaron (hasta disgregacion de
la monocapa) a 18+1°C usando una solucion de tripsina/ EDTA (Invitrogen) al 0,05-
0,02% en tampon fosfato salino (PBS) 0,16M, libre de Ca*™y Mg™. Pasado este tiempo
se afiadio medio de cultivo completo (20% FCS) para inactivar la tripsina y las células
fueron lavadas por centrifugacion a 300 g durante 10 minutos a 4°C y resuspendidas en el
medio de cultivo. Se determind la viabilidad mediante el método de exclusion con azul
tripan al 0,1% y se sembraron 5x10° células viables en frascos de cultivo de 25 cm® con 5
ml del medio correspondiente.

Tras el primer o segundo pase, se procedi6 a volver a congelar las células de varios
frascos para su preservacion como stock de “master seeds” en nitrogeno liquido. Para
ello, se tripsinizaron (como se ha indicado en el parrafo anterior) cultivos con las células
en fase logaritmica de crecimiento, se determind el numero de células viables con azul
tripan y se resuspendieron en un medio de congelacion consistente en suero fetal (FCS)
con un 10% de DMSO (dimetil sulfoxido) (Sigma) a una concentracion de 10°-10’
células/ml. Finalmente, se hicieron alicuotas de 1 ml en viales de congelacion de 1,5 ml
(Costar), que se congelaron primero envueltos en gasas y en una caja de Porexpan a -80
°C durante 24-48 horas, para posteriormente pasarlos a nitrogeno liquido.

3.2. Medios de cultivo de las lineas celulares

Los medios de cultivo empleados para las lineas celulares TSS y TPS-2 fueron:
a) Medio de cultivo rutinario (TCMD) segtin Diago et al., (1993, 1995), semejante

al descrito por Mishell y Dutton (1967), pero modificado por Carracedo (2003)
para eliminar el suero de trucha, cuya composicion se muestra en la Tabla 2.
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b) Medio de estimulacion de los cultivos (THM: trout holding medium), que se uso
para los bioensayos de estimulacion y de analisis de expresion génica, cuya
composicion se muestra en la Tabla 3. Este medio se caracteriza por la ausencia
de rojo fenol y contener un porcentaje del 2% de suero fetal (FCS), a fin de que el
medio no interfiriera en la toma de lecturas en el espectrofotometro, ni que el
FCS produjese una estimulacion inespecifica en los cultivos.

Tabla 2. Formulacion del medio de cultivo rutinario (TCMD) usado para las
lineas celulares.

Solucion stock Concentracion Volumen para 100 ml
final
Suero fetal bovino (FCS) (Cultek) 20% v/v 20 ml
L-glutamina 200 mM (Biochrom) 2 mM 1 ml
Piruvato s6dicol100 mM (Merck) 2,5 mM 2,5ml
2-Mercaptoetanol 50 mM(Merck) 50 uM 0,1 ml
Mezcla de nucleodsidos (Sigma) 0,1% p/v 2,5 ml
Adenosina 9,4 x10? mM
Citosina 22,5 x10% mM
: 5 2,5 ml
Guanosina 8,8 x10° mM
Uridina 10,2 x10” mM
Gentamicina 10 mg/ml (Gibco) 50pg/ml 500 pl
Anfotericina 250 pg/ml (Gibco) 2 ug/ml 880 ul
RPMI -1640, con HEPES 25 mM y 1 1
L-glutamina 2uM (Gibco) Hasta 100 m

El pH se ajust6 a 7,2-7,4 y el medio se esterilizdo mediante filtracion (filtros con poros
de 0,22 micras) y se conservo a 4°C.

Tabla 3. Formulacion del medio de estimulacion de los cultivo (THM) de las
lineas celulares y de macrofagos usado para bioensayos y estudios de expresion
génica.

Solucidn stock Concentracion final

Volumen para 100 ml

Suero fetal bovino (FCS) 2% v/v 2 ml
Gentamicina 10 mg/ml (Gibco) 50pg/ml 500 pl
Anfotericina 250 pg/ml (Gibco) 2 ug/ml 880 ul

RPMI -1640 sin rojo fenol, con
HEPES 25 mM y L-glutamina
2uM (Gibco)

Hasta 100 ml

El pH se ajust6 7,2-7,4 y el medio se esterilizd mediante filtracion (filtros con poros de
0,22 micras) y se conservo a 4°C.
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4. Cultivo primario de macrofagos

Se han usado también en los estudios cultivos primarios de macrofagos, extraidos de
pronefros de trucha aro iris, con el fin de comparar sus respuestas bioldgicas y de
expresion génica con los de las lineas celulares TSS y TPS-2. El procedimiento de
obtencién y cultivo de los macréfagos de pronefros se describe a continuacion.

4.1. Aislamiento de macroéfagos de pronefros

Los macrofagos fueron aislados siguiendo el método descrito por Secombes (1990),
mediante centrifugacion en gradiente de densidad y enriquecimiento en macrofagos por
adherencia a pléstico. En primer lugar, para la obtencion del pronefros (rifién anterior),
las truchas fueron previamente sacrificadas por sobreanestesia y exanguinadas mediante
puncion en el seno caudal, empleando tubos de extraccion sanguinea (Venoject, Terumo
Europe N.V.) provistos de una aguja de calibre 23G. El pronefros fue extraido por
diseccion en condiciones asépticas, trabajando en cabina de flujo laminar vertical, y el
organo se homogeneizdé mediante pases sucesivos a través de una jeringuilla de 1 ml
usando medio de mantenimiento (Tabla 4), suplementado con 20 U.I/ml de heparina
(Sigma). Posteriormente, la suspension celular se tamizo6 a través de una malla de nylon
con un tamano de poro de 100 um (Falcon) para eliminar restos tisulares no disociados.

Tabla 4. Formulacion del medio de mantenimiento (“holding medium”) usado
para el aislamiento de macro6fagos de pronefros.

Solucidén stock Concentracion final Volumen para 100 ml
Suero fetal bovino (FCS) 2% viv 2 ml
Gentamicina 10 mg/ml (Gibco) 50pg/ml 500 ul
Anfotericina 250 pg/ml (Gibco) 2 pg/ml 880 ul
RPMI -1640 sin rojo fenol, con
HEPES 25 mM y L-glutamina Hasta 100 ml
2uM (Gibco)

El pH se ajustd a 7,2-7,4 y el medio se esterilizé mediante filtracion (filtros con poros
de 0,22 micras) y se conservo a 4°C.

A continuacion, la suspension de células se dispuso sobre un gradiente discontinuo
de Percoll (Amersham, Pharmacia) de densidades 34% y 51% y se centrifugd 30 min a
400 g y 4°C. Tras la centrifugacidn, se recogid la banda de células de la interfase entre
34% - 51%, rica en macrdfagos, y las células se lavaron dos veces con RPMI-1640 por
centrifugacion a 400g durante 5 min y 4°C. Tras el ultimo lavado, las células se
resuspendieron en 1 ml de medio de mantenimiento. Se usé una alicuota para contar la
concentracion de células viables con azul tripan al 0,1% y se ajusto la concentracion a
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2x10" cél./ml en medio de cultivo de macrofagos (Tabla 3), pero con solamente 0,1% de
FCS.

Para el enriquecimiento de la poblacion de macréfagos por adherencia, esa
suspension de macrofagos se afiadi6 a frascos de polipropileno de 25 cm?” (Costar) (4x10’
cél./ frasco) o a placas de cultivo de 96 pocillos con fondo plano (Costar) (2x10°cél./
pocillo), que se dejaron incubar durante toda la noche a 18°C. Tras ello, se hicieron
varios lavados con RPMI-1640 para eliminar las células no adheridas y finalmente se
afiadi6 medio de cultivo THM (Tabla 3) para los ensayos bioldgicos y estudios de
expresion génica.

4.2. Estimacion del numero de macrofagos

Para estimar el nimero de macréfagos obtenidos en los frascos o en los pocillos de
las placas, tras el enriquecimiento por adherencia, se utilizé el recuento de nucleos
después de producir la lisis de las células por tratamiento con un tampoén de lisis que
contenia acido citrico (Sigma) 0,1M, 1% de Tween 20 (Sigma) y 0,05% de cristal violeta
(Sigma). El nimero de nucleos liberados se contd en un hemocitoémetro, tomando como
criterio su tamafio y forma para discriminar los de los macréfagos. Para los ensayos
bioldgicos y estudios de expresion génica se usaron cultivos en los que el porcentaje de
macréfagos era al menos de un + 80%.

5. Inmunoestimulantes

Para los distintos bioensayos se escogieron tres inmunoestimulantes, cuya actividad
in vivo e in vitro ha sido bien demostrada en peces:

Levamisol: compuesto sintético, clorhidrato de L-tetramisol (Sigma), del cual se
prepar6 una solucion stock en agua estéril (Gibco) a una concentracion de 50 mg/ml, que
se almacend a 4 °C. Para la estimulacion in vitro, se usé a las concentraciones de 5 y 25
pg/ml en medio de estimulacion THM.

LPS: lipopolisacarido extraido de Salmonella typhimurium (Sigma), del cual se
prepar6 una solucion stock en agua estéril (Gibco) a una concentracion de 5 mg/ml, que
se almaceno a -20 °C. Las concentraciones utilizadas para los ensayos fueron de 5 y 50
pg/ml en medio de estimulacion THM.

Poly I:C: sal sodica del 4cido polinosinico - policitidilico (Sigma), del cual se
prepar6 una solucion stock en agua estéril (Gibco) a una concentracion de 5 mg/ml, que
se almacend a -20 °C. Este producto se utilizo en los bioensayos a concentraciones de 1,
50y 100 pg/ml en medio de estimulacion THM.
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6. Ensayos bioldgicos de inmunoestimulacion

Se realizaron ensayos biologicos para analizar diversas respuestas de las lineas
celulares TPS-2 y TSS y de macrofagos relacionadas con la inmunidad innata,
incluyendo la capacidad fagocitica, de produccion de radicales oxidativos y de respuesta
a citoquinas, tras la estimulacion in vitro, como se describe a continuacion.

6.1. Preparacion de los cultivos en placas

A partir de los frascos de cultivos de las lineas celulares (los macrofagos se
sembraron directamente en placas como se ha indicado anteriormente) se obtuvieron
suspensiones celulares por tripsinizacion. Las células se recogieron en un tubo estéril de
15 ml (Costar), se centrifugaron a 4°C y 300 g durante 10 minutos y se resuspendieron en
1 ml de medio TCMD para determinar el numero de células viables con azul tripan.

Las células fueron resembradas en placas de 96 pocillos con fondo plano (Costar), o
en placas de paredes oscuras y fondo transparente (Costar) para ensayos con
fluorescencia, a una densidad de 2x10* cél./pocillo en medio TCMD. Las placas se
incubaron a 18 °C hasta obtener una capa subconfluente y 24 horas antes del ensayo tanto
los cultivos de macréfagos como los de las lineas celulares se lavaron con RPMI-1640
para eliminar células no adheridas y se les afiadié medio THM.

6.2. Ensayo de fagocitosis

Con el fin de comprobar la actividad fagocitica de nuestras lineas celulares asi como
de los cultivos de macrofagos de pronefros de trucha arco iris, se realizo un ensayo
previo con un kit comercial de la casa Invitrogen (pHrodo™ BioParticles® Conjugates
for Phagocytosis). Este preparado comercial, especifico para cuantificar la actividad
fagocitica, usa particulas de E. coli conjugadas con pHrodo, un fluorocromo sensible al
pH.

La fagocitosis se mide como fluorescencia emitida, que se produce como
consecuencia de la acidificacion de las particulas cuando son ingeridas en fagosomas,
aumentando intensamente la fluorescencia del pHrodo a medida que el pH disminuye.
Para determinar la especificidad de la fagocitosis, y como blanco del ensayo, se utilizé la
diferencia entre la sefial precedente de muestras con células, que han ingerido esas
particulas, y muestras sin células conteniendo el mismo medio de incubacion.

Para este ensayo se prepar6 una placa de 96 pocillos para fluorescencia (Costar)
donde se sembraron los macréfagos (2x10° cél./pocillo) y las lineas celulares (2x10*
cél./pocillo) por triplicado para cada condicion: pocillos estimulados con LPS (5 y 50

* . « TR . . .
En este trabajo usamos “ensayo biologico” para designar ensayos funcionales demostrativos de una
actividad celular dada, como por ejemplo la fagocitosis.
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pg/ml), con Levamisol (5 y 25 pg/ml), y con Poly I:C (1, 50 y 100 pg/ml). Se prepararon
también pocillos control, donde no se afiadié ningun inmunoestimulante y pocillos sin
células usados como blancos donde anadi6 simplemente medio. Las células
permanecieron con los inmunoestimulantes durante una hora, a partir de ese momento se
procedié a medir la actividad fagocitica como indica el protocolo del kit.

Se preparo6 una solucion de RPMI sin rojo fenol con 20mM de Hepes y a pH 7,4 con
NaOH para resuspender el vial de particulas liofilizadas del kit. Se afiadieron 2 ml de esta
solucion por vial de particulas y se procedio a su sonicacion hasta su completa dispersion.

El protocolo seguido fue el siguiente:

m Retirar el medio de la placa de células

m  Anadir 100 pl/pocillo de la suspension de particulas previamente preparada
incluidos los pocillos sin células y los pocillos control de células sin
inmunoestimular.

m  Cubrir e incubar la placa durante 3 horas en oscuridad y a 18 °C.

m Leer la placa en un fluorimetro (Synergy HT) con un filtro de excitacion de
550 nm y un filtro de emisién de 600 nm.

6.3. Ensayos de explosion respiratoria

Se han utilizado dos métodos para medir la produccién de O, como indicador de la
explosion respiratoria: a) el método de la reduccion del azul de nitrotetrazolio (NBT),
que detecta la presencia intracelular de O, (Rook et al., 1985), y b) la reduccion del
ferrocitocromo C, que detecta el O, liberado al medio de cultivo. La especificidad de
ambos métodos se demostrd utilizando como control el enzima SOD (superdxido
dismutasa) exogena, que dismuta el O, generado a H,O,. La Fig. 16 muestra el esquema
experimental para estos estudios, para los que se utilizaron placas de 96 pocillos
sembradas con las lineas celulares o con macréfagos.

INMUNOESTIMULANTES:

e Levamisol (5, 25 ug/ml)

e Poly-I:C (1, 50, 100 pg/ml)
MACROFAGOS e LPS (5, 50 pg/ml)

<

Sobrenadantes

[ P
> Metodo_ gel_ NBT
(Deteccion intracelular ROS)

=P ® Vétodo del Ferrocitocromo C
(Deteccion extracelular ROS)

LINEAS CELULARES

Fig. 16.- Esquema representativo del proceso de experimentacion para los ensayos de explosion
respiratoria.
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6.3.1. Método del NBT (deteccion intracelular de O2-)

La produccion de O, intracelular por el método del NBT se fundamenta en la
reduccion por el O, del compuesto soluble y amarillo del NBT a una forma insoluble,
formazan, que se acumula en depdsitos de color azul.

Se realizaron dos tipos de experimentos, por el método del NBT, de estimulacion de
las lineas celulares y de los macréfagos. En el primero se determind la capacidad
estimuladora de los inmunoestimulantes utilizados (LPS, Poly I:C y Levamisol), mientras
que en el segundo se pretendia analizar la duracion de la estimulacion y el efecto
sensibilizador de los mismos.

Para el primer tipo de ensayo se procedio de la siguiente manera: Previo lavado con
solucion salina Hanks (HBSS 10X) de la placa, se anadieron a cada pocillo 100 ul de
RPMI-1640 sin rojo fenol que contenian 1 mg/ml de NBT y el correspondiente
inmunoestimulante: LPS (5 o 50 pg/ml), Poly I:C (1, 50 o 100 pg/ml) y Levamisol (5 o
25 pg/ml), utilizando 8 pocillos (una columna) de la placa para cada concentracion de
estimulante. Como blanco para las medidas espectrofotométricas se dispuso una columna
mas con los pocillos sin células a los que se afiadié6 medio sin estimulante. Como testigo
se usd otra columna de pocillos con células (TSS, TPS-2 o macrofagos) a los que se
afadi6 medio sin estimulantes.

Las células se incubaron durante una hora (tiempo estimado para la obtencion de los
mejores resultados) a 18°C en atmosfera de aire y a continuacion se retir6 la solucion de
todos los pocillos, las células se fijaron durante 15 minutos con metanol (Merck), se
realiz6 un segundo lavado con metanol al 70% y las placas se dejaron secar al aire. Los
depdsitos de formazan reducido en las células se disolvieron afiadiendo 120 pl de KOH
(Panreac) 2 M y 140 ul de DMSO (Sigma) a cada pocillo. Finalmente, se determiné la
densidad dptica de cada pocillo en un espectrofotometro (Synergy HT, Bio-Tek) a 620
nm de longitud de onda frente al blanco con KOH/DMSO.

En el segundo tipo de experimento las células se preincubaron durante una hora con
las diferentes dosis de inmunoestimulantes y transcurrido ese tiempo se elimin6 el medio
y se afiadieron a todos los pocillos 100 pl de una solucion de RPMI-1640 con NBT
(Img/ml) y se incubaron nuevamente durante una hora a 18 °C. A continuacion se retird
el medio, y se procedid como en el caso anterior para fijar las células, disolver el
formazan y leer la D.O. a 620 nm.

6.3.2. Método del ferrocitocromo C (deteccion extracelular de Oy))

La presencia de anidon superdxido extracelular se detectdé mediante el método del
ferrocitocromo C (Secombes, 1990), que se fundamenta en la reduccion del croméforo
por el O, presente en el medio extracelular.
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Tras varios lavados con HBSS, se afadieron a cada pocillo 100 pl de solucion
Hanks con el inmunoestimulante correspondiente, en las mismas dosis indicadas en el
caso anterior, junto con 2 mg/ml de ferrocitocromo C (Sigma). Cada tratamiento se
realiz6 por cuadruplicado. En los pocillos blanco (sin células) y en los controles se
afiadieron 100 pl/pocillo de solucion Hanks con ferrocitocromo C (2mg/ml) sin
inmunoestimulantes, y también se usaron pocillos como control negativo donde se
afiadieron 300 pg/ml de SOD para comprobar la especificidad de la reaccion. Las células
se incubaron durante una hora a temperatura ambiente, realizdndose medidas de densidad
optica a 550nm en el espectrofotometro Synergy HT cada 5 minutos.

Tanto para los ensayos de deteccion de O, tanto intracelular como extracelular, los
resultados se expresaron como “indice de estimulacion” frente a los controles, calculados
segun la siguiente formula:

;o . ., X muestra - X blanco
Indice de estimulacion = — —

X control -X blanco

6.3.3. Produccion de sobrenadantes condicionados y ensayos para analizar la
liberacion de MAF

Diversas citoquinas secretadas por leucocitos que estimulan a los macrdéfagos se
agrupan bajo la denominacion genérica de factores de activacion de los macrofagos
(MAFs, macrophage-activating factors). Aunque no estan caracterizados, el IFN-y en
mamiferos (Schultz, 1991) y IFN-I y TNF-a en peces (Jang et al., 1995) son factores
presentes en MAF. Para poner de manifiesto esta actividad bioldgica tras la estimulacion
de las lineas celulares y de macréfagos, se us6 un ensayo de inmunoestimulacién
indirecta utilizando medios condicionados obtenidos de cultivos de macrofagos
estimulados con Poly I:C o Levamisol.

Un esquema del planteamiento experimental, semejante al descrito por Graham y
Secombes (1988), se muestra en la Fig. 17. Se utilizaron macréfagos sembrados en
placas de cultivo de 6 pocillos (Costar). Tras lavar los pocillos para retirar las células no
adheridas se procedi6 a estimular a los macréfagos afiadiendo medio THM (3 ml / pocillo)
que contenia los inmunoestimulantes en las siguientes concentraciones: 1 pg/ml o 100
pg/ml de Poly I:C; 5 pg/ml o 25 pg/ml de Levamisol. Tras 24 horas de estimulacion, se
retird el medio y los pocillos se lavaron tres veces con PBS y se afiadieron 3 ml de medio
THM fresco sin inmunoestimulantes. Nuevamente se incubaron los macréfagos durante
otras 24 horas, tras las cuales se recogieron los sobrenadantes en tubos Eppendorf de 1,5
ml y se conservaron a -80 °C hasta su utilizacion.
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La actividad MAFs en esos sobrenadantes condicionados se demostré usando
ensayos biologicos para la produccion de ROS en cultivos primarios de macréfagos, de
trucha arco iris, en placas de 96 pocillos y sobre cultivo celulares de TSS y TPS-2,
usando los métodos indicados anteriormente. Se realizaron estudios de dosis/respuesta
analizando la actividad de los sobrenadantes condicionados sin diluir (netos) y de sus
diluciones 1:10 y 1:2 (Vsobrenadante: Vfinal) €n THM.

Para el ensayo de produccion de O, intracelular (método del NBT), se agregd
Img/ml de NBT a los sobrenadantes condicionados, que se afiadieron a razén de 100
ul/pocillo. A los pocillos control (pocillos con células a los que se afiadid sobrenadante
de cultivos de macrofagos sin estimular) y blancos (sin células, s6lo medio THM), se
afiadi6 1mg/ml de NBT. Ademas, se usaron como controles positivos células estimuladas
con 50 pg/ml de LPS en medio THM, con Img/ml de NBT. Las placas se incubaron
durante una hora y el ensayo continud tal y como se describe en el método del NBT.

Para el ensayo de produccion de O, extracelular (método del ferrocitocromo), se
usaron las mismas diluciones de los sobrenadantes, que se afiadieron a las placas,
previamente lavadas con solucion de Hanks, junto con los 2 mg/ml de ferrocitocromo C a
razén de 100 pl/pocillo. Se usaron también pocillos blanco (sin células) y control, con
sobrenadantes de cultivos de macrofagos no estimulados, controles positivos estimulados
con 5y 50 pg/ml de LPS y controles negativos donde se anadieron 300 pg/ml de SOD.
Las placas se incubaron durante una hora a temperatura ambiente, realizandose medidas
de densidad 6ptica a 550 nm cada 5 minutos.

X .=

Medio fresco
THM
MACROFAGOS (
_____} S— S — —— Sobrenadantes
= lzl4|: ~ I> P = # - “m 2.4.h. -> (Guardar a -80 °C
Bl N ) Bl N ) Bt N ) hasta su uso)

Eliminar

’ sobrenadantes /
INMUNOESTIMULANTES:

sLevamisol (5, 25 pg/ml) :

Poly-1:C (1, 50, 100 ug/ml) CELULAS ===l - \
S Ensayos de

explosion respiratoria

\MACR()FAGOS —

Fig. 17.- Esquema representativo del proceso de obtencion de sobrenadantes condicionados para
analizar la liberacion de citoquinas (MAFs ) para los ensayos de explosion respiratoria.
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6.4. Ensayos de produccion de NO

Al igual que para los ensayos de explosion respiratoria, la deteccion de NO se llevo
a cabo tanto intracelular como extracelularmente. Existen varios métodos para deteccion
de NO: métodos indirectos, por medicién de productos de derivados de la actividad
oxidativa del NO, tales como nitritos (NO;) o nitratos (NOs3) — usados para la deteccion
de NO extracelular — o de compuestos nitrogenados como nitrotirosina (en proteinas
intracelulares o extracelulares), o mediante métodos directos de deteccion de NO. En
nuestro estudio, para la deteccion de NO intracelular se eligié un método fluorimétrico de
deteccion directa de NO, mientras que para la de NO extracelular se utiliz6 una variante
del método de Griess (Green et al., 1982), que detecta la formacion de nitritos.

6.4.1. Ensayo para la deteccion de NO intracelular

Para los ensayos de deteccion de NO intracelular hemos escogido un método
suficientemente sensible basado en una deteccidon fluorimétrica de NO, mediante un kit
comercial (Fluorometric cell-associated nitric oxide synthase (NOS) detection system,
Sigma) que utiliza un fluoréforo permeable a través de la membrana celular llamado
Diaminofluorescein-2 Diacetate (DAF-2 DA) para visualizar la produccion interna del
NO. El fluoréforo DAF-2 DA reacciona con el NO, formando un producto fluorescente,
triazolofluoresceina, que ya no es capaz de atravesar la membrana celular (Fig. 18) y que
puede cuantificarse mediante un fluorimetro.

NOS + NADPH

L-Arginina ﬁ L-Citrulina /492 nm
NO
A 515 nm

DAF-2, DA !
DAF-2
Fig. 18.- Esquema del proceso experimental de deteccion de NO mediante el fluoréforo DAF-2,DA.

La L-arginina es usada para producir NO por accion de la dxido nitrico sintasa (NOS), con ayuda del
NADPH como cofactor enzimatico, transformandose en L-citrulina.
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Para llevar a cabo estos ensayos, se prepararon placas de 96 pocillos para
fluorescencia (Costar) donde se sembraron los macréfagos (2x10° cél./pocillo) y las
lineas celulares (2x10* cél./pocillo). Por cuadruplicado, se estimularon las células
afiadiendo a los pocillos los distintos inmunoestimulantes LPS (5-50pg/ml), Levamisol
(5-25 pg/ml), Poly I:C (1-100 pg/ml) en medio THM. Ademas se usod 1pg/ml de éster de
forbol 12-miristato 13-acetato (PMA) en medio THM como control positivo. También se
prepararon pocillos como controles negativos, que contenian Uinicamente medio THM.
Para determinar la especificidad enzimatica, se usaron pocillos con células estimuladas
con LPS 5 ng/ml o PMA 1pg/ml a los que se afiadio cloruro de difenil-iodonio (DPI), un
inhibidor especifico de iINOS a la concentracion final de 8 pM. La produccion
intracelular de NO se estudio a 1, 8 y 24 horas post-estimulacion, incubandose las placas
a 18 °C en atmosfera de aire.

Tras el tiempo de estimulacion, se eliminé el medio de las placas y los pocillos se
lavaron dos veces con medio Hanks. Después del ultimo lavado, se afadieron
inmediatamente a cada pocillo 100 pl del tampdn de reaccion del kit. A continuacidn, se
afladieron a cada pocillo 100 ul de la mezcla de reaccion 2, conteniendo esta mezcla el
doble de la concentracion adecuada de NADPH, solucion de arginina y DAF-2 DA. Para
determinar la concentracion 6ptima de NADPH a afiadir se realizaron ensayos previos en
los que se determind que era de 4uM (por tanto, la mezcla de reaccion contenia una
concentracion 8 uM de este reactivo).

Los pocillos control, pocillos sin células y pocillos con células no estimuladas,
siguieron el mismo protocolo, exceptuando un grupo de pocillos que se usé6 como control
de fluorescencia en los que la mezcla de reaccion 2 carecia de DAF-2 DA. A los pocillos
usados como control negativo, se les afiadieron 50 pl del tampdn de reaccion, 100 ul de
la mezcla de reaccion 2 y 50 pl de la dilucion del inhibidor (32 pM de DPI en tampoén de
reaccion).

Las placas se incubaron protegidas de la luz a temperatura ambiente durante 2 horas.
Tras este tiempo se leyo la fluorescencia en un fluorimetro (Synergy HT) con un filtro de
excitacion de 492 nm y un filtro de emisioén de 515 nm.

6.4.2. Deteccion NO extracelular

La deteccion extracelular de produccion de NO fue ensayada mediante el método
indirecto descrito por Neuman (Neuman et al., 1995), una variante de la reaccién de
Griess (Green et al., 1982) que cuantifica el contenido en nitrito en los sobrenadantes.

Se utilizaron los sobrenadantes procedentes de las placas sembradas para el ensayo
de deteccion fluorimétrica de NO. Tras los tiempos de estimulacion (4, 8 o 24 horas), se
recogieron 75 pl de los sobrenadantes, que se transfirieron individualmente a nuevos
pocillos de una nueva placa de 96 pocillos (Costar). Se afiadieron a cada pocillo 100 pl
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de sulfanilamida (Sigma) al 1% en 2,5% de é4cido fosfoérico (Merck) y 100 ul de 0,1% de
N-naftil-etilendiamina (Sigma) en 2,5% de 4cido fosférico. Las muestras se incubaron 10
minutos en oscuridad y la densidad oOptica se determind usando un espectrofotometro
(Synergy Ht) a una longitud de onda de 550nm.

La concentracién molar de nitritos de los sobrenadantes fue determinada mediante
una curva estandar de concentracion generada usando concentraciones conocidas de
nitrito de sodio, que se ensayaron en las mismas placas que los sobrenadantes.

Los resultados de los ensayos de deteccion de NO, tanto intracelular como
extracelular, se expresaron como “indices de estimulacion” frente a los controles,
aplicando la formula indicada anteriormente para la deteccion de ROS.

6.5. Tratamiento estadistico de los resultados de los ensayos biologicos

Los resultados obtenidos se expresaron como medias y desviacion estandar y se
analizaron mediante un analisis de varianza mediante las pruebas de Tukey. El nivel de
significacion utilizado fue para p< 0,01 y p< 0,005.

7. Ensayos de expresion génica

La deteccion de la expresion de algunos genes implicados en la respuesta
inmunitaria, indicados en la Tabla 5, se ha llevado a cabo mediante la técnica de
retrotranscripcion (RT) seguida de amplificacion por la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) como se muestra esquematicamente en la Fig. 19. Inicialmente y para
la puesta a punto de la técnica, los resultados se analizaron semicuantitativamente por
densitometria de las bandas de DNA amplificado (amplicones) en geles de agarosa.
Posteriormente, el nivel de expresion génica se cuantificd y validoé por PCR cuantitativa
(en tiempo real, g-PCR).

Los genes a estudiar, implicados en la respuesta inmunitaria, han sido los siguientes:
los de las citoquinas IL-1B1, IL-8 y TNF-al y TNF-a2; los de las enzimas COX-2 e
iNOS; el de la proteina inducible por interferoén Mx-1 y el que codifica la cadena beta del
MHCH-II, todos ellos de O. mykiss. Ademas, como control para comparar el nivel de
expresion de estos genes entre distintas muestras se estudio la expresion del gen de la B-
actina, que se expresa constitutivamente y con pocas variaciones entre diversos tipos
celulares.

La expresion de esos genes ha sido estudiada en las lineas celulares TSS y TPS-2 y
en cultivos de macréfagos de truchas arco iris sanas; estos cultivos se estimularon con los
inmunoestimulantes: LPS (5 y 50 pg/ml), Levamisol (5 y 25 pg/ml) y Poly I:C (1, 50 y
100 pg/ml), disueltos en medio THM, frente a cultivos control, no estimulados. Los
ensayos de inmunoestimulacion se realizaron de forma semejante a lo descrito para los
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bioensayos de produccion de ROS, tanto en lo referido a las lineas celulares como a la
obtencién de cultivos primarios de macréfagos, pero usando frascos de 25 cm?, en los
que se sembraron 5x10° cél./frasco de las lineas TPS-2 y TSS, y 4x10’ macréfagos/
frasco. A cada frasco se afiadieron 5 ml del medio THM con los inmunoestimulantes o
sin ellos (controles). Los cultivos se incubaron a 18°C y se recogieron muestras a 4, 8, 12
y 24 horas, tras las cuales se procedid a la extraccion del RNA, como se indica a
continuacion.

Células

T T

Aislamiento de RNA

y

Anillamiento con oligos dT

\

RNAm AAAA
Retrotranscripcion 2 TTTTT
{ c
RNAm AAAA
cDNA TTTTT

Primer ciclo de la PCR

\

‘ Amplificacion por PCR ‘

Fig. 19.- Proceso esquematico de la amplificacion de transcritos génicos mediante la técnica de
RT-PCR

7.1. Extraccion de RNA total

El RNA es un 4cido nucleico de tamafio variable y de cadena sencilla. Presenta dos
grupos hidroxilo descubiertos mas que el DNA, lo que lo hace un material mucho mas
reactivo a la hidrdlisis enzimatica, y por tanto es mucho mas inestable. EI RNA
mayoritario en una célula, entre un 80-85%, es RNA ribosémico, principalmente 28S y
18S, mientras que el 10-15% estd compuesto por RNAs de bajo peso molecular como el
nucleolar y de transferencia. El RNA mensajero se encuentra entre un 1-5% y es
heterogéneo en tamafo.
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Para evitar problemas de contaminacion y evitar la degradacion del RNA de las
muestras, se tomaron las precauciones indicadas en los manuales de biologia molecular
(Sambroock et al., 1989), incluyendo el uso de guantes durante todo el proceso de
extraccion, realizar los trabajos en zonas limpias y de uso exclusivo para la técnica, uso
de material especifico, esterilizado por autoclavado dos veces y libre de RNAsas, y de
agua ultrapura certificada libre de ribonucleasas (Sigma).

Para la extraccion del RNA total se utilizaron columnas de purificacion RNeasyTM
(Quiagen) y siguiendo las instrucciones del fabricante. El protocolo utilizado fue el
siguiente:

1) En primer lugar, los cultivos se tripsinizaron y las células se recogieron por
centrifugacion (300 g /10 min/4°C) en tubos de 15 ml (Costar), descartando el
sobrenadante.

2)Para lisar las células se afiadieron a los tubos 350 pl de tampon RLT,
suplementado con un 1% de P-mercaptoetanol justo antes de su uso. Para
homogeneizar el lisado, este se pasd a través de una jeringuilla de 1ml con una
aguja hipodérmica de 25 G al menos 5 veces. A continuacion, se afadieron a cada
muestra 350 ul de etanol al 70%, para terminar de homogenizar el lisado
pipeteando suavemente.

, ™ .. .
3) Cada muestra se colocé en una columna RNeasy = mini spin y estas se

centrifugaron durante 1 minuto a 10.000 rpm (microcentrifuga Eppendorff,
5415R).

4) Seguidamente se afiadieron 700 pl del tampén RW1 a cada columna y se
centrifugaron nuevamente 1 minuto a 10.000 rpm, realizdndose a continuacion
dos lavados sucesivos con 500 pl de tampdén RPE por centrifugacion (1 minuto a
10.000 rpm).

5) Finalmente se elimind todo el liquido de las columnas y estas se centrifugaron
durante 2 minutos a 14.000 rpm para eliminar los restos de etanol. Se transfirio
cada columna a un tubo Eppendorf y se afiadieron 30 pl de agua libre de RNasa
(del kit) para eluir el RNA.

El RNA asi obtenido se conservo a -80 °C hasta su uso.

Antes de realizar la retrotranscripcion, se determiné la concentracion y pureza del
RNA midiendo en un espectrofotémetro GeneQuant pro (Amersham Pharmacia Biotech)
a 260 nm y 280 nm. La relacion entre las absorbancias a 260/280 nm nos permite estimar
la pureza del RNA. Se usaron aquellas muestras que presentaban una relacion entre 1,8 y
2, valores que indican ausencia o baja contaminacién de DNA o proteinas (Sambroock et
al., 1989).

Por otra parte, también se determino la integridad de los RNAs obtenidos mediante
electroforesis en geles de agarosa con bromuro de etidio. En la Fig. 20 se muestra un

* . . . ey .

Los tampones RLT, RW1 y RPE son soluciones del kit, de composicion desconocida. RLT y RW1 son
soluciones acuosas que contiene isotiocianato de guanidina. RPE se suministra como concentrado al que
deben afiadirse 4 volimenes de etanol en el momento de su uso.
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ejemplo representativo de uno de estos estudios, donde se puede apreciar la calidad del
RNA extraido, indicada por la no degradacion del RNA ribosomico 28S y 18S. El
RNAm aparece como un conjunto de bandas, con tamafios variables que se extienden
desde 5 kilopares de bases a 600 pares de bases.

C LPS Levamisol Polyl:C
O N\

N

28S

18S

Fig. 20.- Electroforesis en gel de agarosa de muestras de RNA
obtenidas de cultivos de la linea celular TSS control e
inmunoestimuladas. En cada carril se cargaron 1,5 pg de RNA. El carril
de la izquierda contiene marcadores de peso molecular (517-1016-
1636). Las dos bandas superiores corresponden a RNA ribosdémico 28S
y 188S.

7.2. Retrotranscripcion

La retrotranscripcion (RT) es una técnica que permite generar una copia de DNA a
partir del RNA usando la enzima transcriptasa inversa y proporcionando un cebador.
Después de la retrotranscripcion se obtiene un hibrido RNA-DNA, que por degradacion
del RNA queda como DNA monocatenario y complementario (cDNA) del RNA original.

En nuestro estudio se utilizaron como cebadores oligos-dT para la retrotranscripcion
de los RNA mensajeros. Los oligos-dT, formados por una secuencia de 10 a 15 timidinas,
se aparean con la cola de poli-Adenina que presentan la mayoria de los RNA mensajeros
en su extremo 3’. Para llevar a cabo la retrotranscripcion se usaron los siguientes
reactivos:

- RNA molde, procedente de las muestras: 4 pg de RNA total por reaccion.
- Cebador Oligo-dT,.;5 (Invitrogen), a concentracion de 0,5 pg/ul (stock).

- Retrotranscriptasa del virus Moloney de la leucemia murina (M-MLV)
(Invitrogen).

- Inhibidor de la actividad RNAasa (RNaseOUT™ Recombinant Ribonuclease
Inhibitor, Invitrogen).

- Mezcla de 2’-deoxinucledtidos 5'- trifosfato (ANTP Mix, Invitrogen), que
contiene dATP, dCTP, dGTP,y dTTP, cada uno de ellos a una concentracion de
10 mM.
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- Agua libre de RNAsas (Sigma).

La reaccion de retrotranscripcion se llevd a cabo en tubos de PCR (Costar), y el
proceso seguido fue:

1. Se mezclaron en el tubo de PCR el RNA molde, 1 pl del stock de oligos-
dTi,.13 (concentracion final 0,5 pg/ul), 1 ul de ANTPs (concentracion final de
cada uno de ellos 0,5 mM) y se ajust6 el volumen final de la reaccion con
aguaa 12 pl

2. Se incubd la mezcla de reaccion a 70°C durante 10 minutos para
desnaturalizar el RNA y a continuaciéon se enfrio el tubo en hielo
inmediatamente, donde se mantuvo 1 minuto, para evitar que el RNA se
repliegue.

3. A continuacion, se afadieron a cada tubo 4 pl del tampén 5X de reaccion de
la retrotranscriptasa (suministrado junto el enzima, contiene Tris-HCI 250
mM, pH 8,3, KCI 375 mM, MgCl, 15 mM), 2 ul del stock (100 mM) de
dithiothreitol (DTT, Invitrogen) y 1 pl (40 U) de RNaseOUT™ (inhibidor de
la actividad RNAasa).

4. Los tubos se incubaron a 37°C durante 2 minutos, a continuacion se afiadio a
cada tubo 1 ul (200 unidades) de la retrotranscriptasa y se incub6 a 37 °C
durante una hora para realizar la sintesis del ¢cDNA, y después a 70°C
durante 15 minutos para parar la reaccion.

Finalmente, las muestras de ¢cDNA se diluyeron afiadiendo 30 pl de agua estéril
(volumen final de 50 pl) y se conservaron a -20 °C hasta su uso.

7.3. Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR)

Una vez obtenido el cDNA, para la puesta a punto de la técnica y andlisis
semicuantitativos se procedi6 a la amplificacion por la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR).

Las secuencias de los oligonucledtidos empleados como cebadores para la
amplificaciéon por PCR del cDNA de los genes estudiados se muestran en la Tabla 5,
junto con el tamafo de los productos amplificados. Para comprobar que la cantidad de
cDNA es la misma en todas las muestras se han realizado PCRs utilizando cebadores
especificos para el gen de la B-actina de expresion constitutiva.

De forma general, las PCRs se llevaron a cabo en un termociclador Gene Amp® PCR
System 9700 (Applied Biosystems) empleando un kit con Taq DNA Polimerasa
(Invitrogen) segun las instrucciones del fabricante. Inicialmente, se utiliz6 un protocolo
general de PCR que comprendia la mezcla de reaccion indicada en la Tabla 6, con un
volumen final de 50 pl, en tubos Eppendorf de 0,2 ml (Thermowell™ Tubes Costar), que
se mantenian en hielo hasta iniciar la reaccion, y el programa de ciclos indicado en la
Tabla 7.
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El protocolo general de amplificacion que se ha descrito fue modificado atendiendo
a la temperatura de anillamiento de los oligonucledtidos y del tamafio del producto
esperado. Asi, se modificaron temperaturas y tiempos de extension, ajustando las
condiciones finales empiricamente. Para los andlisis semi-cuantitativos de la PCR, el
nimero de ciclos para la amplificacion necesarios, depende del numero de copias de la
muestra de DNA presente al comienzo de la reaccion y de la eficiencia de la PCR, por lo
que se mantuvo en el menor numero posible para estar en el rango lineal de la PCR y
obtener bandas de una intensidad que permitieran el andlisis densitométrico de los geles.
Las condiciones finales usadas se indican en la Tabla 8.

En todos los casos se utilizaron un control negativo al que no se afiadia cDNA, para
comprobar que no se formaban dimeros de cebadores o que sucedian otras anomalias, y
un control del origen del DNA molde consistente en muestras de RNA procesadas para
RT-PCR en paralelo con las otras muestras, pero a las que no se habia afiadido la
retrotranscriptasa (controles RT-), para observar si habia contaminacién por DNA

genomico.
G Cebad S ) Tamafo Ref .
cn epaaor ecuencia amplic(m eierencias
. Actina-F | ATCGTGGGGCGCCCCAGGCACC Bridle et al
B-actina 543 pb 2006
Actina-R | CTCCTTAATGTCACGCACGATTTC (2000)
IL1 F10 | GGATTCACAAGAACTAAGGAC Brubacher et
IL-1B1 399 pb 7 (2000
ILIRS | ACTGTGATGTACTGCTGAAC al. ).
IL-8F3 | GAATGTCAGCCAGCCTTGTC Laing KJ et
IL-8 226 pb 1. (2002
IL-8§R3 | TCCAGACAAATCTCCTGACCG al. ( )-
. Zou et al
TNE. oI |_TNE-1F5 | CAAGAGTTTGAACCTTGTTCAA 1sipb | A0
TNF-1R5 | GCTGCTGCCGCACATAGAC ( ).
. Zou et al
TNF. g2 |_TNF-2F4 | CAAGAGTTTGAACCTCATTCAG 208pb | 20
TNF-2 R4 | GCTGCTGCCGCACATAAAG ( ).
Mol F | ATGAATAATACGCTCAACCAACA Fierro y
i TTA Estepa (2004)
Mx-1
' 1 CTAGAACTCAACTAGGTAGC 18520 | GeneBank
Mx-1 R T T TAGGT U30253
COX2-F6 | ATCCTTACTCACTACAAAGG Zou et al
COX-2 386 pb | (1999b)
COX2-R3 | GCTGGTCCTTTCATGAAGTCTG :
NOS F4 | CATACGCCCCCAACAAACCAGTG Lindestrom et
iNOS C 746 pb | al. (2004).
iNOSR5 | CCTCGCCTTCTCATCTCCAGTGTC
MHC- | ONMY-F | ATGTCGATGCCAATTGCCTTCTA Glamann
1B 336 pb | (1995)
ONMY-R | TGTCTTGTCCAGTATGGCGCT -

Tabla 5.- Secuencia de oligonucleétidos utilizados como cebadores para la deteccion por RT-PCR
de la expresion de genes. Estas secuencias fueron disefiadas o tomadas a partir de las secuencias y
datos indicados en las referencias bibliograficas que se muestran y sintetizados por Invitrogen.
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Concentracion stock | Volumen afadido
Tampon 10x Taq polimerasa Sul
Cebador 5’ 10 uM 2,5 ul
Cebador 3’ 10 uM 2,5 ul
Mezcla ANTPS 10mM 1,2 ul
Taq DNA polimerasa 50/l 0,3 pl
MgCL, 50 mM 2ul
cDNA 2ul
Agua estéril Hasta 50 pl
Tabla 6.- Formulacion general de la mezcla de reaccion para las PCR
Ciclo Tiempo Temperatura
Desnaturalizacion inicial: 5 min 94 °C
Desnaturalizacion: 45 seg 94 °C
Amplificacion ' '
_ ‘ Anillamiento: 45 seg 50 °C
(n° de ciclos variable)
Extension: 1 min 72 °C
Extension final: 10 min 72 °C

Tabla 7.- Protocolo general de ciclos usados para la amplificacion por PCR.

Gen T? de anillamiento N’ de ciclos
B-actina 55°C 28
IL-1B1 55°C 30

IL-8 58°C 30
TNF- al 55°C 35
TNF- a2 58 °C 30

Mx-1 50 °C 30
COX-2 57°C 30

iNOS 60 °C 35

MHC-IIB 55°C 30

Tabla 8.- Condiciones finales de PCR usadas para la amplificacion de

cada cDNA con cada gen.
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7.4. Electroforesis en geles de agarosa

Los productos obtenidos de las PCRs se visualizaron en geles de agarosa de baja
electroendosmosis (Agarose D-1 low EEO Pronadisa) al 1,5% en tampén TAE pH 8,0
(cuya composicion se muestra en la Tabla 9) con 0,5 pg/ml de bromuro de etidio (Fluka).

En los geles se cargaron las muestras de los amplicones obtenidos de cada gen a
estudiar en las diversas condiciones experimentales (por ejemplo, de células estimuladas
con los diversos inmunoestimulantes y del control), junto con los amplicones del gen de
la P-actina correspondientes, a fin de evitar variaciones inter-geles en la
semicuantificacion por densitometria. Un ejemplo genérico de la disposicion y muestras
incluidas en cada gel se muestra en la Fig. 21.

Marcador Muestras

r 1

C(-) RT(-)
|~

B-actina

COX-2

Fig. 21.- Ejemplo de las muestras incluidas en un gel de electroforesis usado para
la visualizacion de los resultados de la PCR. Se indica la disposicion de las
muestras en los carriles (arriba), que incluyen: marcadores de tamafio (carriles 1y
12), muestras de cDNA a estudiar (carriles 2 a 9), control negativo sin cDNA (C-)
y control del origen del cDNA (RT-). Las bandas que se observan corresponden a
las obtenidas para muestras del gen COX-2 y de B-Actina de células TPS-2.

Los geles se cargaron con 8 pl de la muestra de PCR junto con 8 pl de la
amplificacion de B-actina. A las muestras a cargar en el gel se les afiadio tampon de carga,
2 ul por pocillo del gel, para dar densidad a las muestras y visualizarlas en el mismo. En
cada gel se incluyeron marcadores de tamafio (1 Kb Plus DNA ladder, Invitrogen) en el
rango de 100 pb a 12 Kb.

La electroforesis se llevdo a cabo en tampoén TAE mediante la aplicacion de un
diferencial de potencial de entre 1 y 5 V/cm y se detuvo cuando el frente de avance,
marcado por el azul de bromofenol, se aproximé a final del gel.
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Tampon Composicion
. 57 ml de acido acético glacial, 100ml de EDTA 0,5 M
Tampon TAE 50X pH 8, 242 ¢ de Tris base y agua destilada hasta 1 litro.

12,5 mg de azul de bromofenol (0,025%), 25 ml de

Tampén de carga glicerol y agua destilada hasta 50 ml.

Tabla 9.- Composicion de los tampones utilizados para las electroforesis en geles de agarosa.

7.5. Semicuantificacion

Para el analisis densitométrico, los geles se fotografiaron usando el sistema Uvitec
(Witel LTD), que consta de un transiluminador con luz UV, cdmara fotografica digital y
analizador de imagen, que permite guardar la imagen para posterior analisis. La
intensidad de las bandas fue analizada usando el programa Quantity One (BioRad). La
estimacion de los niveles de expresion de los genes de interés fue expresada como la
expresion relativa respecto a la del gen de la B-actina usando la siguiente formula (Sigh J.
et al 2004):

Expresion relativa = (densidad del gen muestra — densidad del fondo) / (densidad de
la muestra de p-actina — densidad del fondo)

7.6. PCR en tiempo real

La cuantificacion de la expresion génica, a partir del cDNA obtenido de los
transcritos de los genes a estudiar, se ha analizado mediante q-PCR, usando como
marcador fluorescente SYBR Green, un fluoréforo que aumenta su intensidad de
fluorescencia al unirse a DNA bicatenario (Wittwer, 1997). Un esquema del proceso en
el que se fundamenta esta metodologia se muestra en la Fig. 22. Para este estudio se
utilizo el termociclador de tiempo real ABI 7000 (Applied Biosystems) del Laboratorio
de Técnicas Instrumentales (LTI) de la Universidad de Leon.

Para el andlisis del producto, se analiza la curva de amplificacion, la cual estd
constituida por al menos tres fases distintas: fase de latencia donde la acumulacion del
producto no se puede detectar, fase exponencial y fase de saturacion.

El niamero de copias de la diana al inicio de la reaccion se puede cuantificar con
gran precision a través de ciclo umbral (Ct). El Ct es el nimero de ciclos necesarios para
que se produzca un aumento significativo de la fluorescencia con respecto a la sefial base
y es inversamente proporcional a la cantidad inicial de las moléculas molde. De esta
manera, utilizando muestras patron que contienen diluciones seriadas de concentraciones
conocidas de la diana, se construye una recta de calibracion que relaciona los Ct con el
logaritmo de la cantidad inicial de molde.
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Fig. 22.- Representacion esquemadtica del proceso de amplificacion con SYBR Green
para la deteccion de la amplificacion por PCR a tiempo real. Durante el anillamiento
las moléculas de SYBR Green se unen a la cadena doble de DNA emitiendo
fluorescencia.

La eficiencia de la reacciéon también se puede calcular a partir de los Ct de los
patrones. Para analizar cambios relativos en la cantidad del transcrito se elige como
patréon un transcrito de referencia que no varie su expresion en los tratamiento a analizar,
en este caso P-actina. Comparando los Ct del gen de referencia con el gen a estudiar en
nuestras muestras tratadas y sin tratar, se pueden determinar cambios relativos en la
expresion del gen problema.

No obstante el Sybr Green no es especifico en el reconocimiento del DNA, por lo
que cuantifica todas las moléculas de DNA bicatenario presentes en la PCR, incluidos los
productos de PRC no especificos y los dimeros de los cebadores. Para solventar este
problema se analiza la curva de disociacion o de fusidon (meeting) que se obtiene tras la
reaccion de amplificacion, representa la dependencia de la fluorescencia de la
temperatura. Al aumentar la temperatura las dos cadenas de DNA se separan y disminuye
la fluorescencia. La derivada de la curva de fusiéon nos muestra un pico maximo en la
curva donde la fluorescencia desciende bruscamente que se corresponde con la Tm o
temperatura de fusion o melting del producto. La curva de disociaciéon nos permite
confirmar si tenemos un solo producto de amplificacion o varios en el caso de detectar
varios picos con Tm diferentes, dado que cada DNA bicatenario tiene una temperatura de
fusion especifica.

En este trabajo se utilizd el kit Brilliant® Sybr® Green QPCR Master Mix
(Stratagene) para q-PCR, que se prepar6 para cada muestra como se indica en la Tabla 10.
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Concentracion stock | Volumen afadido
2X Master Mix Syber Green 2X 12,5 ul
Cebador 5’ 10 uM 0,5 ul
Cebador 3° 10 uM 0,5 pl
Colorante de referencia (1:50) 0,375 ul
cDNA (1:10) 2 ul
Agua estéril Hasta 25 pl

Tabla 10.- Formulacion general de la mezcla de reaccion para las PCRs

Los cebadores usados fueron los mismos que los empleados para la RT-PCR
exceptuando los de los genes B-actina, Mx-1, TNF- al, iNOS y MHC-IIB que se
disefiaron de nuevo o se cambiaron por otros y el de Arginasa que se incluyo6 para los

analisis de PCR a tiempo real, para generar un producto de menor tamafio y aumentar la

eficiencia en la q-PCR. Las secuencias de los oligonucleo6tidos y los tamafnos de los

amplicones se muestran en la Tabla 11.

El protocolo general seguido de amplificacion de la q-PCR a tiempo real fue el

indicado en la Tabla 12. Al final de cada PCR, se realiz6é un ciclo para determinar la

curva de disociacion (’melting”) que permite determinar si se ha producido la

amplificacion de un Unico amplicon o de varios, o si se han formado dimeros de los

cebadores, es decir, confirmar la especificidad de la PCR.

GT

Tamano
Gen Cebador Secuencia del Referencia
amplicon
Bact-F | ATGGAAGGTGAAATCGCC Lindenstre
p-actina 2600pb |m et al
TNF-1aF | AGCATGGAAGACCGTCAACGAT Purcell et al.
TNF- al 131 pb 2004
TNF-laR | ACCCTCTAAATGGATGGCTGCTT ( )
Mx-1F | GGTTGTGCCATGCAACGTT Purcell et al.
Ml 102pb | (2004)
Mx-1R | GGCTTGGTCAGGATGCCTAAT
iNOS-F | CCAACCATGCACATCAAAAGTT Fierro. C.
INOS . CCTGAGGTAGGATTTCAAGAGTA 98 pb (2007)
iNOS-R
GAAA
Arginasa | Arginase F | TGGGAGCCGGACACACTAC 68 ob Fierro. C.
2 Arginase R | GCCTTCCACTGAACCAATGG P (2007)
ONMY-F | GTCGATGCCAATTGCCTTCTA Fierro. C.
MHC-IIB g4pb | (2006)
onMy.R  ACCGATGTTCAAAATATCCATCT p

Tabla 11.- Oligonucleotidos usados como cebadores para g-PCR.
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Ciclos Duracion ciclos Temperatura
1 10 min 95°C
0,15 seg 95°C
35 0,30 seg 55°C
0,30 seg 72°C
Curva de disociacion

Tabla 12.- Condiciones generales utilizadas para los estudios de q-PCR.

7.7. Analisis cuantitativo

Para cada ensayo experimental, las g-PCRs se llevaron a cabo por triplicado. Para
determinar los niveles de expresion relativa de los genes candidatos se ha empleado el
método de Pfaffl (2001) para obtener la expresion relativa de los genes candidatos en
comparacion con la expresion del gen de la P-actina. Para ello, se usd la siguiente
formula:

EmuestraACt muestra (control- muestra)

Ratio =
. ACt p-actina (control- muestra)
B-actina

Donde Ct es el nimero de “ciclo umbral” necesario para que se produzca un
aumento significativo de la fluorescencia con respecto a la sefial base. Este valor es
inversamente proporcional a la cantidad inicial de las moléculas molde. Act es igual al
valor de Ct obtenido en la muestra control menos el valor de Ct para la muestra tratada
con el inmunoestimulante a analizar.

La eficiencia de amplificacion fue determinada para cada cebador usando diluciones
seriadas (1, 10, 100 y 1000) de una mezcla de alicuotas de todos los cDNAs obtenidos de
las muestras control y de las experimentales expuestas a los inmunoestimulantes a 4 y 24
horas. La eficiencia fue calculada como E= 10""™ donde la pendiente (m) se genera a
partir de las diluciones seriadas cuando representamos el logaritmo de las
concentraciones de los cDNA diluidos frente a los Ct obtenidos para los mismos (un
ejemplo de este calculo se muestra en la Fig. 23). En el Anexo I se muestran la graficas
correspondientes al calculo de las eficiencias de todos los cebadores usados en este
trabajo.
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Delta Rn vs Cycle

Efficiencia B-actina

Delta Rn
Ct

y = -3,352x + 8,822

- T 3 25 2 15 K 05 0
- Log Concentracion
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Fig. 23.- Eficiencia de la reaccion de q-PCR para la B-actina en la linea TPS-2. A la derecha se
muestran las curvas de amplificacion con las diluciones seriadas de cDNA, mientras que el panel
izquierdo presenta la representacion lineal del logaritmo de las diluciones frente al valor de Ct.

Las diferencias significativas en la expresion de los genes entre los diferentes
tratamientos con los inmunoestimulantes y los controles fueron analizadas mediante un
test de ANOVA considerandose significativas para p<0,01.
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1. Cultivo de macroéfagos

Con el fin de optimizar los ensayos con cultivos primarios de macréfagos de
pronefros, se determino el nimero de células adherentes al pléstico tras 24 horas (dia 1) y
a2, 3,4y 5 dias de cultivo, tras eliminar la poblacidon celular no adherente con cada
cambio de medio. El nimero de macrofagos se estimé mediante la técnica de lisis
seguida de tincion de nucleos (ver Material y Métodos, apartado 4.2).

La Fig. 24 muestra los resultados de un ensayo tipico de aislamiento y cultivo
primario de macréfagos de pronefros. A las 24 horas de incubacion se observd una media
de 5x10° células adherentes por pocillo, lo que representa aproximadamente un 25% del
total de la poblacion sembrada inicialmente (2x10° cél./pocillo). El niimero de células
adherentes decrecid de forma estadisticamente significativa, en comparacion con el dia 1,
a partir del dia tres de cultivo (Fig. 24). Por tanto, para estandarizar los diferentes
ensayos subsiguientes, se utilizaron unicamente cultivos primarios de macrofagos
incubados como méaximo durante dos dias.
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Fig. 24.- Grafica representativa del nimero de células adherentes por pocillo en un ensayo de
aislamiento y cultivo primario de macréfagos de pronefros, a diferentes dias de cultivo. Cada punto
representa la media aritmética de cuatro pocillos y las barras la desviacion estandar. * Diferencias
significativas (P<0,05) con respecto al valor obtenido el dia 1.
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2. Ensayo de fagocitosis

Se estudio el efecto de los distintos inmunoestimulantes sobre la actividad fagocitica
de las lineas celulares y de macréfagos de pronefros, usando un ensayo de fagocitosis de
particulas fluorescentes (Material y Métodos, apartado 6.2).

Los resultados demostraron que en términos absolutos la capacidad fagocitica de los
macrofagos, determinada por la intensidad de la fluorescencia, era mucho mayor que la
de las lineas celulares TSS y TPS-2, en cualquier condicion experimental (Fig. 25a).
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Fig. 25.- Representacion grafica de los resultados obtenidos en un experimento
representativo del ensayo para analizar la actividad fagocitica de las lineas celulares TSS
y TPS-2 y de macrofagos. a) Capacidad fagocitica absoluta de células control o expuestas
a las diferentes dosis de los inmunoestimulantes. b) Indices de fagocitosis obtenidos
respecto al control tras la exposicion a los inmunoestimulantes. Cada columna representa
la media aritmética de 3 pocillos mas la desviacion estandar. Los asteriscos indican
diferencias significativas respecto al control: * P < 0,05, ** P <0,01.
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No obstante, en términos de activacion tras la exposicion a los inmunoestimulantes,
determinada como el indice de fagocitosis frente a los respectivos controles, estas ultimas
mostraban una respuesta mds elevada que los macréfagos (Fig. 25b). Ambas lineas
celulares mostraron valores mayores de estimulacion, con diferencias estadisticamente
significativas, tras la exposicion a las dosis mas altas de Poly I:C, seguidos de los
obtenidos para la dosis de 50 pg/ml de LPS. La linea celular TSS también mostré una
fuerte activacion de la fagocitosis tras la exposicion a 5 pg/ml de Levamisol.

Como ya se ha indicado, los macrofagos presentaron valores de estimulacion de la
fagocitosis mucho menores que las lineas celulares (Fig. 25b) y se observaron diferencias

significativas para incrementos en la estimulacion tras la exposicion a las dosis mayores
de Poly I:C y de LPS.

La tabla 13 muestra un resumen cualitativo de las respuestas de fagocitosis de las
lineas celulares y de los macrofagos a los inmunoestimulantes.

Activacién de
la fagocitosis + > =
TSs Poly I:C Poly I:C Leva 5 LPS 50 Leva 25 LPS 5 Poly I:C
100pg/ml | 50ug/ml ug/mi ug/mi Hg/ml pg/ml 1pg/ml
TPS-2 Poly I:C Poly I:C LPS 50 LPS 5 Leva 5 Leva 25 Poly I:C
- 100pg/ml | 50ug/ml ug/mi ug/mi Hg/ml Hg/ml 1pg/ml
Mac LPS 50 Poly I:C Poly I:C Poly I:C Leva 5 LPS 5§ Leva 25
pg/ml 100pg/ml | 50ug/ml 1ug/ml Hg/ml pg/ml pg/ml

Tabla 13.- Efecto de los inmunoestimulantes sobre la fagocitosis ordenado por grado de
accion.

3. Analisis del estallido respiratorio

3.1. Deteccion intracelular de O,. Método del NBT

Se realizaron dos tipos de ensayos:

e Estimulacién-deteccion simultdnea (que se denominaran ensayos “‘simultaneos”):
se realizd una incubacion durante una hora de los inmunoestimulantes junto con
el reactivo de deteccion de la produccion de O,” (NBT).

e Estimulacion seguida de deteccion (que se denominaran ensayos “preincubados”):
las células se incubaron previamente con los inmunoestimulantes durante una
hora, tras lo cual se retiraron los inmunoestimulantes y se incub6 con la solucion
de NBT durante otra hora.

Los resultados obtenidos se describen a continuacion.
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A- Ensayos simultaneos

Tras una hora de incubacion con cualquiera de los inmunoestimulantes todos los
tipos celulares mostraron incrementos del indice de estimulacion del estallido respiratorio
(Figs. 26a, by c).

En las lineas celulares TSS y TPS-2 se observo un patron de respuesta semejante.
Las dosis mas bajas de LPS y Levamisol inducian indices de estimulacién mayores, con
diferencias estadisticamente significativas, que las dosis mas altas (Figs. 26 a y b). Tras
la estimulacion con Poly I:C se observd una clara relacion dosis/respuesta creciente y el
indice de estimulacion més elevado se obtuvo en ambas lineas tras la exposicion a la
dosis mas alta de Poly I:C (Figs. 26 ay b).

En la linea TPS-2 los indices de estimulacion mostraron diferencias estadisticamente
significativas mayores que para la linea TSS y los macréfagos frente a todos los
inmunoestimulantes. Ademas, la linea TPS-2 fue la tnica que tras ser estimulada con 25
pg/ml de Levamisol produjo una respuesta significativa.

El patron de respuesta de los macrofagos frente a los inmunoestimulantes fue
similar al descrito para las lineas celulares, pero los valores maximos de indices de
estimulacion fueron sensiblemente menores (Fig. 26¢). En términos absolutos, no
obstante, los macrofagos, tanto control como estimulados, mostraron valores mucho
mayores de reduccion de NBT (hasta 4 veces mas) que las lineas celulares (datos no
mostrados), aunque el aumento de estos valores tras la inmunoestimulacion fue menor.

La tabla 14 muestra un resumen cualitativo de las respuestas de las lineas celulares y
de los macrofagos a los inmunoestimulantes.

Deteccion
intracelular O, + -

Simultaneo

TSs Poly I:C Poly I:C LPS 5 Leva 5 LPS 50 Poly I:C Leva 25
100ug/ml | 50pg/mi ug/mi ug/mi pg/ml 1pg/ml pg/ml

TPS-2 Poly I:C Poly I:C LPS 5 Poly I:C LPS 50 Leva 5 Leva 25
- 100ug/ml | 50ug/mi ug/mi 1ug/mi pg/ml pg/ml Hg/ml

M Poly I:C Poly I:C LPS 5 Poly I:C LPS 50 Leva 5 Leva 25
ac 100ug/ml | 50ug/mi ug/mi 1ug/mi pg/ml Hg/ml pg/ml

Tabla 14.- Efecto de los inmunoestimulantes sobre la reduccion del NBT ordenado por
grado de accion, en los ensayos simultaneos.
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B- Ensayos preincubados

En general, para las lineas celulares los indices de estimulacion del estallido
respiratorio fueron menores en estos ensayos que en los ensayos simultaneos, sobre todo
para la linea TSS (Fig. 26a). En esta linea celular sdlo las respuestas frente a las dosis de
25 pg/ml de Levamisol y de 50 pg/ml de Poly I:C mostraron diferencias estadisticamente
significativas frente a los controles (Fig. 26a).

Por su parte, la linea TPS-2 mostrd indices de estimulacion con diferencias
estadisticamente significativas frente a los controles para las diferentes dosis de los
inmunoestimulantes, excepto frente a 5 pg/m de LPS, pero siempre menores que en los
ensayos simultaneos (Fig. 26b).

En los cultivos de macrofagos, los indices de estimulacién fueron mayores en estos
ensayos tras una hora de preincubacion que en los simultineos frente a LPS y a
Levamisol, mientras que para las dosis de Poly I:C fueron menores (Fig. 26¢). La
inmunoestimulacion con Poly I:C en los ensayos preincubados produjo un patréon de
respuesta con pocas diferencias entre las diferentes dosis, no siendo evidente el efecto
dosis/respuesta que se observaba en los ensayos simultaneos (Fig. 26 a,b y c).

La tabla 15 muestra un resumen cualitativo de las respuestas de las lineas celulares y
de los macrofagos a los inmunoestimulantes.

Deteccion

intracelular O," + —

Preincubado

TsSs Leva 25 Poly I:C LPS 50 Poly I:C LPS 5 Poly I:C Leva 5
ug/mi 50pg/ml pg/ml 100pg/ml | pg/mi 1pg/mi Hg/ml

TPS-2 Poly I:.C Poly I:C Poly I:C Levan 25 | LPS 50 Leva 5 LPS 5
50pg/ml 100ug/ml | 1pg/mi Hg/ml ug/mi ug/mi Hg/ml

M LPS 50 LPS 5 Leva 5 Poly I:C Poly I:.C Leva 25 Poly I:C

ac ug/mi Hg/ml Hg/ml 50pg/ml 100ug/ml | pg/mi 1pg/ml

Tabla 15.- Efecto de los inmunoestimulantes sobre la reduccion del NBT ordenado por

grado de accion.
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Fig. 26.- Representacion del efecto de las diferentes dosis de los inmunoestimulantes para
los ensayos de reduccion de NBT en: la linea celular TSS (a) en la linea celular TPS-2 (b) y
en cultivo de macrofagos (c). Mostrado en la grafica como indices de estimulacion
obtenidos para los ensayos simultaneos y preincubados. Cada columna representa la media
aritmética de 8 pocillos mas la desviacion estandar. Los asteriscos indican diferencias
significativas respecto al control: * P < 0,05, ** P <0,01. La existencia de diferencias
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3.2. Deteccion extracelular de O, . Método del ferrocitocromo C

Como control de la especificidad del ensayo se utilizd6 SOD cuya presencia en el
medio de incubacion provocd una inhibicion del 100% en la reduccion del
ferrocitocromo C en todos los casos.

Tras la exposicion a las diferentes dosis de todos los inmunoestimulantes, se observo
reduccion del ferrocitocromo C para cualquiera de los tipos celulares ensayados, aunque
la cinética de la produccion de O, era diferente segun el tipo celular (Figs. 27, 28 y 29).
Asi, para cualquiera de los inmunoestimulantes, aunque con diferencias entre ellos, los
valores méximos de indices de estimulacion se alcanzaban mas tardiamente para las
lineas celulares (entre los 10 y 30 minutos para TPS-2 y los 30-35 minutos para TSS) que
para los macrofagos (entre 10 y 15 minutos) y la respuesta era mas sostenida.

Para facilitar las comparaciones, en la Fig. 30 se muestran los maximos valores de
indices de estimulacion alcanzados por las lineas celulares y los macrofagos en respuesta
a los inmunoestimulantes, independientemente de los tiempos a los que se observaron.

En la linea TSS los valores méximos de indices de estimulacion se alcanzaron entre
los 30-35 minutos, independientemente de la dosis (Fig. 27a), siendo el mas alto el
observado para el Poly I:C 100 (Fig. 30a). La estimulacion con Levamisol indujo valores
de indices de estimulacién moderados, con valores maximos para Levamisol 5 (Fig. 30a),
aunque sin diferencias entre las dos dosis en cuanto al momento (30 min) en el que se
alcanzaban (Fig. 27b). Para las dosis de Poly I:C se observo efecto dosis/respuesta (Fig.
30a) donde los picos de respuesta para las dosis mas bajas se detectaron entre los 25 y 30
minutos (Fig. 27¢) y entre los 30 - 35 min para la dosis mas alta (Fig. 27c).

Para la linea TPS-2 las magnitudes de los indices de estimulacion fueron semejantes
a los encontrados para la linea TSS. El valor més alto se encontrd en respuesta a la
estimulacion con el LPS 50 (Fig. 30b), con un pico a los 30 minutos, mientras que para la
dosis inferior (5 pg/ml) se alcanzaba a los 20 minutos (Fig. 28a). Tras la estimulacién
con Levamisol, el valor mas alto se encontré para Leva 25, a los 10 minutos, momento
que se retrasaba a los 20 minutos para el Leva 5 (Fig. 28b). En cuanto a las repuestas a la
estimulacién con Poly I:C, las dosis mas altas indujeron respuestas mas altas y rapidas,
con picos a los 10 minutos, que la dosis de 1 pg/ml (Figs. 28c y 30b).

Como en los ensayos de deteccion de O, intracelular (con NBT), la respuesta de los
macrofagos medida como valores de densidad oOptica era del orden de medio punto
superior que la observada en las lineas celulares (datos no mostrados), pero en términos
de indices de estimulacion los macrofagos presentaron valores inferiores que las lineas
celulares (Fig. 30c). Ademads, los cultivos control de macrofagos presentaron valores
iniciales de reduccion del cromé6foro mas elevados que los de las lineas celulares.
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En los macrofagos las dosis de LPS produjeron indices de estimulacion con valores
maximos muy semejantes, ligeramente mayor para la dosis mas alta (Fig. 30c) entre los 5
y 10 minutos (Fig. 29a). La estimulacion con las diferentes dosis de Levamisol también
indujo valores semejantes para ambas dosis (Fig. 30c), alcanzdndose antes (10 minutos)
el pico para la dosis mas alta (Fig. 29b). En las respuestas a Poly I:C se observaron
valores méximos entre los 5 y 10 minutos para todas las dosis (Fig. 29c¢), con valores
ligeramente mas altos para la dosis de 100 pg / ml (Fig. 30c).

La tabla 16 muestra un resumen cualitativo de las respuestas de reduccién de
citocromo C de las lineas celulares y de los macréfagos a los inmunoestimulantes.

Reduccién
Eerrocitocromo C + =

TSS Poly I:C LPS 50 LPS 5 Poly I:C Leva 5 Leva 25 Poly I:C
100pg/ml | pg/mi ug/mi 50pg/ml ng/mi ng/mi 1ug/mi
TPS-2 LPS 50 LPS 5 Poly I:C Poly I:C Poly I:C Leva 25 Leva 5
- ug/mi ug/mi 100ug/ml | 50ug/ml 1ug/ml ug/mi ug/mi
M LPS 50 LPS 5 Poly I:C Leva 25 Poly I:C Leva 5 Poly I:C
ac ug/mi ug/mi 100ug/ml | pg/ml 50pg/ml ug/mi 1ug/mi

Tabla 16.- Efecto de los inmunoestimulantes sobre la reduccion del ferrocitocromo C
ordenado por grado de accion.
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3.3. Deteccion de la respuesta de las lineas celulares a citoquinas

Estos ensayos se realizaron para demostrar la capacidad de las lineas celulares TSS
y TPS-2 de responder a citoquinas liberadas por macréfagos.

Para ello, como se ha descrito en Material y Métodos, células de dichas lineas se
expusieron a sobrenadantes condicionados (S.C.), o a las diluciones 1:2 o 1:10 de ellos,
obtenidos de cultivos de macréfagos estimulados con diferentes dosis de Levamisol (5 y
25 pg/ml: “S.C.revas” ¥ “S.C.Levazs”) 0 de Poly I:C (1 y 100 pg/ml: abreviadamente
“S.Copoty1” Y “S.C.poiy100”), como se ha descrito anteriormente. Ademas de las lineas
celulares, como testigos de la presencia de citoquinas en los sobrenadantes se usaron
cultivos primarios de macrofagos que fueron expuestos a los mismos sobrenadantes
condicionados.

Las respuestas a la exposicion a los sobrenadantes se analizaron como activacion del
estallido respiratorio mediante los métodos de NBT (produccion de ROS intracelular) y
ferrocitocromo C (produccion de ROS extracelular), usando la exposicion directa a LPS
(50 png/ml) como referencia y control positivo del ensayo.

A- Meétodo del NBT

Tras una hora de incubacion de las células con cualquiera de las diluciones de los
sobrenadantes condicionados, junto con el NBT, se observd un incremento del estallido
respiratorio en los macréfagos y en las lineas celulares (Fig. 31).

En los cultivos de macrdofagos, usados como testigos de la presencia de citoquinas en
los sobrenadantes, se observaron indices de estimulacion que tendian a ajustarse a un
modelo dosis/respuesta, positivos para los sobrenadantes condicionados por Levamisol
(Fig. 31a) y negativos para los condicionados por Poly I:C (Fig. 31b). La exposicion a los
S.C. por Levamisol indujo respuestas que estaban en el rango de las observadas para el
LPS, mas altas en el caso del S.C. evas sin diluir (Fig. 31a). Por el contrario, todas las
diluciones de los S.C. por Poly I:C indujeron indices de estimulacién menores que la
exposicion a LPS (Fig. 31b).

Para ambas lineas celulares, la exposicion a los S.C. por Levamisol indujo indices de
estimulacion que tendian a ajustarse a un modelo dosis/respuesta positivo (Figs. 31c-e).
Las mejores respuestas, aunque con diferentes magnitudes, se encontraron en las células
expuestas a S.C.Levas sin diluir (Figs. 31c-e). Tras la exposicion a los S.C. por Poly I:C se
observaron marcadas diferencias en las respuestas de ambas lineas celulares. En el caso
de la linea TSS se mantuvo la relacién dosis/respuesta positiva, con valores maximos,
correspondientes a los sobrenadantes sin diluir, que superaban a los inducidos por LPS
(Fig. 31d). Por el contrario, en las células TPS-2 los sobrenadantes sin diluir, tanto
S.C.potyt como S.C.poly100, produjeron una inhibicion de la respuesta en comparacion con
la observada para la estimulacion con LPS (Fig. 31f1).
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Fig. 31.- Ensayo del estallido respiratorio, medido por la reduccion de NBT, de cultivos primarios
de macrofagos y de las lineas celulares TSS y TPS-2 en respuesta a la exposicion a medios
condicionados procedentes de macrofagos estimulados con Levamisol (S.C.pevas ¥ S.C. Levans, figs.
a, cye) o con Poly I:C (S.C.poiy1 Y S.C.poiyi00, figs. b, d y f). Los asteriscos indican diferencias

significativas respecto al control: * P < 0,05 ** P <0,01.

102

a Reduccion de NBT en Macréfagos b Reduccion de NBT en Macréfagos
4,0 2,0 =
c 3514 =
Zg 1,6 1
& 3,0 -
3 25 ** 1,2 1
-_‘g 2 O ] ’ *%
8 ’ *% *
o 151 *% *% 0.8 -
o 1,0 4
8 - 0.4 1
S 05
L
0,0 - 0,0 4
LPS50 S.C. S.C. S.C. S.C. S.C. S.C. LPS50 S.C. S.C S.C S.C S.C. S.C
Levab Levab Leva5 Leva Leva Leva Poly 1 Poly 1 Poly 1 Poly Poly  Poly
(1:10) (1:2) sd 25 25 25s.d. (1:10) (1:2)  s.d. 100 100 100
(1:10)  (1:2) (1:10)  (1:2)  s.d.
C Reduccion de NBT en la linea TSS d Reduccion de NBT en la linea TSS
4,0 4,0
§ 85 T 35 | o
[&] i 4
(_:\"5j 3,0 . o 3,0 x
IS 2,51 . 2,5 I
@ 204 2,0 4
o * ok
3 1,5 - * 1,5 o
*%
.8 1,0 - 1,0
2 o5 051
0,0 + 0,0 4
LPS50 S.C. SC. SC SC SC scC LPS50 S.C. S.C sC SC SC scC
Leva5 Leva5 Leva5 Leva Leva Leva Poly 1 Poly 1 Poly 1  Poly Poly  Poly
(1:10) (1:2) sd 25 25 25s.d. (1:10) (1:2) sd. 100 100 100
(1:10) (1:2) (1:10) (1:2) s.d.
€ Reduccion de NBT en la linea TPS-2 f Reduccion de NBT en la linea TPS-2
2,0 2,0
C
NS
& 16 161 T o
E
s 1,2 * 1,2 4 . * *
[}
]
*%*
S 08 ok o 0.8 -
(0] *
.9
T 04 i 0,4
£
0,0 - 0,0
LPS50 S.C. SC. SC SC SC scC LPS50 S.C. SC SC ScC S.C. ScC.
Leva5 Leva5 Leva5 Leva Leva Leva Poly 1 Poly 1 Poly 1 Poly Poly  Poly
(1:10) (1:2) sd 25 25 25s.d. (1:10) (1:2)  sd. 100 100 100
(1:10)  (1:2) (1:10) (1:2) s.d.




B- Método del ferrocitocromo

Resultados

La exposicion a las diferentes diluciones de los sobrenadantes condicionados por

Levamisol o por Poly I:C indujo la activacion del estallido respiratorio, con liberacion de

ROS extracelular demostrado por la reduccion del ferrocitocromo C, tanto para las lineas

celulares TSS y TPS-2, como para los cultivos de macréfagos. Las cinéticas de las

respuestas de los macrdéfagos, usados como testigos de la presencia de citoquinas, y de

las lineas celulares se muestran en la Fig. 32. La especificidad de la reaccion se demostrd

usando SOD, que provoco en todos los ensayos la inhibicion total de la reduccion del

ferrocitocromo C.

Para facilitar las comparaciones, la Fig. 33 muestra los maximos valores de indices

de estimulacion observados para los macréfagos y las lineas celulares en respuesta a los

sobrenadantes condicionados, independientemente de los tiempos a los que se observaron.
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Fig. 32.- Cinéticas de la reduccion del ferrocitocromo C, representadas como indices de estimulacion
obtenidos tras la exposicion de cultivos de macrofagos y de las lineas celulares TSS y TPS-2 a los
diferentes sobrenadantes condicionados, medidos cada cinco minutos hasta una hora. Cada punto
representa la media aritmética de 4 pocillos. Los asteriscos indican diferencias significativas respecto
al control: * P < 0,05, ** P <0,01. (Las graficas contintan en la pagina siguiente).
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En general, en el estudio cinético se observdo que el indice de estimulacion
aumentaba con el tiempo, encontrandose los valores maximos entre los 45 y 60 minutos
en la mayoria de las condiciones, excepto para las respuestas de macrofagos a la dilucion
1:10 de S.C.poiy1 y de S.C.poiyi00 (Fig. 32¢), y de la linea TSS a S.C.poiy:1 sin diluir (Fig.
32g), en las que los picos de las respuestas se produjeron a tiempos mas cortos (5-10
minutos).

En los cultivos de macrofagos expuestos a S.C. por Levamisol se observd que
solamente la exposicion a las diluciones 1:2 de S.C.revas y de S.C.prevazs inducian indices
de estimulacién mas altos que los observados para la exposicion a LPS (Fig. 33a). Los
sobrenadantes condicionados sin diluir produjeron una inhibicién estadisticamente
significativa de la respuesta respecto de los valores mds altos, inducidos por la dilucién
1:2 (Fig. 33a), pero con cinéticas de respuesta semejantes (Figs. 32 a, b).

En los ensayos de exposicion de macréfagos a S.C. por Poly I:C los valores de
indices de estimulacion fueron similares a los observados para la respuesta a LPS. Los
valores mas altos se encontraron para las diluciones 1:2 y 1:10 de S.C.poiy1 (Fig. 33b). No
se observaron diferencias en las respuestas a las distintas diluciones de S.C.poiy100 (Fig.
33b). En cuanto a las cinéticas de las respuestas, las diluciones 1:10 de S.C.poiy1 y de
S.C.poly100 Indujeron picos de respuesta a tiempos cortos, mientras que para ambos tipos
de S.C. sin diluir la respuesta era inicialmente inhibitoria y s6lo a partir de los 40 minutos
se apreciaba estimulacion (Figs. 32c, d).

Para la linea TSS la respuesta a S.C. por Levamisol mostré un perfil tipo
dosis/respuesta positivo, con un valor maximo para la exposicion a S.C.preva 25 sin diluir
(Fig. 33c), que se alcanz6 a los 60 minutos (Fig. 32f). Para las diluciones 1:2 y 1:10 de
los S.C.Levas ¥ de S.C.reva2s los picos se alcanzaban mas tempranamente, observandose a
continuacion un agotamiento de las respuestas (Figs. 32e, f). S6lo se obtuvieron indices

de estimulacion mas altos que los observados para la exposicion a LPS en el caso de los
S.C. sin diluir.

Para las respuestas de la linea TSS a la exposicion a S.C. por Poly I:C también se
observé un efecto dosis/respuesta positivo, con valores maximos para los sobrenadantes
sin diluir, que superaban a los obtenidos por la exposicion a LPS (Fig. 33d). El pico de
respuesta a la exposicion a S.C.pery1 no diluido se encontrd a los 5 -10 minutos, mientras
que para todos los demds casos de exposicion a S.C. por Poly I:C se produjeron mas
tardiamente (Figs. 32g, h)

En cuanto a valores de indices de estimulacion, las respuestas de la linea TPS-2 a los
S.C. por Levamisol (Fig. 33e) se asemejaron a las descritas para la TSS, con un claro
efecto dosis/respuesta positivo. Igualmente, los valores méaximos de indices de
estimulacion, que correspondian a los S.C. sin diluir, superaban a los obtenidos para la
exposicion a LPS. En cuanto a la cinética de las respuestas, los valores se incrementaban
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continuamente a lo largo del tiempo, con un notable retraso en alcanzar valores positivos
de estimulacion en el caso de las diluciones 1:10, tanto de S.C.pevas como de S.C.peva2s.
(Figs. 321, ))

Respecto a las respuestas de la linea TPS-2 a la exposicion a S.C. con Poly I:C no se
apreci6 un efecto dosis/respuesta, puesto que los indices de estimulacidbn maximos
obtenidos para los S.C.poiy1 Y S.C.polyi00 no diluidos fueron inferiores a los observados
con las diluciones 1:2 y 1:10 de ambos tipos de S.C. Ademads, los S.C. sin diluir
produjeron respuestas mas pequenas que las obtenidas frente a LPS (Fig. 33g) y el
estudio de sus cinéticas demostré que eran inicialmente inhibitorias, de forma que sélo a
partir de los 35-45 minutos se apreciaba estimulacion (Figs. 32 k, 1). Por el contrario, las
diluciones 1:2 y 1:10 de S.C.poiy1 ¥ S.C.poiyi00 indujeron indices de estimulacidn més
elevados que los obtenidos para el LPS (Fig. 33g), que se elevaron continuamente a lo
largo del tiempo (Figs. 32 k, 1).
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Fig. 33.- Reduccion del ferrocitocromo C representado como valores maximos de los indices de
estimulacion obtenidos con los diferentes sobrenadantes condicionados en cultivo de macrofagos y
en el cultivo de la lineas celulares TSS y TPS-2 durante una hora. Cada columna representa la media
aritmética de 4 pocillos mas la desviacion estandar. La existencia de diferencias significativas (P
<0,01) entre las respuestas a las distintas diluciones de los S.C. se indican mediante letras de forma
que las columnas que comparten letras no presentan diferencias significativas entre si.
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3.4. Deteccion de la produccion de 6xido nitrico

A- Deteccion intracelular

Se llevd a cabo mediante la deteccion fluorimétrica de NO intracelular usando un kit
comercial que contiene un fluoréforo que reacciona con el NO formando un producto
fluorescente que permanece intracelular (ver Material y Métodos). El ensayo fue
realizado a 1, 8 y 24 horas tras la exposicion a los inmunoestimulantes.

Como controles positivos de los ensayos se utilizaron células estimuladas con forbol
12 miristato 13 acetato (PMA). También, se utilizaron dos tipos de controles negativos:
uno para el kit en el que se omitia el fluordéforo, y otro para la especificidad de la
respuesta usando DPI, un inhibidor especifico del enzima 6xido nitrico sintasa.

La estimulacion con PMA indujo en ambas lineas celulares (Fig. 34a y b) y en los
macrofagos (Fig. 34c) indices de estimulacion muy bajos. La especificidad del kit para
detectar la produccion de NO quedd de manifiesto por la inhibicion de las respuestas en
los cultivos a los que se anadio6 inhibidor especifico DPI (Fig. 34).

En cuanto a la cinética de las respuestas tras la exposicion a los inmunoestimulantes,
se observo un patrén similar para las lineas celulares TSS y TPS-2, de forma que los
maximos indices de estimulacion se detectaron a tiempos tempranos, mientras que tras
24 horas la deteccion fue mucho menor y no significativa (Figs. 34a, b). Por el contrario
para los macrofagos los indice de estimulacion més elevados se producian a tiempos mas
tardios (Fig. 34c¢).

Respecto al efecto de las diferentes dosis de los inmunoestimulantes, en las lineas
TSS y TPS-2 la estimulaciéon con 50 pg/ml de LPS, 25 pg/ml de Levamisol y 100 pg/ml
de Poly I:C indujeron los indices de estimulacion con valores mas elevados (Fig. 34a, b).
En macréfagos se observé que las dosis de 25 pg/ml de Levamisol y de 1 pg/ml de Poly
I:C producian respuestas crecientes en el tiempo (Fig. 34c) y el mayor indice de
estimulacion se obtuvo tras la exposicion a 50 pg/ml de LPS, a las 8 y 24 horas (Fig. 34c¢).

Las tablas 17a-c muestran un resumen cualitativo de las respuestas de produccion
intracelular de NO de las lineas celulares y de los macrofagos tras la exposicion a los
inmunoestimulantes.

B- Deteccion extracelular por el método de Griess

La deteccion extracelular de produccion de NO fue medida por el método indirecto
de Griess (ver Material y Métodos), que cuantifica la concentracién de nitritos en los
sobrenadantes. Como controles positivos de los ensayos se utilizaron células estimuladas
con PMA. Los controles negativos consistieron en c¢lulas tratadas con DPI.
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Tanto la exposicion a PMA, como a algunas de las dosis de los diferentes
inmunoestimulantes, indujo indices de estimulacion positivos en ambas lineas celulares y
en los macréfagos (Fig. 35), aunque las concentraciones de nitritos (datos no mostrados)
fueron siempre muy bajas, con valores maximos de 9 uM para las lineas celulares y de 5
uM para los macrofagos. Como el estudio anterior, la especificidad de la respuesta se
puso de manifiesto por su inhibiciéon en los testigos negativos (no mostrado en las
gréficas).

La cinética de las respuestas fue variable, dependiendo del tipo celular y del
inmunoestimulante, aunque, en general, los picos de respuesta aparecian a las 8 y 24
horas tras la estimulacion, tanto en las lineas celulares como en los macrofagos (Fig. 35).

En ambas lineas celulares los indices de estimulacion mas elevados, con diferencias
estadisticamente significativas frente a los controles, se produjeron tras la exposicion
durante 24 horas a la dosis de 100 pg/ml de Poly I:C (Figs. 35a, b). En los macrofagos
esta mayor respuesta, estadisticamente significativa, se produjo tras 8 horas de
estimulacion con 5 pg/ml de Levamisol (Fig. 35¢).

Las tablas 18a-c muestran un resumen cualitativo de las respuestas de produccion
extracelular de NO de las lineas celulares y de los macrofagos tras la exposicion a los
inmunoestimulantes.
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Fig. 34.- Deteccion fluorométrica de NO intracelular tras 1, 8 y 24 horas de estimulacion.
Se representan los indices de estimulacion obtenidos tras la exposicion de las lineas
celulares TSS (a) TPS-2 (b) y macrofagos (c) a los diferentes inmunoestimulantes. Como
controles positivos de los ensayos se utilizaron células estimuladas con PMA. Se usaron
dos tipos de controles negativos: uno para el propio ensayo, en el que se omitia el
fluoroforo, y otro para la especificidad de la respuesta celular, usando el inhibidor DPI.
Cada columna representa la media aritmética de 4 pocillos mas la desviacion estandar. Los
asteriscos indican diferencias significativas respecto al control: * P < 0,05, ** P <0,01.
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Deteccion

Fluorométrica NO + -

TSS 1h Poly I:C LPS 50 Leva 25 PMA 1 LPS 5 Leva 5 Poly I:C
100pg/ml | pg/mi ug/mi Hg/ml ng/mi ug/mi 1ug/mi

TSS 8h Leva 25 Leva 5 LPS 50 LPS 5 Poly I:C Poly I:C PMA 1
ug/mi ug/mi ug/mi pg/ml 1ug/ml 100ug/ml | pg/mi

TSS 24h Poly I:C LPS 50 Leva 5 LPS 5 Leva 25 Poly I:.C PMA 1
100ug/ml | pg/mi ug/mi pg/ml ug/mi 1ug/ml ug/mi

Deteccién

Fluorométrica NO + > =

TPS-2 1h LPS 50 Leva 5 LPS 5 Leva 25 Poly I:C PMA 1 Poly I:.C
ug/mi ug/mi ug/mi Hg/ml 100pg/ml | pg/mi 1ug/mi

TPS-2 8h Poly I:C Poly I:C Leva 25 LPS 50 LPS 5 PMA 1 Leva 5
100pg/ml | 1pg/ml ug/mi Hg/ml ng/mi ug/mi ug/mi
Poly I:.C Leva 25 LPS 5 Leva 5 LPS 50 Poly I:.C PMA 1

TPS-2 24h 100pg/ml | pg/mi ug/mi Hg/ml ng/mi 1ug/mi ug/mi

Deteccién

Fluorométrica NO + > =

M 1h LPS 5 Leva 25 Poly I:.C Poly I:C LPS 50 Leva 5 PMA 1

ac ug/mi ug/mi 100ug/ml | 1pg/ml ug/mi ug/mi ug/mi
M 8sh LPS 50 LPS 5 Leva 5 Poly I:C Poly I:C Leva 25 PMA 1
ac ng/mi ug/mi ug/mi 1pg/ml 100pg/ml | pg/mi ug/mi

Mac 24h LPS 50 Poly I:C LPS 5 Leva 25 PMA 1 Leva 5 Poly I:C

ng/mi 1ug/mi ug/mi Hg/ml ng/mi ng/mi 100ug/ml

Tabla 17.- Efecto de los inmunoestimulantes sobre la produccion intracelular de NO
ordenado por grado de accion, en las lineas TSS (a), TPS-2 (b) y en cultivos de

macro6fagos (c).
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Deteccion extracelular de Nitritos
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Fig. 35.- Deteccion de nitritos extracelulares mediante el método de Griess. Se
representan los indices de estimulacion obtenidos tras la estimulacion durante 1, 8 y 24
horas de las lineas celulares TSS (a) TPS-2 (b) y macréfagos (c) con los diferentes
inmunoestimulantes. Como controles positivos de los ensayos se utilizaron células
estimuladas con PMA. Cada columna representa la media aritmética de 4 pocillos mas la
desviacion estandar. Los asteriscos indican diferencias significativas respecto al control:

* P <0,05, ** P <0,01.
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Detecciéon de

Nitritos (Griess)

M

TSS 1h LPS 50 Poly I:C LPS 5 Poly I:C Leva 25 Leva 5 PMA 1
pg/ml 100pg/ml | pg/ml 1pg/ml pg/ml ug/ml Hg/ml

TSS 8h Leva 25 Poly I:C LPS 5 PMA 1 Leva 5 LPS 50 Poly I:C
ug/mi 1ug/ml pg/ml Hg/ml ug/mi ug/mi 100ug/mi
Poly I:C Poly I:C Leva 25 Leva 5 LPS 50 LPS 5 PMA 1

TSS 24h 100ug/ml | 1pg/ml pg/ml pg/ml ug/mi ug/mi Hg/ml

Deteccién de

Nitritos (Griess) + > =

TPS-2 1h LPS 5 LPS 50 Leva 5 Leva 25 Poly I:C Poly I:.C PMA 1
ug/mi Hg/ml Hg/ml pg/ml 1ug/ml 100pg/ml | pg/ml

TPS-2 8h Leva 5 LPS 5 Poly I:C PMA 1 LPS 50 Poly I:.C Leva 25
ug/mi Hg/ml 100ug/ml | pg/mi ug/mi 1pg/mi Hg/ml
Poly I:.C PMA 1 Leva 25 LPS &5 Leva 5 Poly I:.C LPS 50

TPS-2 24h 100pg/ml | pg/mi Hg/ml Hg/ml ug/mi 1pg/mi Hg/ml

Deteccién de

Nitritos (Griess) + > =

M 1h LPS 50 Leva 25 Leva 5 Poly I:C Poly I:C PMA 1 LPS 5

ac ug/mi Hg/ml pg/ml 100ug/ml | 1pg/ml ug/mi pg/ml
M 8sh Leva 5 PMA 1 LPS 50 Poly I:C Leva 25 Poly I:.C LPS 5
ac pg/ml Hg/ml pg/ml 100pg/ml | pg/ml 1ug/ml pg/ml

Mac 24h PMA 1 Poly I:C Poly I:C Leva 25 LPS 5 Leva 5 LPS 5

ug/mi 100ug/ml | 1pg/mi Hg/ml ug/mi ug/mi Hg/ml

Tabla 18.- Efecto de los inmunoestimulantes sobre la produccion extracelular de NO
ordenado por grado de accion, en las lineas TSS (a), TPS-2 (b) y en cultivos de

macrofagos (c).
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4. Ensayos de expresion génica

Para el andlisis de la expresion génica se emplearon dos métodos. Primero se realiz
un andlisis cinético de las respuestas (a 4, 8, 12 y 24 horas) mediante RT-PCR
convencional y semicuantificacion de las bandas de amplicones en geles de agarosa.
Ademas, este estudio permitid optimizar los cebadores y poner a punto las condiciones
de reaccion. Posteriormente, se procedid a un andlisis mediante PCR cuantitativa a
tiempo real (qPCR), de las muestras recogidas a 4 y 24 h, para determinar con mas
precision los cambios en los niveles de expresion entre los distintos tratamientos.

Los genes que se analizaron y los cebadores usados estan indicados en las Tablas 5 y
11 de Material y Métodos. Los cambios en la expresion génica se determinaron como

variaciones en relacion a la expresion del gen para f-actina, que es constitutiva.

En estudio semicuantitativo los resultados se expresan como indices de expresion,
que indican las variaciones observadas en la expresion génica en las células expuestas a
los inmunoestimulantes respecto a la expresion en los controles (células no tratadas). En
el estudio cuantitativo mediante qPCR los resultados se expresan como los cambios de
las ratios de expresion del gen a estudiar / expresion del gen f-actina en las muestras
experimentales frente a las muestras control, aplicando la férmula indicada en Material y
M¢étodos. Utilizando esta formula, dicha ratio en las muestras control (no tratadas) es uno

(1).

4.1. Expresion del gen IL-141

Con los cebadores y condiciones de PCR usadas se obtuvieron amplificaciones
especificas para los transcritos de este gen y se observé expresion basal del gen /L-15 en
los controles de todos los tipos celulares. A manera de ejemplo, la Fig. 36a muestra una
imagen de las bandas de amplificacion para transcritos de este gen y del de B-actina en
un gel de agarosa, correspondiente a un ensayo para la linea TPS-2.

En el analisis semicuantitativo para la linea TSS (Fig. 36b) se observo que los
mayores indices de expresion para el gen /L-1f se producian tras la exposicion a Poly 1:C,
alcanzando los valores maximos a las 8 horas y para la concentraciéon mas elevada de este
inmunoestimulante. Para el resto de condiciones, los indices de expresion fueron bajos,
situdndose en el entorno de los observados para la estimulacion con LPS, excepto tras la
exposicion a Poly I:C durante 4h, que eran algo mas altos.

El estudio cuantitativo mediante qPCR en la linea TSS (Fig. 37a) demostré que los
mayores incrementos de las ratios de expresion IL-1// B-actina frente a los controles se
producian a las 4 horas tras la exposicion a las dosis mas elevadas de Poly I:C. Estos
incrementos descendian notablemente a las 24 horas. Para el resto de los
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inmunoestimulantes la técnica de qPCR no demostré cambios significativos en las ratios

de expresion IL-1/ [-actina respecto a los controles.
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Fig. 36.- Estudio de la expresion semicuantitativa del gen IL-1f. a. Fotografia de un gel de agarosa
mostrando las bandas de amplificacion para los genes IL-1§ y f-actina en la linea TPS-2, tras 4
horas de exposicion a los inmunoestimulantes (C: control; L: LPS dosis 5 y 50 pg/ml; V:
Levamisol 5 y 25 pg/ml; P: Poly I:C 1, 50 y 100 pg/ml). b-d. indices de estimulacion de la
expresion génica en las lineas TSS (b), TPS-2 (c¢) y macrofagos (d) tras la exposicion a los
diferentes inmunoestimulantes durante 4, 8, 12 y 24 horas, relativa a f-actina.

[lLps 5 ELps 50 ELeva 5 M Leva 25 [ Poly 1 [l Poly 50 Il Poly 100

Para la linea TPS-2 (Fig. 36¢) el estudio semicuantitativo indicé que los indices de
expresion mas elevados se producian tras la estimulacion con LPS a las 12 h, seguidos
por los correspondientes a Levamisol y Poly I:C, también a las12 h. Al igual que en la
linea TSS, se observo una respuesta mas alta al Poly I:C que a LPS a las 4 h. En el resto
de las condiciones, los indices de expresion fueron bajos.

El estudio mediante qPCR en la lineas TPS-2 (Fig. 37b) confirm6 este patron de
respuesta, de forma que a las 4 horas se observo una respuesta moderada a ambas dosis
de LPS y también a Levamisol (5 pg/ml). La respuesta a Poly I:C fue semejante a la
descrita para la linea TSS y, como en ese caso, disminuia notablemente a las 24 horas
para todas las condiciones experimentales.

El estudio semicuantitativo en los macrofagos (Fig. 36d) no reveld picos notables en
los indices de expresion para ninguno de los inmunoestimulantes y los valores fueron en
general mas bajos que para las lineas celulares. Los valores mas elevados se observaron a
las 4, 12 y 24 horas tras la exposicion a LPS y Poly I:C.

En los estudios de qPCR en los macréfagos destacd el mantenimiento de las
respuestas a las 24 horas (Fig. 37c). En estas células los valores de las ratios de expresion
IL-1B/ P-actina alcanzadas tras la exposicion a LPS fueron mucho mas elevadas que las
observadas en las lineas celulares, mientras que las respuestas frente a las diversas
concentraciones de Poly I:C fueron semejantes.
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Fig. 37.- Cambios en las ratios de expresion ILI- S / f-actina frente a los controles
(=1) en las lineas TSS (a), TPS-2 (b) y en macrofagos (c) a 4 y 24 horas tras la
exposicion a los inmunoestimulantes. Las columnas representan la media de tres
muestras mas la desviacion estandar. Los asteriscos indican diferencias significativas
respecto al control * P < 0,05 ** P <0,01.
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4.2. Expresion del gen /L-8

Las condiciones de amplificacion por PCR utilizadas permitieron la amplificacion
especifica de los transcritos del gen /L-8 y se observo expresion basal de dicho gen en los
controles de las lineas celulares y de los cultivos de macrofagos, como se muestra en la
Fig. 38a, correspondiente a un gel de agarosa procedente de un ensayo en cultivos de
macrofagos tras 4 horas de exposicion a los inmunoestimulantes.
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Fig. 38.- Estudio de la expresion semicuantitativa del gen /L-8. a. Fotografia de un gel de
agarosa mostrando las bandas de amplificacion para los genes IL-8 y f-actina correspondientes a
macrofagos tras 4 horas de exposicion a los inmunoestimulantes (C: control; L: LPS dosis 5 y 50
pg/ml; V: Levamisol 5 y 25 pg/ml; P: Poly I:C 1, 50 y 100 pug/ml). b-d. indices de estimulacién
de la expresion génica relativa a f-actina, en las lineas TSS (b), TPS-2 (c) y macréfagos (d) tras
la exposicion a los diferentes inmunoestimulantes durante 4, 8, 12 y 24 horas.
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En el andlisis semicuantitativo para la expresion del gen /L-8 en la linea TSS se
observé que los indices de expresion mas elevados se producian a las 12 horas para todos
los inmunoestimulantes (Fig. 38b). El Poly I:C, sin diferencias significativas entre las
diferentes dosis, indujo los mayores indices de expresion, seguidos de los observados tras
la exposicion a las dosis mas altas de LPS y de Levamisol.

El estudio cuantitativo mediante qPCR en la linea TSS mostrd que las ratios de
expresion IL-8 / f-actina mas altas respecto a los controles se producian a las 4 horas tras
la exposicion a las dosis de 50 y 100 pg/ml de Poly I:C (Fig. 39a). Para los otros
inmunoestimulantes, so6lo la dosis de 25 pg/ml de Levamisol indujo un incremento
significativo de la respuesta a las 24 horas.

Para la linea TPS-2, el andlisis semicuantitativo de los niveles de expresion del gen
IL-8 no reveld cambios significativos respecto a los controles, independientemente del
tipo de inmunoestimulante y del tiempo (Fig. 38c). Por el contrario, el analisis
cuantitativo mediante qPCR en la linea TPS-2 demostré una marcada elevacion de las
ratios de expresion IL-8 / f-actina tras 4 horas de estimulacion con Poly I:C, que decaia
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las 24 horas (Fig. 39b). No se observaron cambios significativos para ninguna de las
dosis de los otros inmunoestimulantes.
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Fig. 39.- Cambios en las ratios de expresion /L8 / f-actina frente a los controles (=1) en las lineas
TSS (a), TPS-2 (b) y en macrofagos (c) a 4 y 24 horas tras la exposicion a los inmunoestimulantes. Las
columnas representan la media de tres muestras mas la desviacion estandar. Los asteriscos indican
diferencias significativas respecto al control * P < 0,05 ** P <0,01.
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Los estudios semicuantitativos de expresion génica en los macrofagos demostraron
una respuesta similar a la descrita para el gen IL-1f3, con picos de respuesta a las 4 y 12
tras la estimulacidén con las dosis mas altas de Poly I:C y en menor grado, pero mas
elevada que en las lineas celulares, con LPS (Fig. 38d).

Los ensayos cuantitativos mediante qPCR demostraron un patréon de respuesta
semejante al descrito en los estudios semicuantitativos, pero con cambios en las ratios de
expresion IL-8 / f-actina mas evidentes (Fig. 39c). Asi, los valores mas elevados se
produjeron tras 4 horas de exposicion a las dosis mas altas de Poly I:C, seguidas por los
inducidos por la dosis de 50 pg/ml de LPS. Todas las respuestas decayeron a las 24 horas.

4.3. Expresion del gen TNF-al

En los ensayos de expresion del gen TNF-al se observd expresion basal de dicho
gen en todas las muestras procedentes de las lineas celulares y cultivos de macréfagos no
tratados con los inmunoestimulantes. Como ejemplo, la Fig. 40a muestra la imagen de un
gel de agarosa tras la electroforesis de los productos de amplificacion por PCR para
transcritos de este gen y del de B-actina, correspondiente a un ensayo en la linea celular
TPS-2 tras 24 horas de estimulacidén, en el que se observa la especificidad de la
amplificacion usando los cebadores y condiciones descritas en Material y Métodos
(Tabla 5).

Para aumentar la eficiencia de la reaccion, el estudio de la expresion de este gen
mediante PCR cuantitativa se realiz6 utilizando oligonucledtidos diferentes de los usados
para el estudio semicuantitativo. Esos cebadores, indicados en la Tabla 11 de material y
métodos, amplifican un fragmento de 131 pb y la especificidad de la reaccion se
determin6 analizando las curvas de disociacion de los productos obtenidos tras la PCR
(Anexo I).

El analisis semicuantitativo para la expresion del gen TNF-al en la linea celular TSS
(Fig. 40b) indico que solamente la exposicion a Poly I:C producia incrementos evidentes
de su expresion respecto a los controles, con pocas diferencias entre las diversas dosis, y
con picos a las 4 y 12 horas de estimulacion. La estimulacion con LPS (50 pg/ml) o con
Levamisol (sin diferencias apreciables entre las dosis) indujo una pequeiia elevacion de
la expresion a 24 horas.

El estudio cuantitativo mediante qPCR confirm6 que so6lo la exposicion a Poly I:C
incrementaba la expresion de este gen en la linea TSS de forma significativa, con un
aumento de las ratios de expresion TNF-al / [-actina tras 4 horas de estimulacion, que
descendia a las 24 horas, y con un perfil de respuesta tipo dosis-efecto para este
inmunoestimulante (Fig. 41a).
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Fig. 40.- Estudio de la expresion semicuantitativa del gen TNF-al. a. Fotografia de un gel de agarosa
mostrando las bandas de amplificacion para los genes TNF-al y fS-actina en la linea TPS-2, tras 24
horas de exposicion a los inmunoestimulantes (C: control; L: LPS dosis 5 y 50 pg/ml; V: Levamisol 5
y 25 pg/ml; P: Poly I:C 1, 50 y 100 pg/ml). b-d. indices de estimulacion de la expresién génica en las
lineas TSS (b), TPS-2 (c¢) y macrofagos (d) tras la exposicion a los diferentes inmunoestimulantes
durante 4, 8, 12 y 24 horas, relativa a f-actina.
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Para la linea TPS-2, los ensayos semicuantitativos (Fig. 40c) mostraron un pico de
expresion del gen TNF-ol a las 4 horas tras la estimulacion con Poly I:C, sin diferencias
entre las diversas dosis, que decaia posteriormente. La exposicion a las diferentes dosis
de LPS y de Levamisol produjeron ligeros incrementos de los indices de expresion del
gen a las 4 horas, que se mantenia hasta las 12 horas para el LPS y hasta la § horas para
el Levamisol, disminuyendo en todos los casos a las 24 horas.

Este patron de expresion del gen TNF-al en la linea TPS-2 qued6 claramente
reflejado en los analisis cuantitativos mediante qPCR, donde las ratios de expresion TNF-
al | P-actina se elevaron significativamente a las 4 horas de exposicion a Poly I:C (Fig.
41Db). Las respuestas a LPS y Levamisol fueron menores y todas declinaron a las 24 horas.

En el caso de los cultivos de macrofagos, el analisis semicuantitativo mostro un
claro pico de expresion del gen TNF-ol tras 4 horas de estimulacion para todos los
inmunoestimulantes, que era muy notable para las dosis mas altas de Poly I:C (Fig. 40d).
La expresion disminuy6 claramente a tiempos mas largos, con una ligera recuperacion
del indice de expresion para la dosis mas alta de Poly I:C a las 24 horas.

El estudio mediante qPCR en los cultivos de macréfagos (Fig. 41c) confirmo el
patron de expresion del gen TNF-al percibido en el analisis semicuantitativo, de forma
que se observaron incrementos muy significativos de las ratios de expresion TNF-al / [-
actina a 4 horas tras la estimulacion con Poly I:C. Las ratios de expresion también se
elevaron, pero de forma mucho menor, tras 4 horas de exposicion a LPS o Levamisol.
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Tras 24 horas de exposicion a los inmunoestimulantes unicamente se observd expresion
significativa para la dosis de 100 png/ml de Poly I:C.
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Fig. 41.- Cambios en las ratios de expresion TNF-al / f-actina frente a los controles (=1)
en las lineas TSS (a), TPS-2 (b) y en macrofagos (c) a 4 y 24 horas tras la exposicion a los
inmunoestimulantes. Las columnas representan la media de tres muestras mas la desviacion
estandar. Los asteriscos indican diferencias significativas respecto al control * P < 0,05 **
P <0,01.
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4.4. Expresion del gen TNF-a2

En las condiciones de ensayo utilizadas se observo expresion basal del gen TNF-a.2
en las muestras control, no tratadas con los inmunoestimulantes, de las lineas celulares y
de los cultivos de macrofagos (Fig. 42a). Esta figura muestra la imagen de las bandas de
amplificacion para transcritos de este gen y del de B-actina en un gel de agarosa,
correspondiente a un ensayo en la linea celular TPS-2 tras 4 horas de estimulacion.

o
=2

Marcador Muestras

c
;ggw TSS
. 58
B-actina- s
0@
TQ 4
$s
L8,
T O
2% e rem I Al =m A [D ol
LPS Lev Poly LPS Lev  Poly LPS Lev Poly LPS Lev Poly
C L5 L50 V5 V25 Pl P50 P100 C(-) 12h 24 h
¢ d
c 6 12
ig g 5| TPs-2 0 Macréfagos
()
&‘,“ 4 8
@
:jm 3 6
°e, m .
05
2 [I I il IFN
T O
e d][i o |1 e - ow com (0o il L ol

LPS Lev Poly LPS Lev Poly LPS Lev Poly LPS Lev Poly LPS Lev Poly LPS Lev Poly LPS Lev Poly LPS Lev Poly
12h 24 h 4h 8h 12h 24 h

Fig. 42.- Estudio de la expresion semicuantitativa del gen TNF-o2 a. Fotografia de un gel de agarosa
mostrando las bandas de amplificacion para los genes TNF-a2 y f-actina en la linea TSS, tras 12 horas de
exposicion a los inmunoestimulantes (C: control; L: LPS dosis 5y 50 pg/ml; V: Levamisol 5 y 25 pg/ml; P:
Poly I:C 1, 50 y 100 pg/ml). b-d. indices de estimulacién de la expresion génica en las lineas TSS (b),
TPS-2 (¢) y macréfagos (d) tras la exposicion a los diferentes inmunoestimulantes durante 4, 8, 12 y 24
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Los perfiles de expresion de la isoforma a2 del gen TNF fueron semejantes a los
descritos anteriormente para la expresion del gen T7NF-al. Asi, el andlisis
semicuantitativo para la linea celular TSS (Fig. 42b) mostré un notable incremento de
los indices de expresion del gen TNF-a2 tras la exposicion a Poly I:C, con picos a las 8 y
las 12 horas. Las respuestas tras la estimulacion con LPS o Levamisol fueron mucho
menores, destacando Unicamente ligeros incrementos de los indices de expresion a las 12
horas para el Levamisol y a las 24 horas para el LPS.

El estudio cuantitativo mediante qPCR para la linea TSS (Fig. 43a) confirm6 que
los mayores incrementos de las ratios de expresion TNF-o2 / [f-actina sucedian a las 4
horas de estimulacién con las dosis altas (50 y 100 pg/ml) de Poly I:C. También, la ratio
de expresion TNF-a2 / f-actina se incrementd significativamente tras 24 horas de
estimulacion con LPS o con Levamisol.

En el caso de la linea TPS-2, el andlisis semicuantitativo demostrd que la expresion
de TNF-a2 se veia poco afectada por la exposicion a los inmunoestimulantes, con
incrementos de los indices de expresion inferiores a cuatro (Fig. 42c). Dentro de ese
rango, las mayores respuestas se producian entre las 4 y las 8 horas (Fig. 42c),
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disminuyendo posteriormente en todos los casos. La exposicion a las dosis altas de Poly
I:C durante 8 horas indujeron los indices de expresion mas elevados, mientras que la
mejor respuesta a LPS se observo a las 4 horas.

El andlisis cuantitativo confirmé la débil respuesta de la linea TPS-2 para la
expresion de TNF-o2 tras la exposicion a los inmunoestimulantes (Fig. 43b). Atn asi, se
observaron cambios estadisticamente significativos de las ratios de expresion TNF-a2 /

Pactina a las 4 horas de estimulacion con las dosis mas altas de LPS y de Poly I:C (Fig.
43b).

El analisis semicuantitativo de la expresion de TNF-02 en macrofagos mostro que
las respuestas se producian principalmente a las 4 horas de exposicion, decayendo a
tiempos posteriores, con un ligero repunte para el LPS a las 24 horas (Fig. 42d). Las
respuestas mas elevadas, con incrementos notables de los indices de expresion, que
mostraban un perfil tipo dosis-respuesta, se produjeron frente al Poly I:C, a las 4 horas.
Para el resto de los inmunoestimulantes y tiempos de analisis, los indices de expresion
fueron bajos.

Esos resultados se confirmaron en los andlisis cuantitativos mediante qPCR, en los
que se observaron ratios de expresion TNF-a2 / f-Actina muy elevadas a las 4 horas de
exposicion a Poly I:C (Fig. 43c). A las 24 horas, solamente se observaron valores de
estimulacion estadisticamente significativos para las ratios de expresion TNF-a2 / f-
actina tras la exposicion a las dosis altas de LPS y Poly I:C.
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4.5. Expresion del gen MHC-11

En todas las condiciones del ensayo, las lineas TSS y TPS-2, y los macrofagos en
cultivo, expresaron el gen de la cadena 3 del complejo principal de histocompatibilidad 11
(MHC-II), como se observa en la Fig. 44a correspondiente a la imagen de un gel de
agarosa en la que se aprecian las bandas de amplificacion para transcritos de este gen y
del de B-actina, correspondiente a un ensayo en la linea celular TPS-2 tras 24 horas de

estimulacion.
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horas de exposicion a los inmunoestimulantes (C: control; L: LPS dosis 5 y 50 pg/ml; V: Levamisol
5y 25 pug/ml; P: Poly I:C 1, 50 y 100 pg/ml). b-d. indices de estimulacion de la expresion génica en
las lineas TSS (b), TPS-2 (c) y macréfagos (d) tras la exposicion a los diferentes inmunoestimulantes
durante 4, 8, 12 y 24 horas, relativa a f-actina.
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Para el estudio de la expresion semicuantitativa de MHC-II se utilizaron cebadores
que amplifican un fragmento de 336 pb del gen (Tabla 5, Material y métodos), mientras
que para el analisis cuantitativo a tiempo real, y con el fin de aumentar la eficiencia, se
utilizaron los oligonucleodtidos indicados en la Tabla 11, que amplifican para un
fragmento de 84 pb. La especificidad de la reaccion se determind analizando las curvas
de disociacion de los productos obtenidos tras la qPCR (Anexo I).

El andlisis semicuantitativo de la expresion del gen MHC-II en la linea celular TSS
mostré que la exposicion a los diferentes inmunoestimulantes producian pequefios
incrementos de los indices de expresion, algo mas notables a las 4 y 12 horas (Fig. 44b).
Los mayores indices de expresion se observaron tras la estimulacion con LPS a las 4
horas y con la dosis de 5 pg/ml de Levamisol a las 12 horas (Fig. 44b).
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El estudio cuantitativo mediante qPCR en la linea TSS tUnicamente demostrd
incrementos estadisticamente significativos de las ratios de expresion MHC-II / f-actina
tras las 4 horas de estimulacion con LPS (Fig. 45a).

Para la linea TPS-2, el analisis semicuantitativo de los niveles de expresion del gen
MHC-II reveld un claro incremento de la expresion a las 8 horas para todos los
inmunoestimulantes, que era mas notable para las dosis mas altas de Poly I:C (Fig. 44c).
Esta respuesta disminuy6 marcadamente a las 12 y 24 horas, con repuntes a este ultimo
tiempo para el Poly I:C.

En el andlisis cuantitativo mediante qPCR de las ratios de expresion MHC-1I / f-
actina en la linea TPS-2 se observaron incrementos moderados, pero estadisticamente
significativos, tras la estimulacion con 50 pg/ml de LPS a 4 horas, y con las dosis mas
altas de Poly I:C a las 24 horas (Fig. 45b).

Para los cultivos de macrofagos, el andlisis semicuantitativo de los niveles de
expresion del gen MHC-II no reveld cambios aparentes respecto a los controles, con
indices de expresion inferiores a 2, independientemente del tipo de inmunoestimulante y
del tiempo (Fig. 44d).

La aparente falta de induccion de la expresion de este gen en los macrdofagos, tras la
exposicion a los inmunoestimulantes, se confirmé en los ensayos cuantitativos mediante
qPCR (Fig. 45c). Es este estudio solamente se observaron aumentos estadisticamente
significativos de las ratios de expresion MHC-II / [-actina a las 4 horas de estimulacion
con 50 pg/ml de LPS y, con valores muy inferiores, a las 24 horas para la dosis mas baja
de Poly I:C.
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Fig.45.- Cambios en las ratios de expresion MHC-II / f-actina frente a los controles (=1)
en las lineas TSS (a), TPS-2 (b) y en macrofagos (c) a 4 y 24 horas tras la exposicion a los
inmunoestimulantes. Las columnas representan la media de tres muestras mas la
desviacion estandar. Los asteriscos indican diferencias significativas respecto al control *

P <0,05 ** P <0,01.
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4.6. Expresion del gen Mx-1

El estudio semicuantitativo de la expresion del gen de la proteina Mx-1, mediante
densitometria en geles de agarosa, tuvo que realizarse de forma separada para las
muestras procedentes de la estimulacion con Poly I:C, ya que esta condicion producia
incrementos tan elevados de la expresion de este gen que, en las condiciones rutinarias de
la PCR, se producia la saturacion de las bandas correspondientes a sus amplicones, como
se muestra en la Fig. 46a.

Se observo expresion basal del gen Mx-1 en los cultivos control de las lineas
celulares y de los macrofagos, con mayores niveles de expresion en TPS-2 y en
macrofagos. La Fig. 46a muestra la imagen de un gel de agarosa tras la electroforesis de
los productos amplificados de los genes Mx-1y f-actina de la linea TPS-2 tras 24 horas
de exposicion a los inmunoestimulantes.

Para los estudios de expresion de este gen mediante PCR cuantitativa a tiempo real
se utilizaron oligonucledtidos especificos (indicados en Material y métodos, Tabla 11),
para obtener una mayor eficiencia, que amplifican un fragmento de 102 pb. La
especificidad de la qPCR se determind analizando las curvas de disociacion de los
productos obtenidos (Anexo I).
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Fig. 46.- Estudio de la expresion semicuantitativa del gen Mx-1. a Fotografia de un gel de agarosa
mostrando las bandas de amplificacion para los genes Mx-1 y fS-actina en la linea TPS-2, tras 24 horas
de exposicion a los inmunoestimulantes (C: control; L: LPS dosis 5 y 50 pg/ml; V: Levamisol 5 y 25
pg/ml; P: Poly I:C 1, 50 y 100 pg/ml). b-d. indices de estimulacion de la expresion génica en las
lineas TSS (b), TPS-2 (c¢) y macrofagos (d) tras la exposicion a los diferentes inmunoestimulantes
durante 4, 8, 12 y 24 horas, relativa a S-actina.
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El analisis semicuantitativo para la linea celular TSS (Fig. 46b) mostr6é un notable
incremento de los indices de expresion tras la exposicion a Poly I:C, con picos a las 8, 12
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y 24 horas muy evidentes. Las respuestas tras la estimulaciéon con LPS o Levamisol
fueron mucho menores, destacando Uinicamente un ligero incremento de los indices de
expresion a las 4 horas para Spug/ml de Levamisol.

El estudio cuantitativo mediante qPCR para la linea TSS (Fig. 47a) confirm6 que
los mayores incrementos de las ratios de expresion Mx-1 / f-actina se producian a las 24
horas de estimulacion para todas las dosis de Poly I:C, con valores muy elevados, y a 4
horas solo para las dosis altas (50 y 100 pg/ml) de Poly I:C. Para el resto de
inmunoestimulantes no se obtuvieron incrementos significativos de la ratio de expresion
Mx-1/ P-actina.

Para la linea TPS-2, el analisis semicuantitativo revel6 un incremento progresivo de
los indices de expresion, que se iniciaba a las 12 horas y alcanzaba los maximos valores a
las 24 horas, en las muestras estimuladas con Poly I:C (Fig. 46¢). Para el resto de los
inmunoestimulantes los indices de expresion fueron muy bajos a todos los tiempos
estudiados.

En el estudio cuantitativo para la linea TPS-2 (Fig. 47b) se confirm¢ el patron de
respuesta observado para los cambios en la expresion del gen Mx-I en el estudio
semicuantitativo, de forma que los incremento mayores de las ratios de expresion Mx-1 /
P-actina se observaron a 24 horas de estimulacion con todas las dosis de Poly I:C. Para el
resto de las condiciones, s6lo se observo un aumento estadisticamente significativo de la
ratio de expresion para las muestras estimuladas con 5pg/ml de Levamisol, aunque con
valores muy inferiores.

En el andlisis semicuantitativo, el patron de expresion del gen Mx-1 en los cultivos
de macrofagos (Fig. 46d) se asemejo al descrito para la linea TPS-2, de forma que s6lo se
observaron incrementos de los indices de expresion tras la estimulacion con Poly I:C, que
eran bajos a las 4 horas y mucho mas elevados a las 24 horas de estimulacion.

El estudio mediante qPCR en los cultivos de macréfagos confirmo esos resultados y
unicamente se encontraron incrementos estadisticamente significativos de las ratios de
expresion Mx-1 / f-actina tras la estimulacion con Poly I:C (Fig. 47¢). A cuatro horas
solamente las dos dosis mas altas de este estimulante produjeron esos cambios, mientras
que a 24 horas todas las dosis indujeron incrementos mayores.
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desviacion estandar. Los asteriscos indican diferencias significativas respecto al control
*P<0,05 ** P <0,01.
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4.7. Expresion del gen para COX-2

En el estudio semicuantitativo (Fig. 48), se observd expresion basal de este gen en
los cultivos control, tanto de las lineas celulares TSS y TPS-2, como de los cultivos de
macrofagos, que se incrementaba notablemente tras la exposicion a los diferentes
inmunoestimulantes. Como ejemplo, la Fig. 48a muestra un gel de agarosa en el que se
observan los amplificados obtenidos para los genes COX-2 y f-actina de cultivos de
macrofagos tras 24 horas de exposicion a los inmunoestimulantes.
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Fig. 48.- Estudio de la expresion semicuantitativa del gen COX-2 a. Fotografia de un gel de
agarosa mostrando las bandas de amplificacion para los genes COX2 y fS-actina en cultivo de
macrofagos, tras 24 horas de exposicion a los inmunoestimulantes (C: control; L: LPS dosis 5y
50 pg/ml; V: Levamisol 5 y 25 pg/ml; P: Poly I:.C 1, 50 y 100 pg/ml). b-d. indices de
estimulacion de la expresion génica en las lineas TSS (b), TPS-2 (¢) y macréfagos (d) tras la
exposicion a los diferentes inmunoestimulantes durante 4, 8, 12 y 24 horas, relativa a S-actina.
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El andlisis semicuantitativo en la linea celular TSS indicd que, en respuesta a la
estimulacion con LPS o Poly I:C, la expresion del gen COX-2 se inducia a tiempos cortos,
alcanzandose los mayores indices de expresion a las 8 horas para el Poly I:C, y
decayendo posteriormente (Fig. 48b). Para este inmunoestimulante se apreciaba un claro
efecto dosis-respuesta a 4 y 8 horas. Los indices de expresion tras la exposicion a LPS
fueron moderados, mostrando un pico a las 8 horas. Las respuestas frente al Levamisol
fueron siempre débiles.

El estudio cuantitativo mediante qPCR confirmo el patrén observado en el estudio
semicuantitativo, con altas ratios de expresion COX-2 / [-actina a las 4 horas de

estimulacion con Poly I:C y moderadas para el LPS, que descendian a las 24 horas (Fig.
49a).

En el estudio semicuantitativo, la linea TPS-2 mostr6 un patrén de expresion del gen
COX-2 similar al obtenido para la linea TSS, con picos de expresion entre las 4 y 8 horas,
aunque en este ultimo tiempo también se apreciaba una clara respuesta para el Levamisol
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(Fig. 48c). Los mayores indices de expresion se obtuvieron en las muestras estimuladas
con las dosis mas altas de Poly I:C a las 8 horas.

Esos resultados se confirmaron mediante el estudio cuantitativo por qPCR para TPS-
2, de forma que las ratios de expresion COX-2 / f-actina mas altas se hallaron a las 4
horas de estimulacion con Poly I:C, seguidas de las correspondientes al LPS (Fig. 49b).
Tras 24 horas de estimulacion la expresion decayd considerablemente en todos los casos,

pero aun se mantenian valores estadisticamente significativos para las dosis altas de Poly
I.C.

Para los cultivos de macrofagos, el andlisis semicuantitativo de los niveles de
expresion del gen COX-2 reveld que los mayores indices de expresion se encontraban a
tiempos cortos (Fig. 48d). Para el estimulo con Poly I:C el pico de respuestas se producia
a las 4 horas de exposicion, mientras que para el LPS sucedi6 a las 8 horas. A las 24
horas atiin se mantenian respuestas apreciables para estos dos inmunoestimulantes. No se
observo respuesta para el Levamisol a ninguno de los tiempos estudiados.

El estudio mediante qPCR en los cultivos de macrofagos confirmé los resultados del
analisis semicuantitativo; solamente tras la estimulacion con las dosis mas altas de Poly
I:C y LPS se indujeron incrementos de las ratios de expresion COX-2 / [-Actina
estadisticamente significativos, mas altos a las 4 horas de estimulacion (Fig. 49c). La
estimulacion con Levamisol no indujo cambios significativos de las ratios de expresion
COX-2/ B-actina.
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Fig. 49.- Cambios en las ratios de expresion COX-2 / f-actina frente a los controles (=1) en
las lineas TSS (a), TPS-2 (b) y en macrofagos (c) a 4 y 24 horas tras la exposicion a los
inmunoestimulantes. Las columnas representan la media de tres muestras mas la desviacion
estandar. Los asteriscos indican diferencias significativas respecto al control * P < 0,05 **

P <0,01.
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4.8. Expresion del gen para iNOS

Para el estudio de la expresion semicuantitativa del gen de la enzima iNOS se
utilizaron cebadores que amplifican un fragmento de 746 pb del gen (Tabla 5, Material y
métodos), mientras que para el andlisis cuantitativo a tiempo real, y con el fin de
aumentar la eficiencia, se utilizaron los oligonucle6tidos indicados en la Tabla 11, que
amplifican para un fragmento de 98 pb. La especificidad de la reaccion se determino
analizando las curvas de disociacion de los productos obtenidos tras la gPCR (Anexo I).

El estudio semicuantitativo indicoé que existia expresion basal del gen iNOS en las
lineas celulares y en los macréfagos, mayor en los cultivos control de TSS y TPS-2 que
en los de macréfagos. La Fig. 50a muestra, a manera de ejemplo, la imagen de un gel de
agarosa tras la electroforesis de los productos amplificados correspondientes a los genes
iNOS'y B-actina de la linea TSS-2 tras 4 horas de exposicion a los inmunoestimulantes.

a b
6
Marcador Muestras S | 71ss
[ 1 -GE&E
[LT)
ae !
iNOS 82
. wm
B-actina T Q2
(o=
L8 4
e D][lD] (I womrom o c=m

_________ LPS Lev Poly LPS Lev Poly LPS Lev Poly LPS Lev Poly
C L5 L50 V5 V25 P1 P50 P100 C(-)

4h 8h 12h 24 h
c d
S 8 8
» E TPS-2 Macréfagos
Q0o ¢ 6
a9
i :
()
© 9
i m H]
o8 2
T 0
c e
= m[l[[l ::.:-::-[DE.D:. o (0 o rem 5 o ool e e cm—
LPS Lev Poly LPS Lev Poly LPS Lev Poly LPS Lev Poly LPS Lev Poly LPS Lev Poly LPS Lev Poly LPS Lev Poly
12h 24 h 8h 12h 24 h

Fig. 50.- Estudio de la expresion semicuantitativa del gen iNOS a. Fotografia de un gel de agarosa
mostrando las bandas de amplificacion para los genes iNOS'y f-actina en la linea TSS, tras 4 horas
de exposicion a los inmunoestimulantes (C: control; L: LPS dosis 5 y 50 ug/ml; V: Levamisol 5 y
25 pg/ml; P: Poly I:C 1, 50 y 100 pg/ml). b-d. Indices de estimulacién de la expresion génica en
las lineas TSS (b), TPS-2 (¢) y macrofagos (d) tras la exposicion a los diferentes
inmunoestimulantes durante 4, 8, 12 y 24 horas, relativa a f-actina.
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Mediante el analisis semicuantitativo no se observaron cambios en los indices de
expresion del gen iNOS en la linea TSS, frente a ninguno de los inmunoestimulantes, con
indices de expresion siempre inferiores a 2 (Fig. 50b).

Por el contrario, el andlisis mediante qPCR en la linea celular TSS si reveld
incrementos bajos, pero estadisticamente significativos, en las ratios de expresion iNOS /
[P-actina tras 4 horas de estimulaciéon con LPS y Levamisol y a 24 horas para las dosis
mas altas de Poly I:C (Fig. 51a).
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En el caso de la linea TPS-2 el andlisis semicuantitativo reveld incrementos notables
de los indices de expresion del gen iNOS a las 8 horas de exposicion a cualquiera de los
inmunoestimulantes, respuestas que se iniciaban a las 4 horas y decaian totalmente a
partir de las 12 horas (Fig. 50c¢).

Para la linea TPS-2, el estudio por qPCR (Fig. 51b) no revelo cambios
estadisticamente significativos del gen iNOS para ninguna de las condiciones y tiempos
estudiados.

En el caso de los cultivos de macréfagos, el andlisis semicuantitativo mostrd que se
solamente se producian incrementos moderados (entre 2 y 4) de los indices de expresion
del gen iNOS a las cuatro horas, con valores muy semejantes para todos los tratamientos
(Fig. 50d).

El andlisis mediante qPCR demostré que tras cuatro horas de exposicion a
cualquiera de las dosis de los diversos inmunoestimulantes se inducian incrementos de
las ratios de expresion iNOS / f-actina significativas (Fig. 51c). Tras 24 horas de
estimulacion se observaron incrementos estadisticamente significativos, pero mucho mas
bajos, solamente para el LPS y el Levamisol.

4.9. Expresion del gen para Arginasa

Con el fin de comprobar la existencia de una segunda via de metabolismo de la L-
arginina en el proceso del estallido respiratorio, practicamente al final de la realizacion
de esta Tesis se decidio incluir el estudio de la expresion del gen para el enzima Arginasa.
Por este motivo, solo se realizaron los ensayos de PCR cuantitativa a tiempo real.

En la linea TSS, la expresion de este gen se inducia de forma significativa tras la
estimulacion durante 4 horas con LPS (50 pg/ml) y las dosis altas de Poly I:C, y se elevo
a las 24 horas para el Poly I:C (Fig. 52a).

En la linea TPS-2 sdlo se observaron incrementos estadisticamente significativos de
las ratios Arginasa / -actina a las 24 horas, para LPS (5 pg/ml), Levamisol (25 pg/ml) y
todas las dosis de Poly I:C (Fig. 52b).

En los cultivos de macrofagos se observaron incrementos estadisticamente
significativos de las ratios Arginasa / f-actina tras 4 horas de exposicion a cualquiera de
las dosis de los diferentes inmunoestimulantes (Fig. 52c¢). Este hecho s6lo se mantenia a
las 24 horas para la dosis mas alta de Poly I:C.
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Fig. 51.- Cambios en las ratios de expresion iNOS / f-actina frente a los controles (=1) en
las lineas TSS (a), TPS-2 (b) y en macroéfagos (c) a 4 y 24 horas tras la exposicion a los
inmunoestimulantes. Las columnas representan la media de tres muestras mas la
desviacion estandar. Los asteriscos indican diferencias significativas respecto al control *
P<0,05 ** P <0,01.
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1. Eleccion de los inmunoestimulantes para el estudio

Comenzamos la discusion exponiendo las razones que nos llevaron a elegir los
inmunoestimulantes utilizados en este estudio. Otros factores importantes a la hora de
utilizar inmunoestimulantes son las dosis y el tiempo de exposicion, para lo cual se
tuvieron en cuenta resultados previos descritos por otros autores.

En cuanto a los productos utilizados como inmunoestimulantes, se seleccionaron
tres que habian sido previamente bien caracterizados, tanto en estudios in vivo como in
vitro, en peces y mamiferos: LPS, Levamisol y Poly I:C. Estos tres inmunoestimulantes
son sustancias capaces de estimular los mecanismos de defensa inespecificos v,
secundariamente, las respuestas inmunitarias especificas en peces (Anderson, 1992). De
ellos, el LPS y el Poly I:C son moléculas que pertenecen a familias distintas de PAMPs,
productos asociados a patdgenos que son reconocidos por las células eucariotas mediante
distintas familias de receptores de superficie o intracelulares (PRRs), como se ha
indicado en la Introducciéon. Los efectos bioldgicos de estos dos tipos de
inmunoestimulantes dependen principalmente de los receptores a los que se unen y de las
vias de sefializacion intracelular que esa unidén desencadena que, en general, inducen
respuestas fisiologicas celulares (fagocitosis y degradacion, produccion de radicales
oxidativos, secrecion de citoquinas...) adaptadas a la defensa contra el tipo de patdgeno
del que deriva el correspondiente PAMP.

El Levamisol no pertenece a ninguna de las familias de las PAMPs y su mecanismo
de accion celular no ha sido descrito (Mulero et al., 1998), aunque en peces es capaz de
estimular la produccion de ROS y de fagocitosis de leucocitos in vitro (Siwicki et al.,
1990) e in vivo la resistencia a infecciones como la amebiasis branquial (AGD) en
salmén atlantico (Findlay et al., 2000). Mulero et al, (1998) indicaron que,
probablemente, las células diana del Levamisol no sean directamente los fagocitos
(macréfagos y neutrdfilos), sino los linfocitos, en los cuales el Levamisol induciria la
produccion de citoquinas tipo MAF, que activarian a los anteriores.

Respecto las dos dosis utilizadas (5 y 50 ug/ml) de LPS en este estudio, estas se
encuentran en el rango de las descritas como activadoras de la explosion respiratoria en
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macrofagos de O. mykiss (Jang et al., 1995) y Limanda limanda (Tahir y Secombes,
1996). En estas mismas especies, las concentraciones superiores (del orden de 100 pg/ml)
producian una menor estimulacion de la explosion respiratoria. Ademas, la exposicion de
macrofagos de O. mykiss a dosis de 50 pg/ml de LPS era efectiva para la produccion del
MATF liberado a los sobrenadantes (Jang ef al., 1995) y de inducir la expresion génica de
TNF-a en cultivos de macrofagos de Salmo trutta (MacKenzie et al., 2003). Para los
tiempos de exposicion, se tuvieron en cuenta los ensayos que analizaron la fagocitosis y
la explosion respiratoria de macréfagos expuestos a LPS (Jang et al., 1995; Tahir y
Secombes, 1996), en los que no se apreciaron diferencias apreciables entre incubar 24 o
48 horas, por lo que se utilizaron tiempos de incubacion no superiores a las 24 horas.

Para el Levamisol se eligieron las dosis de 5 y 25 ug/ml, ya que se habia demostrado
que en ese rango de concentraciones el Levamisol inducia incrementos de la capacidad
fagocitica y la explosion respiratoria en cultivos de células de bazo de trucha arco iris
(Siwicki et al., 1990), mientras que dosis de 25 pg/ml inducian incrementos mas débiles
en la respuesta inmunitaria no especifica y supresion de la respuesta inmunitaria
especifica. En ese estudio, la dosis de 50 pg/ml suprimia completamente ambas
respuestas. En cuanto a los tiempos de exposicion al Levamisol, se tuvieron en cuenta
estudios realizados por Mulero et al. (1998), en los que se ensayaron combinaciones de
diferentes dosis de Levamisol y periodos de exposicion en cultivos in vitro de
macrofagos de dorada S. aurata. Aunque en la dorada las concentraciones superiores a 10
ug/ml de Levamisol inducen la muerte de leucocitos in vitro, en ese estudio, utilizando
concentraciones inferiores a esa, no se apreciaban cambios significativos en la explosion
respiratoria usando tiempos entre las 3 y 24 horas de exposicion, mientras a las 48 se
observa inhibicion de esa actividad y de otras actividades de los macréfagos (migracion,
fagocitosis y actividad microbicida).

En el caso del Poly I:C se utilizaron tres dosis (1, 50 y 100 pg/ml) debido a que en
salmoénidos se han descrito respuestas de produccion de interferén en respuesta a este
rango tan amplio de concentraciones. Nygaard et al. (2000) demostraron que la
exposicion a 1 pg/ml de este inmunoestimulante era muy efectiva para la produccion de
interferon en macrofagos aislados de salmén atlantico, descendiendo dicha estimulacion
cuando se usaban concentraciones inferiores. Ademas, en ese estudio la maxima
produccion se alcanzaba tras 24h de estimulacion, independientemente de la
concentracion usada. Otros ensayos mostraban que dosis de 100 pg/ml Poly I:C inducian
la expresion de la proteina Mx1 en cultivos de células RTG-2 (Collet y Secombes, 2001).
Ademas, se ha descrito que la exposicion de macrofagos de trucha arco iris a
concentraciones entre 5 y 50 pg/ml de Poly I:C durante 12 horas induce la expresion de
transcritos para proteinas del complejo NADHP-oxidasa, que podrian facilitar Ia
activacion de iNOS (Boltada et al., 2009).
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2. Ensayos biologicos tras la inmunoestimulacion in vitro

El objetivo principal del presente trabajo era verificar la tesis de que es posible
utilizar cultivos celulares, principalmente algunas lineas celulares continuas, de peces
para evaluar la actividad de inmunoestimulantes para su uso en acuicultura. Por ello,
nuestro estudio comprendid, en primer lugar, el andlisis in vitro del efecto de los
inmunoestimulantes sobre respuestas fisiologicas celulares relacionadas con las
respuestas proinflamatorias. Dentro de esas respuestas, seleccionamos aquellas que han
sido descritas como tales (como se ha indicado en la Introduccion), y para las cuales se
dispone de ensayos in vitro en peces: la fagocitosis, la estimulacion de la explosion
respiratoria y la induccion de la liberacion de MAF.

La lineas celulares que se han utilizado (TPS-2 y TSS) estdn formadas por
poblaciones celulares heterogéneas, principalmente células sinusoidales (endoteliales
fagociticas) y fibroblésticas / reticulares, procedentes del estroma del pronefros y del
bazo, respectivamente, de trucha arco iris (Carracedo, 2003). Las consideramos
apropiadas para este estudio dado que se habia descrito que ambas lineas presentaban
actividad fagocitica (Carracedo, 2003) y capacidades de produccién y respuesta a
citoquinas / factores de crecimiento (Riafio, 2004). Ademas, tanto las células sinusoidales
como las reticulares, que forman parte de los microambientes hematopoyéticos (Zapata,
1979; Razquin, 1990), han sido involucradas en la iniciacion y regulacion de respuestas
proinflamatorias (Press et al., 1994). Por otra parte, las células sinusoidales estan
implicadas en la captura de patdgenos y en O. mykiss se han descrito como una diana
inicial de patogenos intracelulares (Estepa y Coll, 1991; Estepa ef al., 1991; Flafio, 1995;
Flafio et al., 1996).

Como referencia mas proxima a la situacion in vivo, y para comparar con lo
observado en las lineas celulares elegidas, utilizamos cultivos primarios de macrofagos
de trucha. Los macrdéfagos tienen un papel fundamental en la induccion y regulacion de
la respuesta inmunitaria, tanto en peces (Secombes y Fletcher, 1992; Dalmo ef al., 1997),
como el resto de los vertebrados (Roitt ez al., 2001).

2.1. Actividad fagocitica

La activacion de la fagocitosis en macrdéfagos y granulocitos neutréfilos (heterdfilos)
es uno de los marcadores mas claros de la induccion de los mecanismos defensivos
(Secombes, 1994; Dalmo et al., 1997) y su estudio in vitro se ha utilizado clasicamente
para determinar mecanismos de accion de inmunoestimulantes en peces (Sakai, 1999).

En primer lugar, para estandarizar el ensayo de fagocitosis, determinamos el
intervalo de tiempo durante el cual el nimero de macrofagos en cultivo primario
permanecia constante, tras el proceso de aislamiento por adherencia a plastico. Segun
nuestros resultados, a partir del dia tres de cultivo se producia un descenso significativo
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en el nimero de macrdéfagos por pocillo (Fig. 24), por lo que todos los ensayos se
realizaron con cultivos de macréfagos tras no mas de dos dias de incubacion.

Utilizando el ensayo de fagocitosis de particulas fluorescentes, nuestros resultados
indicaron que (Fig. 25): a) ambas lineas celulares presentan capacidad fagocitica, sin
diferencias entre si, que en términos absolutos es mucho menor que la de los macrofagos;
y b) que, por el contrario, tras la exposicion a los inmunoestimulantes los indices de
estimulacion observados eran mayores en las lineas que en los macréfagos. La accion de
los inmunoestimulantes sobre la fagocitosis en las lineas celulares y en los macrofagos se
resume en la Tabla 13.

En cuanto a la actividad fagocitica de las lineas TSS y TPS-2, estos resultados
confirman que presentan actividad fagocitica, que ya habia sido demostrada mediante
microscopia y en condiciones basales (sin estimulacion) frente a células de Candida
lipolytica inactivadas por calor (Carracedo, 2003). La capacidad fagocitica de ambas
lineas puede atribuirse a la presencia de monocito-macrofagos y células con
caracteristicas similares a las sinusoidales, definidas como endoteliales fagociticas
(Zapata y Cooper, 1990; Dannevig et al., 1994). Las células sinusoidales de pronefros y
de bazo, asi como las endoteliales cardiacas y de los sinusoides hepaticos (Smedsred et
al., 1995; Koren et al., 1997), forman parte del sistema reticulo-endotelial de teledsteos y
participan activamente en el aclaramiento de antigenos solubles y particulados y de
materiales inertes (por ejemplo, carbon coloidal y colorantes vitales), y se consideran
elementos fundamentales del sistema de defensa inmunolédgico innato.

No obstante, la capacidad fagocitica de la lineas es muy baja (del orden de 6 veces
menor) en comparacion con los macréfagos cultivados, en todas las condiciones
experimentales (Fig. 25a). El hecho de que los indices de estimulacion de la fagocitosis
observados en las lineas celulares tras la exposicion a los inmunoestimulantes sean mas
elevados que los de los macrofagos es debido a que éstos ya muestran una elevada
capacidad fagocitica en los cultivos control, mientras que las variaciones tras la
inmunoestimulacioén son pequefias en relacion a ese valor de partida.

Respecto al efecto de los inmunoestimulantes sobre la fagocitosis, ambas lineas
responden mejor que los macrofagos a dosis altas de Poly I:C, la linea TSS mejor a
Levamisol que la TPS-2 y los macréfagos, y todas ellas responden bien y de forma
semejante a LPS 50 pg/ml. Las diferencias observadas podrian explicarse teniendo en
cuenta:

a) Las diferentes proporciones que las células fagociticas (macrofagos o células
sinusoidales) representan respecto al total de cada tipo de cultivo: en los primarios de
macrofagos aproximadamente el 100%, mientras que en las lineas esta proporcion es mas
baja, ya que las lineas celulares contienen también células reticulares fibroblasticas.
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b) La presencia de receptores para esos inmunoestimulantes en las células en cultivo
y de su unidn al ligando, que son necesarios para la activacion celular.

c) La accion diferencial de redes de citoquinas, con acciones supresoras o
activadoras sobre las células fagociticas, que puedan ser liberadas por otras poblaciones
celulares de las lineas en respuesta a los inmunoestimulantes.

El reconocimiento de sustancias inmunoestimulantes del tipo del LPS y el Poly I:C
por células del sistema inmunitario innato, asi como la respuestas a ellas, estd mediada
por la familia de receptores PRRs implicados en el reconocimiento de componentes
microbianos, entre los que se encuentran los receptores tipo TLR, Nod y helicasas RIG-
I y MDA-5 (Bourhis y Werts, 2007). Todos estos receptores transducen sefales a
diferentes moléculas adaptadoras intracelulares, que confluyen en muchos casos en la
fosforilacion del factor de transcripcion NFk[f, el cual induce la activacion de la
expresion de genes proinflamatorios. Asi, en mamiferos, el LPS es reconocido por el
receptor TLR4, junto con un complejo de moléculas accesorias, lo que induce la
expresion de genes como TNF-a, IL-1B, IFNs, (Toshchakov et al., 2003; Iliev et al.,
2005a, 2005b; Swain et al., 2008), que incrementan la actividad fagocitica de neutréfilos
y macrofagos, modulando la expresion de los receptores Fc CR3 y receptores de lectina
(Collins y Bancroft, 1992; Marodi y Johnston, 1993; Kawakami et al., 1995; Garner et
al., 1996).

En el caso de los peces, es un hecho bien descrito que los cultivos de leucocitos
(incluyendo los de macrofagos) responden de diversas formas a la exposicion in vitro a
LPS, tales como incrementando la fagocitosis (MacKenzie ef al., 2003) y disparando la
explosion respiratoria (Purcell et al., 2006). Sin embargo, se ha descrito que, in vitro, este
inmunoestimulante no incrementa la actividad endocitica de células endoteliales
sinusoidales aisladas de S. salar (Martin-Armas et al., 2008). Dado que nosotros si
hemos observado respuestas de incremento de la actividad fagocitica en las lineas
celulares TSS y TPS-2 tras la exposicion a LPS, esta respuesta puede atribuirse a la
poblacion de macréfagos que forman parte de ellas.

No obstante, en los peces las respuestas a LPS in vivo son muy débiles (Nayak et al.,
2008) y este hecho se ha asociado tanto a la falta de LBP funcionalmente anéloga a la de
mamiferos (Inagawa et al., 2002; Stenvik et al., 2004; Iliev et al., 2005a), como a la falta
de la expresion de algunas moléculas adaptadoras (CD14 y LY96), que facilitan el
reconocimiento del lipido A (con actividad endotdxica) del LPS por TLR4, y a la
ausencia de TICAM2, que en mamiferos forma parte de la via de sefalizacion
intracelular de este receptor (Iliev et al. 2005b). Esto explicaria que, a pesar de que
suceda el reconocimiento del LPS bacteriano, no se observe una respuesta tipo shock
endotdxico cuando se inyectan dosis elevadas de LPS. En cualquier caso, en peces deben
existir vias alternativas de activacion celular en respuesta a la presencia de LPS, quiza
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alternativas a las vias descritas en mamiferos, como es a través de la accion de redes de
citoquinas.

Por su parte, tanto en peces como en mamiferos, el Poy I:C se une al receptor TLR3
y puede activar a la proteina quinasa dependiente de RNA (PKR) y es un potente
inductor de IFN (Jensen y Robertsen, 2002; Robertsen et al., 2006), con activacion de la
expresion del gen de proteinas Mx que confieren resistencia contra infecciones virales
(Jorgensen et al., 2003). Ademas, el IFN tipo II es un potente activador de macréfagos,
que incrementa su actividad microbicida y los mecanismos relacionados con la
presentacion antigénica, incluyendo la endocitosis (Martin ef al., 2007a). Sin embargo,
Martin-Armas et al. (2008) demostraron que la exposicion a Poly I:C y otros
polinucledtidos CpG inhibian la endocitosis de albumina sérica formalinizada, mediada
por receptores, pero no la mediada por receptores para manosa, en cultivos de células
endoteliales sinusoidales de salmon Atlantico. Ademas, la exposicion a Poly I:C inducia
la degradacion de RNA mensajeros en esas células, lo que resultaba en una disminucién
de la expresion de IL-1, lo que se atribuy¢ a la produccion de IFNs, que ejercen un efecto
antiviral degradando RNAs. Nuestros resultados no confirman estos datos, ya que en
ambas lineas celulares se observo que el Poly I:C inducia la expresion de IL-1, al mismo
tiempo que la de la proteina Mx inducible por IFN.

No hemos encontrado datos de vias intracelulares que medien la accion del
Levamisol, pero en dorada (Mulero ef al., 1998) se ha descrito que el Levamisol no actua
directamente sobre las células fagociticas, sino sobre linfocitos incrementando la
produccion de linfoquinas que podrian afectar directamente a la fagocitosis. También el
Levamisol podria incrementar la produccion de MAF por los linfocitos del bazo y
posteriormente este MAF podria activar la fagocitosis

Como se ha indicado anteriormente, es posible que una via de activacion de las
lineas celulares TPS-2 y TSS tras la exposicion a los inmunoestimulantes suceda
indirectamente, no por reconocimiento directo de ellos por la mayoria de las células, sino
en respuesta a citoquinas liberadas por una parte de la poblacion celular capaz de
reconocer esos inmunoestimulantes. Nuestros resultados demuestran que, en la mayoria
de los casos, el LPS y, particularmente, el Poly I:C inducian de forma clara la expresion
de IL-1 y de TNF-a (especialmente TNF-02) en los cultivos, con efectos semejantes en
macrofagos y en la linea TPS-2. El Levamisol ejercié efectos mucho menores en la
expresion de estas citoquinas.

A ese respecto, la expresion de IL-1 y TNF-a aumenta tras la estimulacion in vitro
de macrofagos de peces con LPS (Zou ef al., 2000; Saeij et al., 2003; MacKenzie et al.,
2003). Igualmente, la exposicion a LPS actia como un potente inductor de la
transcripcion de IL-1 en las células RTS11 de tipo macréfago (Zou et al., 1999a). Esas
citoquinas son los primeros mediadores de la inflamacién y promueven la accioén
fagocitica de macréfagos y neutrdfilos (Neumann et al., 1995; Sigh et al., 2004; Bridle
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et al., 2006; Swain et al., 2008). En trucha los estudios in vitro con TNF-al y TNF-a2
recombinantes han demostrado que ambas isoformas son funcionales y que pueden
aumentar la fagocitosis y la migracion de leucocitos de rifion anterior (Zou et al., 2003).
Estos estudios han sido confirmados recientemente por Roca et al. (2008), quienes
ademads han indicado que, in vivo, la actividad de TNF-a de peces estd mediada por su
accion sobre células endoteliales, en las cuales esta citoquina incrementa la expresion de
E-selectina, diferentes CC, CXC quimioquinas y MCH-II y CD38, lo cual facilitaria el
reclutamiento y la activacion de macrofagos.

2.2. Produccion de ROS

Una de las actividades caracteristicas de los inmunoestimulantes es la induccion de
la explosion respiratoria en células fagociticas. Este proceso de produccion de ROS es un
mecanismo microbicida del sistema de defensa innato y se ha considerado responsable,
en parte, de los efectos protectores de los inmunoestimulantes frente a la infeccion en
peces (Siwicki et al., 1994; Sakai, 1999). La explosion respiratoria se ha demostrado en
macrofagos y neutréfilos de diversas especies de peces (Chung y Secombes, 1988;
Secombes, 1990; Sharp y Secombes, 1993; Sarmento et al., 2004) y recientemente se ha
estudiado la expresion génica de proteinas del complejo NADPH-oxidasa en macrofagos
de trucha arco iris tras la estimulacién con diversos LPS, Poly I:C y Zymosan (Boltafia et
al., 2009).

Para analizar la explosion respiratoria en nuestro estudio utilizamos dos tipos de
técnicas, destinadas a poner de manifiesto la produccion de radicales oxidativos
intracelulares (ensayo de NBT) y extracelulares (ferrocitocromo C) respectivamente, y
para el ensayo de NBT empleamos dos disefios experimentales: i) ensayos simultaneos,
en los que se incubaron al mismo tiempo el reactivo y el inmunoestimulante; y ii)
ensayos con preincubacion durante una hora con el inmunoestimulante, antes de afiadir el
NBT.

Respecto al tipo de ensayo (NBT o ferrocitocromo C), aunque en muchos estudios
unicamente se usa uno de ellos (Secombes, 1990), hay que considerar que son
complementarios. El método de deteccion intracelular es a “punto final”, puesto que
requiere la muerte de las células y, ademds, no mide la cantidad de ROS efectivamente
liberado al exterior, ya que una parte del producido se degrada con rapidez
intracelularmente y parte del liberado se pierde en el proceso de lavado de las placas. Por
otra parte, el método del ferrocitocromo C permite estudiar la cinética de la liberacion de
radicales oxidativos y detectar los picos de produccion tras la estimulacion.

Los ensayos simultaneos de produccion de ROS con cultivos de macrofagos, usando
cualquiera de las técnicas de deteccion, nos permitieron detectar claramente respuestas
tipo explosion respiratoria, con produccion / liberacion rapida de ROS, tras la exposicion
a los inmunoestimulantes. Asi, la cantidad y cinética de las mismas coinciden con las
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descritas anteriormente como explosion respiratoria en poblaciones de macrofagos
aislados y expuestos a diversos agentes como sobrenadantes con actividad MAF, PMA o
Glucanos, y a productos microbianos como el LPS (Chung y Secombes, 1988; Secombes,
1994; Solem et al., 1995; Neumann y Belosevic, 1996).

En cuanto a los ensayos de preincubacién con el inmunoestimulante, segin de
Castro (2003), estos permiten analizar la duracion de la estimulacion y el efecto
sensibilizador de los inmunoestimulantes. Ademas, permiten distinguir las poblaciones
celulares productoras de ROS en funcion de la capacidad y velocidad para regenerar sus
sistemas enzimaticos de produccion de ROS, dado que tras la explosion respiratoria los
macrdofagos y otras poblaciones celulares pueden ser capaces de sintetizar de novo los
enzimas necesarios y los sustratos (Decoursey y Ligeti, 2005; Boltafia et al., 2009). Asi,
un tiempo prolongado de exposicion puede producir, dependiendo del inmunoestimulante,
modulaciones de la respuesta que resulten en inhibicion de la misma, bien por
agotamiento enzimatico o de alglin sustrato o bien por el efecto de factores reguladores
(Castro et al., 1999; Castro, 2003; Cook ef al., 2001). A este respecto, se ha indicado que
puede producirse un efecto inhibitorio en la produccion de ROS debido a una baja
disponibilidad de la enzima NADPH-oxidasa, que cataliza la reduccion del oxigeno a
anion superoxido (Chanock et al., 1994).

Nuestros resultados demuestran que las lineas celulares TPS-2 y TSS son capaces de
producir radicales oxidativos al ser estimuladas con los diferentes inmunoestimulantes,
detectandose tanto intracelular como extracelularmente, tanto en los ensayos simultaneos
como en los preincubados. Sin embargo, sus respuestas se diferencian claramente de las
de los macrofagos, tanto en cuanto a la capacidad de produccion como en la cinética. En
términos absolutos, la produccion de radicales oxidativos es mas alta en los macrofagos,
aunque esto no se aprecia en términos de indices de estimulacion, que son mayores en las
lineas celulares (ver Fig. 26). De forma semejante a lo discutido para la fagocitosis esta
aparente contradiccion se explica porque los controles, no estimulados, de macrofagos
presentaban valores iniciales de reduccion de NBT y del ferrocitocromo C mas elevados
que las lineas, sugiriendo que, de alguna manera, los cultivos control de macrofagos se
encuentran estimulados inespecificamente.

Es interesante notar que existen diferencias en cuanto a la capacidad de produccion
de ROS (y también de NO) en las diversas lineas celulares de tipo monocito/ macroéfago
o semejantes a células dendriticas de peces. Asi, en las lineas RTS11 (tipo
monocito/macréfago) de trucha arco iris (Ganassin y Bols, 1998) y TO (tipo dendritico)
de salmon Atlantico (Pettersen ef al., 2008) no se ha podido demostrar la produccion de
ROS, mientras que las lineas macrofagicas CLC de carpa (Weyts et al., 1997) y GMLC
de carpin dorado (Wang et al., 1995) si presentan explosion respiratoria.

Atendiendo a la cinética de produccion de ROS extracelular en ensayos simultaneos,
las respuestas de las lineas celulares TSS y TPS-2 (Figs. 27 y 28) no son realmente tan
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“explosivas” como las observadas en macrofagos, aunque si son mas sostenidas en el
tiempo, de forma que, en algunos casos, se alcanzan los picos de produccién muy
tardiamente (més de 30 minutos para ambas lineas tras la estimulaciéon con LPS o Poli
I:C). La linea TPS-2 es la que presenta perfiles de respuesta mas semejantes a los de los
macrofagos, lo que sugiere que contiene una subpoblacion importante de macréfagos.
Por el contrario, la linea TSS presentd las respuestas mas tardias y, probablemente, en
esta linea la produccion de ROS suceda en células de linaje no fagocitico, como pueden
ser células endoteliales, en las cuales este mediador tiene funciones de senalizacion
celular antes que microbicidas (Ray y Shah 2005; Dworakowski et al., 2008). Esta idea
se ve apoyada por los resultados de los ensayos con preincubacion. En efecto, la
preincubacion con cualquiera de los inmunoestimulantes, e independientemente de la
dosis, induce un agotamiento de la produccion de ROS en las lineas celulares, mientras
que en los macrofagos se observan valores semejantes a los de los ensayos simultaneos, e
incluso mas elevados para la estimulacion con LPS.

En cuanto al grado de actividad de los inmunoestimulantes, en los ensayos
simultaneos, tanto para los cultivos de macréfagos como para las lineas TPS-2 y TSS, la
produccion de ROS intracelular y extracelular se vio favorecida a medida que aumentaba
la concentracion de Poly I:C, mientras que para las dosis de LPS y Levamisol este efecto
fue mas variable. Numerosos estudios han puesto de manifiesto que no existe una
relacion lineal entre la dosis de un inmunoestimulante y su efecto sobre la actividad de
los fagocitos (Robertsen et al., 1990; Siwicki et al., 1990; Anderson y Jeney, 1992), sino
que en general muestran una respuesta maxima en un intervalo de concentraciones y el
efecto desaparece o llega a ser inhibitorio con concentraciones elevadas. Por ejemplo,
Tahira y Secombes (1996) observaron que la estimulacion in vitro de macrofagos de O.
mykiss y L. limanda con una concentracion de 100 pg/ml de LPS inhibe la explosion
respiratoria en comparacion con la exposicion a concentraciones de 10y 50 pg/ml.

También hay que tener en cuenta la posible toxicidad para las células de las altas
concentraciones del anion superdxido y de los metabolitos de oxigeno reactivos
producidos de forma aguda; aunque existe un equilibrio entre la produccion de O, y su
dismutacion (Secombes et al., 1992; McCord, 1995), las altas concentraciones de ROS
inducen muerte celular por apoptosis o necrosis (Trachootham et al., 2008).

Al igual que se ha discutido para la fagocitosis, la activacion de la explosion
respiratoria en fagocitos, asi como de produccion de ROS en otros tipos celulares — como
células endoteliales — pueden estar mediadas por el reconocimiento de los
inmunoestimulantes via receptores PRRs expresados por estas poblaciones celulares
(Bourhis y Werts, 2007) o, indirectamente, en respuesta a citoquinas. En cuanto a los
macrofagos, se ha demostrado en peces que las citoquinas activadoras de macréfagos,
fundamentalmente IL-1, y las de tipo Thl, como IFN-y y TNF-a, son inductoras de la
explosion respiratoria (Jang et al., 1995; Novoa et al., 1996; Zou et al., 2005; Grayfer et
al., 2008; Roca et al., 2008). Nuestros resultados ponen de manifiesto que existe una
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clara relacion entre la produccion de ROS y la capacidad de los inmunoestimulantes para
inducir incrementos significativos de la expresion génica para IL-1 y TNF- a.

Las células endoteliales de mamifero responden a citoquinas proinflamatorias, como
TNF-a y mediadores liberados durante el shock endotoxico, probablemente IL-1,
incrementando la produccion de H,O, y NO (Dworakowski et al., 2008). No obstante,
en estas células la produccion de ROS tiene una funcidn principalmente de sefializacion
celular (Ray y Shah 2005; Dworakowski ef al., 2008) y estd mediada fundamentalmente
por factores angiogénicos (VEGF, angiopoyetina-1), producidas en respuesta a
numerosos factores fisiologicos que regulan la angiogénesis (Ushio-Fukai et al., 2006).

Sin embargo, la situacion en peces parece ser distinta. En la dorada (S. aurata) y en
pez cebra se ha demostrado que el TNF-a ejerce sus efectos proinflamatorios actuando
sobre células endoteliales, en las que induce la expresion de E-selectinas y de diferentes
quimioquinas CC y CX, mientras que activa débilmente a los macrofagos (Roca et al.,
2008).

Dado que no disponiamos de citoquinas recombinantes de trucha, utilizamos
sobrenadantes condicionados de macréfagos estimulados con Levamisol o Poly I:C, que
contienen actividad MAF, para estudiar si las lineas celulares TPS-2 y TSS, que
contienen células endoteliales, son capaces de responder a esas citoquinas. La actividad
MAF de peces estimula la explosion respiratoria y la actividad antibacteriana (Secombes,
1987; Graham y Secombes, 1988, 1990a; Mulero y Messenger, 1998) de macrdofagos y se
ha demostrado que contiene fundamentalmente IFN-y y TNF-a (Jang ef al., 1995; Zou et
al., 2005). Como control del ensayo y para comparar los resultados incluimos en los
ensayos cultivos estimulados directamente con LPS.

Los resultados de la exposicion de cultivos de macréfagos a los diversos
sobrenadantes demuestran claramente que estos contienen actividad MAF, dado que
inducen la produccion de ROS intra- y extracelular (Figs. 31 y 33). No obstante, estos
resultados también indican que los sobrenadantes condicionados inducidos por
Levamisol o por Poly I:C contienen actividades MAF distintas, de forma que en el caso
de MAF inducido por Poly I:C las respuestas estaban inhibidas en comparacién con la
estimulacion directa con LPS. Este efecto inhibitorio de los sobrenadantes condicionados
por Poly I:C también se ha descrito en otros casos en los que se usaron otros productos
estimulantes (PMA, ConA) (Graham y Secombes, 1990a, b) y podria ser debido a la
liberacién por los macréfagos de factores anti-inflamatorios tipo IL-10, que inhibe la
explosion respiratoria en peces (Savan et al., 2003), en respuesta a la fuerte estimulacion
causada por el Poly I:C (ver Fig. 26).

La linea celular TPS-2 respondi6 a la exposicion a los sobrenadantes, tanto
condicionados por Poly I:C como por Levamisol, de forma semejante a los cultivos de
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macrofagos, sugiriendo una vez mas que esta linea contiene un alto porcentaje de
macrofagos.

Por el contrario, la linea TSS se distingue de la TPS-2 y de los macrofagos por la
respuesta frente a los sobrenadantes condicionados por Poly I:C, dado que esta era de
tipo dosis-respuesta positiva (Fig. 33). Es decir, las células TSS, o al menos una parte
importante de su poblacion, no presentan inhibicion de la producciéon de ROS en
respuesta a los posibles factores inhibidores — tipo IL-10 — presentes en esos
sobrenadantes condicionados. Aunque no tenemos datos en peces, esta respuesta podria
explicarse por el hecho de que la IL-10 induce la produccién de 6xido nitrico en células
endoteliales de mamifero, aunque también disminuye la producciéon de superdxidos
(Zemse et al., 2008). Dado que los ensayos con NBT o ferrocitocromo no distinguen
entre ambos tipos de ROS, es posible que lo que la linea TSS, rica en células endoteliales,
produzca en respuesta a esos sobrenadantes sea NO.

2.3. Produccion de 6xido nitrico

Otro de los mecanismos de defensa antimicrobiana es la produccién por los
macrofagos de oxido nitrico. En este trabajo hemos estudiado, tras la exposicion a los
inmunoestimulantes, la capacidad de produccion de NO en las lineas celulares y los
macrofagos mediante deteccion tanto intracelular de NO como extracelular de nitratos,
asi como la induccidn de la expresion génica del enzima iNOS.

Dado que la disponibilidad de L-arginina, el metabolito inicial para la produccion de
NO por iNOS, esta controlada también por la ruta de las arginasas, y que al menos en
macrofagos la activacion de una u otra ruta tiene importantes consecuencias funcionales,
analizamos la expresion génica de la arginasa-2 en respuesta a la exposicion a los
inmunoestimulantes. Esta via enzimdtica resulta en la produccion de urea y L-ornitina,
asi como productos derivados de esta ultima (putrescina, espermina y espermidina), y
modula la produccion de NO resultante de la actividad iNOS.

Como se ha expuesto en la Introduccion, la activacion de los macrofagos puede
llevarse a cabo a través de la via clasica o la alternativa. La activacion clésica esta
mediada por la enzima iNOS y da lugar a produccion de ROS y NO (Nathan, 1992;
Afonso et al., 1998b). Esta via depende de la expresion inducida de la enzima 6xido
nitrico sintasa inducible (iNOS) y la consiguiente produccion de NO. En trucha arco iris
se ha demostrado que la expresion génica de iNOS puede ser inducida in vivo por las
infecciones bacterianas (Campos-Pérez et al., 2000; Laing et al., 1999) e in vitro por la
exposicion de los macrofagos a LPS (Laing et al., 1999).

Tanto en mamiferos como en peces, la activacion alternativa de macrofagos,
dependiente de la actividad arginasa, desempefia un papel importante en la induccion de
respuestas inmunitarias de tipo II, dirigidas contra patégenos extracelulares,
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incrementando la actividad fagocitica y la expresion de los genes de MHC de clase II en
los macréfagos (Gordon, 2003; Joerink et al., 2006a,b; Popovic ef al., 2007), asi como de
produccion de factores anti-inflamatorios y de reparacion tisular (Mantovani et al., 2002,
2004). En peces, se ha demostrado que la activacion alternativa de los macrofagos esta
mediada por la isoforma arginasa-2 (Joerink et al., 2006a,b).

Por otra parte, otras poblaciones celulares distintas de los macrofagos producen NO
como molécula de senalizacion intercelular (Ray y Shah 2005; Dworakowski et al.,
2008). En la mayoria de los vertebrados la produccién de NO en esos tipos celulares esta
mediada por sistemas enzimaticos distintos de iNOS, como nNOS en neuronas y eNOS
en células endoteliales (Alderton ef al., 2001). Sin embargo, en peces no se ha podido
demostrar mediante técnicas de biologia molecular la existencia de un gen eNOS
ortdlogo del de otros vertebrados (Pelster, 2007), aunque si existen numerosas pruebas
fisiologicas y de inmunolocalizacion de actividad NOS en células endoteliales de
numerosas especies de peces (Agnisola y Pellegrino, 2007; Martin-Armas ef al., 2008).

Comenzando con el estudio de la produccion de NO, se ha descrito en la bibliografia
que los macréfagos de algunas especies de peces, como la trucha arco iris y la lubina
presentan una baja capacidad de produccion de este producto (Stafford ef al, 2001;
Sarmento et al., 2004). Por este motivo, usamos dos métodos de ensayo para la deteccion
de NO en los cultivos: el ensayo de Griess de cuantificacién de nitritos, que mide
indirectamente la liberacion de NO al medio extracelular, y la deteccion directa de NO
intracelular usando un método fluorimétrico de alta sensibilidad.

Los resultados de ambos tipos de ensayos no son directamente comparables, puesto
que difieren en el producto que miden (nitritos / NO) y en el hecho de que el método de
Griess detecta nitritos, un producto estable que se acumula en el medio extracelular. Por
el contrario, el NO es una molécula de vida media muy corta, capaz de difundir a través
de las membranas, pero que se transforma en peroxinitritos (ONOO ) que reacciona
rapidamente con moléculas intracelulares (proteinas, lipidos, azucares y 4cidos nucleicos)
produciendo compuestos nitrados (Beckman et al., 1990; Radi et al., 1991), que no se
detectan con ninguno de los dos métodos empleados. Probablemente debido a esto, los
valores de los indices de estimulacion que se obtuvieron con los dos métodos difieren
notablemente, siendo mas elevados los correspondientes al método de Griess, como
puede observarse al comparar las Figs. 34 y 35. No obstante, los perfiles de respuestas
que se observaron con ambos métodos fueron, en general, semejantes, tanto atendiendo a
los tipos celulares y a la cinética, como a la actividad de los inmunoestimulantes (ver
Tablas 17-18).

Nuestros resultados demuestran que las lineas TPS-2 y TSS contienen poblaciones
celulares capaces de producir NO en respuesta a la exposicion a los inmunoestimulantes,
de forma semejante a como lo hacen los cultivos de macréfagos. Ademas, en todos los
casos, tanto para macroéfagos como para ambas lineas celulares de trucha aro iris, se
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observo una escasa capacidad de produccion de NO, como se pone de manifiesto por la
bajas concentraciones de nitrito obtenidas (siempre inferiores a 9 uM), estando estos
valores en el rango de las descritas por otros autores en cultivos de macrofagos de esta
especie y de carpin dorado (Stafford ef al., 2001), y siendo un poco mas altos que los
descritos en la linea celular macrofagica TO de salmon Atlantico tras la estimulacion con
LPS (Pettersen et al., 2008). En comparacion, las concentraciones de nitritos alcanzadas
en los sobrenadantes de cultivos de leucocitos, principalmente macrdéfagos, de otras
especies con mayor capacidad de produccion de NO, como la dorada (Acosta et al., 2005)
y el rodaballo, Scophthalmus maximus (Tafalla y Novoa, 2000), llegan a valores
superiores a 30 M.

En cuanto al efecto de los diversos inmunoestimulantes en la produccion de NO
intra- y extracelular, las lineas celulares respondieron mejor a Poly I:C y a LPS, mientras
que los macrofagos lo hicieron a LPS y, tras 8 horas de exposicion, a Levamisol. En
cuanto al efecto del Poly I:C sobre la produccion de NO en las lineas celulares, se ha
demostrado que cultivos de células endoteliales fagociticas de salmén Atlantico, que
tapizan los sinusoides del pronefros y el endocardio, responden a la estimulacion con
dosis altas (40 pg/ml) de Poly I:C incrementando significativamente la produccion de
NO, mientras que no respondian a la exposicion a LPS (Martin-Armas et al., 2008). Esto
indica que la mejor respuesta de las lineas TSS y TPS-2 al Poly I:C se deba,
principalmente, a la poblacion endotelial de las mismas.

Por otra parte, es de resaltar que el Levamisol inhibia la produccion de NO
extracelular a las 24 horas en macrofagos y en la linea TPS-2, pero se producia el efecto
contrario en cuanto a la deteccion de NO intracelular. No hemos encontrado una
explicacion para este hecho, salvo que el Levamisol interfiera de alguna forma con la
liberacion de NO al medio extracelular, quizd favoreciendo la reactividad del NO
producido hacia peroxinitritos / nitratos. Aunque es conocido que el Levamisol es un
inhibidor de la actividad fosfatasa alcalina de diversos tipos celulares de origen
mesenquimatico, incluidos los leucocitos (Jalanka y Lindberg, 1975), no hemos
encontrado descripciones de que el Levamisol o que la inhibicion de la actividad
fosfatasa alcalina interfieran con la produccién de radicales oxidativos (NO y O7), como
ademas demuestran nuestros resultados, puesto que se mantiene la produccion de NO
intracelular en presencia de Levamisol.

En general, la produccion de NO extracelular aument6 con el tiempo de exposicion a
los inmunoestimulantes, excepto para la linea TPS-2, en la que se observd una clara
disminucion a las 24 horas. Por el contrario, la deteccion de NO intracelular indicd que
los macrofagos presentaban una mayor capacidad de produccion a las 24 horas, mientras
que los valores mas elevados en las lineas celulares se alcanzaban a una (particularmente
para TSS) y ocho horas tras la exposicion a los inmunoestimulantes. En ese sentido, se
ha demostrado que la capacidad de cultivos de macrofagos de C. aurata (Neumann et al.,
2000) y de trucha (Stafford et al., 2001 para producir 6xido nitrico aumenta con el
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tiempo en cultivo, lo que se correlaciona con la maduracién de monocitos a macréfagos.
En mamiferos, estos ultimos producen mayores cantidades de NO que los monocitos
(Bose y Farnia, 1995). De esta forma, nuestros resultados se pueden correlacionar con los
discutidos anteriormente para la produccidon de ROS y la presencia de diferentes
proporciones de poblaciones de macrofagos y células endoteliales en las lineas celulares.
De esta forma, la linea TPS-2, con mayor porcentaje de células macrofagicas, tiende a
presentar respuestas intermedias entre las de los cultivos de macréfagos y las de la linea
TSS, la cual parece contener una mayor proporcion de células endoteliales.

3. Expresion génica de iNOS y de arginasa-2

Con respecto a la expresion génica de iNOS, nuestros resultados demuestran que la
expresion génica de este enzima se induce fuertemente en los macrofagos a las 4 horas,
independientemente del tipo de inmunoestimulante, mientras que en ambas lineas
celulares los valores de expresion relativa a ese tiempo eran mucho mas bajos y
dependientes del inmunoestimulante, siendo el Levamisol el mejor estimulador, seguido
del LPS. A las 24 horas la expresion génica de iNOS descendid notablemente en
practicamente todos los casos, desvidandose de esta situacion Unicamente las lineas
celulares expuestas a las dosis altas de Poly I:C (ver Fig. 51).

Por el contrario, la induccion de la expresion génica de la enzima arginasa-2 mostrd
perfiles casi inversos a los de iNOS, de forma que los valores de expresion relativa eran
semejantes en macrofagos y en las lineas celulares, y fuertemente dependientes del
inmunoestimulante y del tiempo de estudio (ver Fig. 52). Asi, en los macrofagos la
expresion génica de este enzima era mayor a 4 horas, mientras que en las lineas lo era a
las 24 horas, y el Poly I:C era el mejor inductor de la expresion de arginasa.

La rapida y fuerte estimulacion de la expresion génica de iNOS en los cultivos de
macrdofagos expuestos a los inmunoestimulantes coincide con lo descrito tanto en
macrdofagos de mamiferos (Nathan y Xie 1994) como de peces (Neumann et al., 1995,
1996; Joerink et al., 2006a). La expresion génica de iNOS en macréfagos y lineas
celulares de tipo macrofago de mamiferos estd regulada por citoquinas y es también
activada por el reconocimiento directo de algunos PAMPs por receptores PRRs y
sefalizacion intracelular via el factor de transcripcion NF«k[. Asi, se ha descrito que el
IFN-y es un potente inductor de la expresion génica de iNOS (Nathan y Xie 1994; Weisz
et al., 1994). Otras citoquinas, como IL-1, TNF-a y los IFNs (a o B), tienen también un
efecto inductor de la expresion génica de iNOS, probablemente actuando sinérgicamente
con otras citoquinas y factores (Weisz et al., 1994; MacMicking et al., 1997). TGF-3
reprime la expresion de iNOS (Chesrown et al., 1994), mientras que IL-6 y IL-10 no
tienen efecto sobre la induccion de la expresion génica de iNOS en macrofagos y lineas
macrofagicas (Chesrown et al., 1994; Weisz et al., 1994). En cuanto a PAMPs, el LPS
es un potente inductor de la expresion de iNOS en macrofagos (Chesrown et al., 1994) y,
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ademas, tiene un efecto sinérgico con todos los interferones (MacMicking et al., 1997),
de forma que la exposicion a ambos productos, ademas de inducir la expresion génica del
enzima, prolonga notablemente la vida media del RNAm para este enzima (Weisz ef al.,
1994).

En nuestros resultados, la regulacion de la expresion génica de iNOS en macrofagos
es dificil de correlacionar con los perfiles de expresion génica de las diversas citoquinas
que hemos estudiado, probablemente porque la induccion méaxima del enzima se alcanza
tras alcanzarse un cierto umbral de concentracion de la citoquinas, por lo que pasado ese
umbral no se observa un mayor indice de expresion relativa. Los que maés se
correlacionan son los de IL-B1 y de TNF-a (1 y 2), ambos inductores de la expresion
génica de iNOS. Este efecto es claramente visible al comparar los valores de las ratios de
expresion relativa de iNOS y de esas citoquinas en respuesta a LPS y Poly I:C, buenos
inductores de la expresion de ambas citoquinas, tanto en nuestros resultados como en los
de otros autores (Engelsma et al., 2001; Zou et al., 1999a; 2002; Saeij et al., 2003), con
la respuesta a Levamisol, que produce una menor induccion de ellas (ver Figs. 37,43 y
41).

En cuanto a la accidn de los interferones, nuestro estudio solamente ha analizado la
expresion del gen de la proteina Mx-1 inducible por IFN o/, como una medida indirecta
de la produccion de estas citoquinas (Collet y Secombes 2002, Jorgensen et al., 2007).
En nuestros resultado, la expresion génica de Mx-1 en macréfagos fue méxima tras la
exposicion a Poly I:C, hecho también demostrado en otros trabajos (Trobridge et al.,
1997, Jensen y Robertesen, 2000; Jensen ef al., 2002; Lockhart et al., 2004), pero las
ratios de expresion de iNOS tras la exposicion a este inmunoestimulante fue mas baja
que la observada para LPS o Levamisol.

Las respuestas observadas en las lineas celulares en cuanto a la expresion génica de
iINOS sugieren que hay una cierta induccion de la expresion, pero esta sucede solamente
en una parte de la poblacion celular y que, posiblemente estd regulada por factores
distintos de los que se encuentran en los cultivos de macrofagos. La expresion de iNOS
en las lineas celulares puede suceder tanto en macrofagos como en células endoteliales,
ya que ambos tipos, asi como otros, expresan este enzima (Kanno ef al., 1994: Campos-
Perez et al., 2000), pero la regulacion transcripcional de iNOS en estos cultivos,
formados por diferentes tipos celulares, se diferencia claramente de la observada en los
cultivos de macrofagos y parece estar sometida a las interacciones entre multiples
factores secretados o paracrinos.

Asi, los perfiles de las ratios de expresion de iNOS son semejantes en ambas lineas
(ver Fig. 51), pero estos no se pueden correlacionar con los de las citoquinas IL-f1 y
TNF-a (1y 2), ni tampoco con los de Mx-1. Por ejemplo, tras la estimulacion con Poly
I:C, tanto para TPS-2 como para TSS se alcanzan valores altos de expresion de esas
citoquinas, pero la expresion de iINOS es baja e incluso aparece inhibida en TSS.
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Probablemente esto refleja las interacciones entre multiples factores, incluidos los efectos
reguladores de citoquinas liberadas por la poblacion no macroféagica, por ejemplo TGF-f3,
tanto en respuesta a los inmunoestimulantes como a la propia activacion de los
macrofagos y la produccion de NO (Bogdan et al., 2000). E1 TGF-f liberado, tanto por
las células endoteliales como por los macrofagos, podria a su vez inhibir la expresion de
INOS en los macréfagos (Chesrown et al., 1994), aunque en un estudio in vivo usando el
modelo trucha arco iris — infeccidon con VHSV no se encontrd relacion entre niveles
elevados de expresion de TGF-f y la expresion de iNOS (Tafalla et al., 2005).

En cuanto al efecto de los inmunoestimulantes, ya se ha indicado anteriormente que
algunos PAMPs, como el LPS, son inductores de la expresion de iNOS. Este mismo
hecho podria explicar la respuesta al Poly I:C, ya que se ha demostrado que la exposicion
al virus de la septicemia hemorragica viral (VHSV), un rabdovirus con genoma formado
por RNA, induce la expresion de iNOS en diversos tejidos de trucha arco iris in vivo
(Tafalla et al., 2005), asi como en cultivos celulares de la linea celular RTG-2 (Wang et
al., 2001). Paradodjicamente, el Levamisol fue el estimulador mas potente de la expresion
de iNOS, pero no hemos encontrado datos previos sobre el efecto de este producto en la
expresion génica de este enzima.

Respecto a la expresion génica de la arginasa-2, es interesante resaltar las diferencias
de expresion observadas, tanto en el tiempo de maxima expresion como en las respuestas
a los inmunoestimulantes, entre los cultivos de macréfagos y las lineas celulares. Por un
lado, en las lineas su mayor expresion se detecto a 24 horas post-estimulacion, cuando
los niveles de expresion génica para la enzima iNOS y de produccioén de NO intracelular
descendian. Este hecho es congruente con el papel de regulacion atribuido a este enzima
en la produccion de NO via el agotamiento intracelular de L-arginina, que es el sustrato
de iNOS (Vincendeau et al., 2003).

Con referencia al efecto de los inmunoestimulantes en la expresion génica de la
arginasa-2, tanto las lineas celulares como los macrofagos mostraban valores mas altos
de expresion para el Poly I:C, mientras que las primeras no respondian casi al LPS y al
Levamisol, y los macréfagos si lo hacian, casi por igual, a estos dos inmunoestimulantes.
Es de sefalar que en cultivos de macrofagos de carpa (Joerink et al., 2006b) se ha
descrito que la estimulacion con LPS produce un incremento de la expresion génica de
iNOS, pero no de arginasa-2. Aunque estas diferencias pueden ser especie-especificas, es
mas probable que puedan atribuirse a diferencias cuantitativas en el grado de expresion,
que en general es bajo, y discrepancias semejantes en respuesta al LPS se han descrito
también mamiferos (Bronte er al., 2003). En cualquier caso, en mamiferos se ha
demostrado que iNOS y arginasa se pueden co-expresar en macrofagos estimulados con
LPS (Chang et al., 1998) y nuestros resultados indican que los macréfagos de trucha
pueden activarse por la ruta alternativa mediada por la expresion de arginasa-2, como se
habia indicado previamente en estudios en tejidos (Wright et al., 2004).
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La expresion génica de las arginasas en mamiferos es inducida por citoquinas de
tipo-II, que conducen a respuestas de Th2, tales como IL-4, IL-13, IL-10 y TGF-$
(Bronte ef al., 2003). Desafortunadamente, dado que no hemos estudiado la expresion de
ninguna de estas citoquinas, no podemos discutir sobre los posibles factores reguladores
en nuestro modelo.

4. Expresion génica de COX-2

Al igual que en los mamiferos (Harris et al., 2002), los -eicosanoides
(prostaglandinas y tromboxanos) son mediadores de los procesos inflamatorios en los
peces (Rowley et al., 1995), produciendo vasodilatacion e incremento de la
permeabilidad vascular, pero también ejercen actividades inmunomoduladoras, tanto con
efectos estimulantes como inhibitorios de la respuesta inmunitaria (Knight y Rowley,
1995). Sin embargo, tanto en mamiferos como en peces, las prostaglandinas (PGE,)
tienen efectos predominantemente inhibidores sobre los leucocitos, reduciendo la
expresion de IL-1B, TNF-a y IL-8, la proliferacion celular, asi como la explosion
respiratoria y la expresion de iNOS en mamiferos (Knudsen et al., 1986 y Harris et al.,
2002), y la actividad microbicida de macréfagos y de expresion de MHC-II en leucocitos
de trucha (Secombes et al., 2001) y en la linea celular macrofagica SHK-1 de S. salar
(Fast et al., 2005).

En este estudio, analizamos la expresion del gen COX-2 como una medida de
actividad COX-2, la cual media la conversion del 4cido araquidonico en prostaglandinas
H, (PGH;) que son luego metabolizadas por otras enzimas para producir prostaglandinas,
prostaciclinas y tromboxanos (Knight y Rowley, 1995; Rowley, 1996). En nuestros
resultados encontramos expresion del gen COX-2 en los controles, no expuestos a
inmunoestimulantes, tanto en las lineas celulares como en los macrofagos en cultivo, de
forma claramente mas intensa en la linea TSS. No obstante, la expresion de COX-2
aumentaba notablemente en respuesta a la estimulacion con LPS o Poly I:C, con picos de
las ratios de expresion a las 4 horas de estimulacion que descendian claramente a las 24
horas. La respuesta a la exposicion a Levamisol era muy inferior, incluso con un pequefio
descenso de la expresion en relacion a los controles a las 24 horas.

Respecto a la expresion de COX-2 en los cultivos control, esta puede se debida a
que existe realmente una expresion constitutiva del gen o a que las células, especialmente
los macrofagos, se encuentren estimulados inespecificamente por las condiciones del
cultivo, como se ha indicado en el caso de la producciéon de ROS. En cuanto a los
macrofagos, existen datos contradictorios en la bibliografia; en las lineas celulares
macrofagicas RTS11 de trucha arco iris (Brubacher ef al., 2000) y en la SHK-1 de
salmén Atlantico (Fast et al., 2005) se encontr6 expresion constitutiva muy débil de este
gen, al igual que se ha descrito en pronefros, bazo y branquias de individuos sanos de
salmén Atlantico (Ingerslev et al., 2006) y, mas débilmente, en leucocitos de pronefros
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de lubina (Buonocore et al., 2005b). Por otra parte, estudios in vivo en trucha arco iris
Zou et al. (1999b) describieron que la expresion de dicha enzima era no constitutiva, sino

inducible por infeccion con Aeromonas salmonicida.

En cuanto a las lineas celulares, es de resaltar que los mayores niveles de expresion
de COX-2 en los cultivos control se encontraron en la linea TSS, que contiene un mayor
porcentaje de células endoteliales. Es posible que la mayor expresion basal se deba a
estas ultimas, dado que también en teledsteos las células endoteliales expresan COX-2 y
producen eicosanoides (Secombes et al., 2001). En este sentido, entre otras citoquinas
que ejercen efectos reguladores sobre la expresion de COX-2, es interesante resaltar el
VEGF. Este factor induce la expresion de COX-2 en células endoteliales humanas
(HUVEC) (Wu et al., 2003), y puesto que la linea TSS (y también TPS-2) expresa VEGF
(Riafio, 2004), esto contribuiria a explicar el mayor nivel de expresion basal de COX-2
en TSS.

Con respecto a la respuesta a los inmunoestimulantes, el notable incremento de la
expresion de COX-2 tras la estimulacion con LPS ha sido descrito en peces, tanto in vivo
(Zou et al., 1999b; Buonocore et al., 2005a), como in vitro, usando en este caso cultivos
de leucocitos de pronefros (Buonocore et al., 2005a) y lineas celulares macrofagicas
(Hong et al., 2001; Brubacher ef al., 2000; Fast et al., 2005).

Sin embargo, el efecto del Poly I:C sobre la expresion de COX-2 ha sido poco
estudiado. En nuestros resultados, es notable el efecto del Poly I:C, que indujo respuestas
de un orden de magnitud unas 10 veces superior a las observadas para el LPS. Los datos
bibliograficos encontrados a este respecto son contradictorios. En un trabajo usando
cultivos de monocitos de trucha se ha descrito que el tratamiento con este
inmunoestimulante induce muy débilmente la expresion de COX-2, con un valor maximo
a las 24 horas (Iliev et al., 2005b), lo que se relaciond con el hecho de que el Poly I:C
induce preferentemente respuestas antivirales, mientras que el LPS induce respuestas
antibacterianas. Por otra parte, en cultivos de macrofagos purificados del pronefros de
dorada (Sepulcre et al., 2007) se ha descrito una situacion semejante a la de nuestros
resultados, en la que el Poly I:C inducia niveles de expresion de COX-2 mucho mas
elevados que el LPS.

Una posible explicacion a esos efectos contradictorios pudiera deberse al efecto de
las citoquinas liberadas al medio, de forma que no es directamente la activacion debida al
reconocimiento de Poly I:C la que media la expresion de COX-2, sino la accién de
citoquinas liberadas en respuesta al inmunoestimulante y que, secundariamente, inducen
la expresion de la enzima. Este efecto podria estar mediado por IL1- ya que tanto in
vivo (Lindenstrom et al., 2004; Buonocore et al., 2005b) como en lineas celulares
macrofagicas (Hong et al., 2001; Fast et al., 2005) se ha descrito que esta interleuquina
induce la expresion de COX-2 en peces. Un dato complementario a esta hipdtesis es la
respuesta diferencial observada en nuestros resultados entre los cultivos de macrofagos y
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la linea celular TPS-2, ya que esta responde mejor a la concentraciéon mas baja de Poly
I:C (1 pg/ml) que aquellos en cuanto a la expresion de COX-2 (ver Fig. 49). Esto
coincide con los perfiles de expresion de IL-1B producidos en respuesta a Poly I:C en
ambos casos (ver Fig. 37).

En cuanto al efecto del Levamisol, no hemos encontrado referencias relativas a su
efecto sobre la expresion de COX-2 en peces, ni in vivo ni in vitro. No obstante, se ha
descrito que ejerce un efecto inhibitorio de la expresion de COX-2 y de produccion de
PGE; en células cancerosas humanas de colon estimuladas con LPS (Liu et al., 2004).
Estos autores sugirieron que el efecto inmunoestimulante in vivo del Levamisol podria
estar mediado, en parte, por este efecto inhibitorio de la produccién de prostaglandinas
que, como se ha indicado, tienen un efecto inmunosupresor.

Respecto a la cinética de expresion de COX-2, el notable descenso de las ratios de
expresion observado las 24 horas en todos los casos puede atribuirse a la retroinhibicion
que los eicosanoides, principalmente prostaglandinas, ejercen sobre la expresion de
COX-2, que ha sido descrita en mamiferos y planteada como hipdtesis para explicar el
efecto de PGE2 en la expresion de COX-2 en la linea células SHK-1 de salmon Atlantico
(Fast et al., 2005). Una segunda explicacion, puede deberse a la accion de IL-1b y TNF-
a, dos citoquinas que se han descrito como principales mediadoras de la expresion de
COX-2. En nuestros resultados, las cinéticas de expresion de COX-2, IL-1b y TNF-a son
semejantes, con picos a las 4 horas post-exposicion y un marcado descenso a las 24 horas.
Ya se ha indicado anteriormente, que en peces, al igual que en mamiferos, la expresion
de COX-2 es inducida por IL-1B (Hong et al, 2001; Lindenstrem et al., 2004;
Buonocore et al., 2005b; Fast et al., 2005). En macrofagos de mamiferos se ha
demostrado que la exposicion in vitro a IL-1f o a TNF-a incrementa la expresion de
COX-2 a través de la estabilizacion del RNAm, antes que por incremento de la velocidad
de transcripcion, pero esa estabilizacion es dependiente de la presencia continua de IL-1[,
mientras que la exposicion a largo plazo a TNF-a induce la desestabilizacion del RNAm
(Huang et al., 2000).

5. Expresion génica MHC-1I

Al igual que en mamiferos, el MHC-II tiene un papel fundamental en las respuestas
inmunitarias antigeno-especificas de peces a través de la interaccion TCR-péptido-
MHC-II (Vallejo et al., 1992a). Igualmente, en peces la expresion de MHC-II sucede
fundamentalmente en monocito-macrofagos (Vallejo ef al., 1992a; Rodrigues et al., 1995)
y en células dendriticas (Koppang et al., 2003), pero también se puede inducir en otros
tipos celulares, como células endoteliales (Roca ef al., 2008).

En nuestros resultados, los cultivos control (no estimulados) de macrofagos y de las
lineas celulares mostraron expresion de la cadena 3 del MHC-II de O. mykiss. Tras la

159



Discusion

exposicion a los distintos inmunoestimulantes, los cultivos de macréfagos mostraron un
claro incremento (superior a 5 veces el control) de las ratios de expresion para la dosis
alta de LPS, pero unicamente a las 4 horas post-estimulacion. Por su parte, en cuanto a
los perfiles de expresion de MHC-II, las lineas celulares se caracterizaron por responder
al LPS de forma semejante a los macrofagos, pero ademas la linea TPS-2 mostraba un
incremento de la expresion en respuesta a Poly 1:C, que aumentaba a las 24 horas, y que
en los otros tipos celulares era mucho mas débil (ver Fig. 45).

Mientras que la expresion constitutiva de MHC-II se ha descrito previamente en
diversas lineas celulares macrofagicas de peces, como RTS-11 (Brubacher ef al., 2000) y
SHK-1 (Koppang et al., 1999; Fast et al., 2005), la situaciéon es més variable tras la
estimulacion con diversos PAMPs o citoquinas. Asi, el LPS y el TNF-a incrementan la
expresion del MHC-II en macrofagos de trucha (Knight et al., 1998), mientras que en la
linea celular RTS11 no se apreciaron alteraciones al exponerlas a LPS (Brubacher et al.,
2000). Sin embargo, Koppang et al., (1999) y Fast et al. (2005) describieron que en la
linea SHK-1 se producia un incremento de la expresion de MHC-II a las 4 horas tras la
estimulacion con LPS, seguida de un marcado descenso a las 24 horas / 72 horas. Este
resultado de incremento temprano de la expresion de MHC-II, seguido de un marcado
descenso a tiempos mads largos tras la estimulacion con LPS se ha descrito también en
cultivos de leucocitos de pronefros de lubina (Buonocore et al., 2007). En el caso de la
linea SHK-1 este efecto se relaciond la represion de la expresion de MHC-II con la
produccion de PGE2, un factor que también inhibe, de forma dosis dependiente, la
expresion de MHC-II en mamiferos (Harizi y Gualde, 2002).

La respuesta de la linea celular TPS-2 frente al Poly I:C es claramente distinta de la
encontrada en los cultivos de macrofagos y en la linea TSS. Dicha respuesta podria
explicarse por la interacciébn entre las poblaciones de células endoteliales y de
macrofagos, tal como indicaron Roca et al. (2008). Es posible que, en respuesta al Poly
I:C, las células endoteliales liberen quimioquinas o expresen moléculas accesorias que
induzcan una respuesta sostenida de la expresion de MHC-II en los macréfagos. En ese
sentido, el Poly I:C induce un notable incremento de la expresion de arginasa a las 24
horas en la linea TPS-2, una actividad que se ha correlacionado con la activacion
alternativa de los macréfagos, una via que — en mamiferos — incrementa la expresion de
MHC-II en macrofagos (Joerink et al., 2006a,b). Tanto en los macréfagos como en la
linea TSS hay expresion sostenida de arginasa, pero no el incremento que se observa en
la linea TPS-2 y esto podria contribuir a explicar las diferencias observadas.

6. Comparacion de los perfiles de expresion de citoquinas y de la
proteina Mx1

Dado que un objetivo de esta Tesis es establecer si las lineas celulares de estroma
que hemos usado pueden servir como modelos, que repliquen las respuestas de cultivos
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primarios de macrofagos, para la seleccion de potenciales inmunoestimulantes,
finalizamos la discusién comparando los perfiles de expresion de estos mediadores de las
respuestas inmunitarias innatas.

Tal como se ha visto a lo largo de la discusion, tanto los cultivos de macrofagos
como ambas lineas celulares de trucha respondieron a los diversos inmunoestimulantes
modulando la expresion génica de las citoquinas estudiadas: IL-1, IL-8, TNF-al y a2.
Ademas, también se observé la modulacion de la expresion de la proteina Mx inducible
por interferon. La eleccion de estas moléculas para nuestro estudio, que se realiz6 en el
momento de iniciar el trabajo, se hizo de forma que representaran las principales familias
estructurales y funcionales de citoquinas pro-inflamatorias de las que, entonces, se
disponia de informacion suficiente para el estudio de su expresion génica en O. mykiss.
Asi, IL-1B es representativa de la familia de la interleuquina-1, con efectos
proinflamatorios, IL-8 es una de las quimioquinas tipo CXC mejor caracterizadas
funcionalmente en teledsteos, y TNF-al y a2, factores caracteristicos de la superfamilia
del TNF, cuyas funciones mediadoras de las respuestas inflamatorias han sido claramente
demostradas en peces. En aquel momento, no se disponia de la secuencia de IFNs en
peces y, por tanto, usamos el estudio de la expresion de la proteina Mx1, inducible por
IFN, como medida indirecta de la produccion de este mediador de la inflamacion
perteneciente a la familia de las citoquinas de clase II.

En primer lugar, es interesante resaltar que, en nuestro estudio, tanto los cultivos de
macrofagos como de las lineas celulares TSS y TPS-2 no expuestos a los
inmunoestimulantes mostraron expresion génica para las citoquinas IL-1, IL-8, TNF-al
y 02. En cuanto a la proteina Mx1, también se expresaba en los cultivos no expuestos a
los inmunoestimulantes de macréfagos y de la linea TPS-2, pero no en los de la linea
TSS. Nos referimos a expresion basal en lugar de constitutiva, término cominmente
usado por numerosos autores en experiencias in vitro similares a las nuestras usando
cultivos celulares (ver por ejemplo, Brubacher et al., 2000), porque in vitro es dificil
asegurar que no se produzca un cierto grado de estimulacion inespecifica, bien debida al
proceso de aislamiento de los macréfagos o a componentes del medio, aunque estos estén
certificados como libres de endotoxinas, que induzca la expresion de los genes
estudiados.

Aunque la expresion de los genes para las citoquinas indicadas anteriormente y para
la familia de las proteinas Mx est4 asociada a la induccioén de respuestas inmunitarias y
de inflamacion (Savan y Sakai, 2006), existen referencias previas que ponen de
manifiesto un cierto grado de expresion basal de las mismas en cultivos de macrofagos y
de lineas celulares macrofagicas de teledsteos. Asi, la expresion basal de IL-1 se ha
observado también en la linea celular RTS11 de macroéfagos de trucha arco iris
(Brubacher et al., 2000) y en cultivo de leucocitos de pronefros de trucha (Pleguezuelos
et al., 2000). Igualmente, se ha observado expresion basal de IL-8 en cultivos de
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leucocitos de pronefros de carpa comun (Huising et al., 2003) y de trucha arco iris
(Montero et al., 2008). En cuanto a TNF-0, no se ha descrito expresion basal de este
factor en cultivos de macréfagos aislados de trucha arco iris o carpa (Zou et al., 2002;
Saeij et al., 2003), pero si en la linea celular RTS11 de trucha arco iris (Laing et al.,
2001).

Por lo que respecta a la falta de expresion basal de Mx1 en la linea TSS, no tenemos
hipotesis que expliquen este hecho diferencial respecto a los cultivos de macrofagos y la
linea TPS-2. Podria ser debido a las interacciones entre sus diversas poblaciones
celulares, con una mayor proporcion de células endoteliales, o a que presente una
expresion inconstante de este gen, como se ha descrito para la linea RTS11, en la que la
expresion es ocasional, e incluso en la linea no macrofagica RTG-2 de génada de O.
mykiss (DeWitte-Orr et al., 2007).

En cuanto a los perfiles de expresion de las citoquinas en respuesta a los
inmunoestimulantes (ver Fig. 37, 39, 41 y 43), los macrofagos y las lineas celulares se
diferenciaron principalmente en los valores maximos de las ratios de expresion para cada
citoquina y los tiempos a los que se alcanzaban esos valores méximos, tras la exposicion
a LPS o Levamisol. En cuanto a las respuestas al Poly I:C, los perfiles de expresion
génica fueron mas semejantes entre los diferentes tipos de células. En general, las
mejores respuestas se observaron frente al Poly I:C y los macréfagos presentaron
respuestas mas altas frente al LPS que las lineas celulares.

En cuanto a la expresion de Mx1, esta fue inducida en todos los tipos celulares por
la exposicion al Poly I:C, alcanzandose los valores mas altos a las 24 horas, mientras que
la respuesta fue pequeiia y variable tras la exposicion a los otros inmunoestimulantes.

Para explicar las diferencias observadas respecto a los cultivos de macréfagos, los
resultados obtenidos en las lineas TSS y TPS-2 deben correlacionarse con la variedad de
poblaciones celulares que contienen (macrofagos, células endoteliales y células
fibroblasticas / reticulares), que establecerdn interacciones entre ellas, mediadas por
contactos célula-célula (Roca et al., 2008) y redes de citoquinas (con accion paracrina y
endocrina). En los teledsteos existen muchas lagunas en el conocimiento de las
citoquinas producidas por tipos celulares distintos de los leucocitos y, menos atn, de las
interacciones que se establecen mediante redes de citoquinas y contactos célula-célula.
No obstante, si se considera la variedad de citoquinas y factores de crecimiento
producidos por células endoteliales y células fibroblasticas / reticulares en mamiferos
(ver revisiones por Ibelgaufts, 2009; Oppenheim et al., 2009), se puede hipotetizar
acerca de lo que sucede en nuestros cultivos de células del estroma de pronefros y bazo
de O. mykiss.

En cuanto a la capacidad de los macréfagos de peces teledsteos, a manera de
resumen, ya se ha indicado a lo largo de esta Discusion que estos responden a diversos
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inmunoestimulantes, especialmente a LPS, incrementando la expresion de génica de IL-1
(Engelsma et al., 2001,2003; Zou et al., 2002; Saeij et al., 2003), IL-8 (Lee et al., 2001),
y TNF-al y a2 (Zou et al., 2002; Saeij et al., 2003; Grayfer et al., 2008). Ademas, las
c€lulas de lineas macrofagicas, como RTS-11 de trucha, TO de salmoén Atlantico o
SHK-1 incrementan la expresion de IL-1, IL-11, IL-8 y TNF-a tras la estimulacion con
diversos inmunoestimulantes (LPS., Poly I:C) o citoquinas recombinantes (rIL-8, rCK-6)
(Zou et al., 19990b; Fast et al., 2005; Wang et al., 2005; Montero et al., 2008; Pettersen et
al., 2008).

Respecto a las células endoteliales en peces, se ha descrito la expresion génica de
IL-1 en células sinusoidales de S. salar (Martin-Armas et al., 2008) y de IL-1p3, IL-6, IL-
8, TNF-a y TGF-B1 en células endoteliales cardiacas de dorada (Roca et al., 2008).
Ademads, en este ultimo tipo celular se demostré que la exposicion a TNF-a
recombinante y otros PAMPs (flagelina o DNA de Vibrio anguillarum) incrementaba la
expresion de E-selectinas, lo que se correlacionaba con un incremento de la adhesion de
leucocitos a las células endoteliales in vitro (Roca et al., 2008).

En cuanto a las células fibroblasticas de las lineas TSS y TPS-2, se ha indicado que
este tipo debe corresponderse con células reticulares del estroma del pronefros y del bazo
respectivamente (Carracedo, 2003), que son fenotipicamente semejantes a las de la
médula 6sea de mamiferos (Castillo et al., 1987; Razquin ef al., 1990). En mamiferos
estos tipos celulares (fibroblastos y células del estroma de la médula dsea) son capaces de
producir citoquinas inmunorreguladoras, como IL-1, IL8, IL-11, TNF-a,y TGF-$
(Ibelgaufts, 2009; Oppenheim et al., 2009). En teledsteos no conocemos de la existencia
de estudios detallados sobre la expresion de citoquinas en estos tipos celulares in vivo, y
no se han realizado estudios diferenciales para este tipo celular en lineas celulares como
las aqui descritas, procedentes del estroma de 6rganos hematopoyéticos y que contengan
células de tipo fibroblastico / reticular.

Sobre estas bases, se pueden establecer hipotesis que intenten explicar las
diferencias que hemos observado entre los cultivos de macrofagos y las lineas TSS y
TPS-2 en cuanto a produccién de citoquinas, sobre la base de las redes de citoquinas que
se establezcan en los cultivos expuestos a los inmunoestimulantes. Asi, en respuesta a la
estimulacion directa de las células endoteliales y fibroblasticas / reticulares, o bien
indirectamente por la accion de citoquinas liberadas por los macrofagos activados, por
los PAMPs, las células endoteliales podrian producir factores que modulen la respuesta
de los macréfagos contenidos en estas lineas. Entre esos factores inhibitorios de la
activacion de los macréfagos producidos por los otros tipos celulares se encontrarian
TGF-B y IL-11, como se ha descrito en mamiferos (Werner et al., 2000; Trepicchio ef al.,
1996).
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También, las células endoteliales y las fibroblasticas / reticulares son probablemente
capaces de producir eicosanoides, incluida prostaglandina E2, como indican nuestros
resultados de expresion de COX-2. Las prostaglandinas tienen un claro efecto inhibidor
de las repuestas inflamatorias en los macrofagos, tanto en mamiferos (Betz y Fox, 1991;
Pinge-Filho et al., 1999) como en peces (Rowley et al., 1995) y reduce la expresion de
IL-1, TNF-a y de MHC-II en la linea macrofagica SHK1 de salmon Atlantico (Fast et al.,
2005).

7. Las lineas celulares con poblaciones celulares heterogéneas como
modelos de cribado para la seleccion de inmunoestimulantes.

En esta Tesis hemos utilizado dos lineas celulares obtenidas a partir de subcultivos
de tejido del bazo y del pronefros de trucha arco iris, que estan formadas por varias
poblaciones celulares del estroma hematopoyético y que tienen la capacidad de formar
espontaneamente cultivos histotipicos (Diago, 1996; Diago et al., 1993, 1995; Carracedo,
2003), para estudiar su posible uso como sistemas para la seleccion preliminar de
inmunoestimulantes sobre la base de ensayos in vitro y de expresion génica de factores
pro-inflamatorios.

Hasta el momento, ha predominado el uso de sistemas de ensayos que incluyen
cultivos primarios de leucocitos o de lineas celulares clonadas, o al menos enriquecidas
en un tipo celular, que generalmente forman cultivos en monocapa (bidimensionales),
para realizar estudios in vitro semejantes a los utilizados en este trabajo. Aunque en
principio el uso de estos sistemas representa una ventaja para la manejabilidad y
repetitividad del modelo, esto no es siempre cierto, especialmente cuando se trata de
establecer modelos que se asemejan mas en su comportamiento a la situacion in vivo.

Asi, hoy en dia se reconoce que sistemas mas complejos, que incluyen varios tipos
celulares y cultivos tridimensionales, que pueden dar lugar a modelos histotipicos u
organotipicos, reproducen de manera mas fiel el escenario in vivo y son mejores para
predecir resultados in vivo en estudios toxicologicos y farmacoldgicos o del cancer in
vitro (Griffith y Swartz, 2006; Yamada y Cukierman, 2007). Al igual que sucede en las
lineas celulares que nosotros hemos utilizado, estos modelos permiten que se establezcan
interrelaciones celulares complejas, tanto fisicas como mediadas por microambientes
humorales (redes de citoquinas y otros factores).

En ese sentido y en el contexto de esta Tesis, se ha demostrado que componentes de
la matriz extracelular, tales como el colageno y los derivados de su proteolisis modulan
las respuestas inflamatorias (Pacifici et al., 1991). Esta modulacion afecta a la activacion
de los macrofagos, tanto en mamiferos como en peces (Castillo-Briceno et al., 2009).
Estos autores han demostrado en S. aurata que el colageno nativo prima la explosion

respiratoria, asi como la expresion génica de genes proinflamatorios (como IL-1B y
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COX-2) de macréfagos en cultivo, lo que es un reflejo de los procesos de regulacion que
la matriz celular ejerce sobre las células. Es evidente que en los cultivos primarios de
macrofagos no se da esta interaccion, que si esta presente en los cultivos de las lineas de
estroma hematopoyético TPS-2 y TSS, en las cuales se demostro la presencia de matriz
extracelular, incluyendo fibras estructuralmente semejantes a coldgeno (Carracedo, 2003).

El conjunto de nuestros resultados, en comparacion con los encontrados en cultivos
primarios de macrofagos, demuestran que las lineas TSS y TPS-2, aunque replican
parcialmente las respuestas de los macrofagos, muestran caracteristicas diferenciales que
pueden ser atribuidas a las interacciones que es establecen entre los diversos tipos
celulares que las componen. Nuestros resultados indican que estas interrelaciones en las
lineas TPS-2 y TSS replican, en cierta medida, el conjunto de respuestas
inmunorreguladoras que suceden in vivo tras la exposicion a los inmunoestimulantes.

Por tanto, estas lineas celulares pueden ser mejores modelos para el estudio in vitro
de la accion pro-inflamatoria de los inmunoestimulantes que los cultivos de macrofagos
purificados y podrian servir como un mejor sistema de cribado inicial, con resultados
mas trasladables a las respuestas in vivo, para la busqueda de nuevos inmunoestimulantes
aplicables a la acuicultura comercial.

165






Conclusiones —






1.

Conclusiones

Las lineas celulares TSS y TPS-2, derivadas respectivamente del estroma del
bazo y del pronefros de Oncorynchus mykiss, al igual que los cultivos primarios
de macrofagos, responden a la exposicion a los inmunoestimulantes LPS,
Levamisol y Poly I:C y a actividlad MAF incrementando la fagocitosis y la
produccion de radicales oxidativos, que son algunos de los mecanismos de
defensa innata que se producen in vivo tras la inmunoestimulacioén. Por lo tanto,
para salmoénidos, ambas lineas celulares pueden ser utilizadas como modelos para
la experimentacion in vitro que implique ensayos bioldgicos para esas actividades
de la inmunidad innata.

Dichas lineas celulares estromaticas son capaces de elaborar respuestas de tipo
proinflamatorio tras la exposicion a los inmunoestimulantes LPS, Levamisol y
Poly I:C, como demuestra la activacion de la expresion génica de las enzimas
inducibles COX-2, iNOS y arginasa-2, de las citoquinas IL-1p, TNF-a, IL-8, de
la proteina Mx-1 inducible por interferén y de la cadena  del MHC-II de O.
mykiss. En consecuencia, para salmoénidos, las dos lineas celulares pueden ser
utilizadas como modelos para la experimentacion in vitro que implique ensayos
de expresion de genes inmunorreguladores de las respuestas inflamatorias.

Tanto en los ensayos biologicos como en los de expresion de genes
inmunorreguladores, las respuestas de las lineas celulares estromaticas TSS y
TPS-2 para cada inmunoestimulante difieren cualitativa y cuantitativamente de
las observadas en los cultivos primarios de macréfagos para ese mismo
inmunoestimulante. Este hecho indica la existencia de procesos de modulacion de
las respuestas, que se pueden atribuir a las interacciones entre poblaciones
celulares heterogéneas en las lineas celulares.

El conjunto de los resultados obtenidos en esta Tesis demuestran que las lineas
celulares TSS y TPS-2, que originan cultivos con caracteristicas histotipicas,
pueden ser utilizadas como modelos alternativos a la experimentacion in vivo, asi
como a los cultivos primarios de macrofagos (que requieren el uso continuo de
animales para su obtencion), para realizar ensayos biologicos y de expresion de
genes inmunorreguladores in vitro que estudien el efecto de productos
inmunoestimulantes sobre la activacion de mecanismos de defensa innata y
proinflamatorios en salmoénidos.
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Anexo

Anexo I. Ejemplos de graficas obtenidas para hallar las eficiencias de los
diferentes cebadores utilizados para PCR a tiempo real, y tablas de todas las eficiencias

para las diferentes muestras.
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Mx-1 TSS 4h Cox-2 TSS 4h
Delta Rn vs Cycle Delta Rn vs Cycle
Eficiencia=1,91 | Eficiencia= 1,99
g et
3 / 3
/ / o
Cycle Number Cycle Number
iNOS TSS 4h Arginasa TSS 4h
Delta Rn vs Cycle Delta Rn vs Cycle
T Eficiencia= 1,98
Eficiencias+ 1,99 / pig
Cycle Number Cycle Number
Cebadores TSS 4h TPS-24h | Macrofagos 4h
B-actina 1,98 1,99 2,03
1L-1 1,92 1,99 1,92
IL-8 1,96 1,98 2,01
TNF-1 1,98 2,02 2,05
TNF-2 1,96 1,99 1,89
MHC-II 2 2,07 2,03
Mx-1 1,91 1,92 1,95
Cox-2 1,99 2,01 1,89
INOS 1,99 2.02 1,98
Arginasa 1,98 2,02 2,09

Tabla 19.- Eficiencias obtenidas de todos los cebadores para las muestras
estimuladas durante 4 horas
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Cebadores TSS 24h TPS-2 24h | Macroéfagos 24h
B-actina 2,01 2,02 1,99
IL-1 2,04 1,98 1,98
IL-8 2,02 2 1,98
TNF-1 2,02 2 1,99
TNF-2 1,98 2,04 1,98
MHC-II 2,01 2,05 1,99
Mx-1 1,98 1,97 1,92
Cox-2 2,06 1,96 1,98
iNOS 2.08 2 2,04
Arginasa 2,03 2,07 2

Tabla 20.- Eficiencias obtenidas de todos los cebadores para las
muestras estimuladas durante 24 horas

Anexo
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