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1. INTRODUCCIÓN 

Ante el contexto del cambio climático, la incertidumbre financiera y económica, y la alta 

competencia por los recursos naturales, la acuacultura representa una actividad económica, 

fuente importante de alimentos (FAO, 2014, 2016). En el año de 2014 la acucultura 

representó el 44% de producción pesquera teniendo ganancias que hacienden a US$160.2 

billiones (FAO, 2016). En México el mayor desarrollo de acuacultura tanto en volumen como 

valor se encuentra en el Noroeste del país (CONAPESCA, 2014). En la península de Baja 

California, Baja California Sur y Sonora se tiene el mayor número de proyectos sobre peces 

marinos, algunos en fase experimental y otros con experiencia comercial como el cultivo de 

atún en ranchos marinos, al norte de la ciudad de Ensenada B.C. e Isla Cedros B.  C. S 

(Avilés-Quevedo, 2002; INAPESCA, 2015). 

Actualmente el fomento a la maricultura de especies demersales (huachinango, 

huachinango rojo, lisa, pargo, tiburón, cazón, peto, macarela reina) se ha incrementado, ésto 

debido a su alto valor comercial, su  reproducción y la capacidad de desarrollarse en los 

sistemas de cultivo ya sea en tierra o en jaulas reproductoras (SAGARPA, 2013). Lutjanus 

argentiventris o pargo amarillo como comúnmente es conocido, se encuentra estrechamente 

ligado al fondo rocoso de la plataforma continental, habitando principalmente arrecifes 

rocosos y/o coralinos, manglares, y en algunas ocasiones en zonas arenosas de hasta 60m de 

profundidad (Aburto, 2007; Aburto-Orepeza et al., 2009; TinHan et al., 2014). El cultivo de 

esta especie se encuentra en fase experimental (Guerrero-Tortolero et al., 1999; Muhlia-Melo 

et al., 2003; Piñon et al., 2009; Maldonado-García et al., 2012; Lucano-Ramírez et al., 2014), 

sin embargo, las condiciones de cultivo, provocan en los peces un estado de estrés debilitando 

el estado de salud de los organismos y comprometiendo su sistema inmune ante la infección 

de organismos oportunistas. 

Las buenas prácticas de manejo en los sistemas de producción acuícola son puntos de 

control en el cultivo de peces, sin embargo es necesario contar con medidas de prevención 

que no comprometan la pérdida total de los cultivos ante enfermedades (Faruk et al., 2004; 

Bondad-Reantaso et al., 2005; Alda et al., 2010). En la actualidad se impulsa en sobremanera 

el uso de inmunoestimulantes, moléculas orgánicas o inorgánicos que tienen como objetivo 
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activar o incrementar la respuesta inmune innata o la respuesta específica (adaptativa) 

(Petrunov et al., 2007; Labh y Shakya, 2014). 

Una de las estrategias empleadas en este trabajo refiere al uso de oligodeoxinucleotidos 

Citocina-Guanina (ODN CpG). Los ODN CpG son secuencias sintéticas de DNA que 

asemejan los motivos repetidos CpG en el DNA bacteriano y parásitos, reconocidos por el 

receptor tipo toll 9 (TLR9) (Krieg, 2002; Texeira et al., 2002); estos ODN CpG incrementan 

la diferenciación de células de memoria, modulan la producción de citocinas 

proinflamatorias, incrementan la producción de especies reactivas de oxígeno y no provocan 

daños histológicos asociados a la inmunoestimulación (Krieg et al., 1995, 2002; Klinman, 

2004; Byadgi et al., 2014a); todo esto confiere al huésped protección inmunitaria, 

manteniéndolo en un estado de alerta ante la infección de patógenos (Labh y Shakya, 2014). 

Sin embargo, el efecto de estas secuencias se ha reportado depende de su longitud, el número 

de motivos CpG, posición, espaciado y las bases circundantes de estos motivos, además de 

ser descritos como especie-específico (Yeh et al., 2013). 

Actualmente, no se cuentan con reportes del uso de ODN CpG en pargo amarillo, por lo 

que su estudio representa un aporte al conocimiento científico y como generación en nuevas 

alternativas de inmunoestimulantes en el área de acuacultura, con perspectivas de uso como 

medida profiláctica.  
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2. ANTECEDENTES 

2.1 Impulso de la acuacultura en México. 

De acuerdo al reporte de la FAO (2016) la acuacultura  en el 2014 representó cerca el 

44.1% (73.8 millones de toneladas)  de la producción de organismos marinos para consumo, 

teniendo ganancias de  $160.2 billones US. En México, está actividad está en vías de 

desarrollo, sin embargo, el país se encuentra dentro de los 18 mayores países productores de 

captura de pesca ocupando el número 16  con una producción neta de 1 467 790 toneladas 

(FAO, 2014). El impulso a la acuacultura en el país no solo radica en satisfacer la demanda 

alimenticia, sino también en la generación de empleos y conservación de especies nativas 

(Cámara de Diputados de los Estados Unidos Mexicanos, 2013). 

Las especies empleadas en acuacultura en México generalmente corresponden a 

organismos exóticos y/ó a especies distribuidas a lo largo de la línea continental pero que no 

son endémicas, esta introducción de especies, se teme llegue a desplazar la especies nativas 

provocando un desequilibrio de las cadenas tróficas y por tanto el nicho ecológico de las 

demás especies (Okolodkov et al., 2007; Ibañez et al., 2011; Mendoza-Alfaro et al., 2011).  

Por otra parte, el sesgo en la información recaudada en los avisos de arribo de la pesca 

ribereña, limita la toma de decisiones en el manejo pesquero de peces con escama; ejemplo 

de ello el alto porcentaje de captura de diferentes especies de pargo en el estado de Guerrero 

(44%) o en el noroeste mexicano (50%), sin ningún tipo de norma que regule su extracción 

o conservación (Olivera, 2010; CONAPESCA, 2013; Díaz-Uribe et al., 2013; IUCN, 2015). 

Es por ello que la mira de especies con potencial acuícola está siendo dirigida a 

organismos nativos. Reflejo de este impulso, es la inclusión a la Carta Nacional Acuícola 

(SAGARPA, 2013), de especies de pargo como huachinango del pacífico (Lutjanus peru) y 

al pargo lunajero (Lutjanus gattatus), donde se reporta la etapa completa en la engorda y 

parcial en la reproducción y crianza larvaria para L. peru. Mientras que para  L. gattatus se 

cuenta con la etapa completa para la reproducción, larvicultura y pre-engorda, e incompleta 

para la engorda comercial. El cultivo de estas especies se encuentra en fase experimental en 

diferentes estados como Jalisco, Colima, Michoacán, Guerrero, Oaxaca, Nayarit, Sinaloa y 
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Baja California Sur. Siguiendo con el impulso de especies nativas y con la finalidad de variar 

la dieta del consumidor se proponen nuevas alternativas de especies con potencial acuícola, 

como es el pargo amarillo (Lutjanus argentiventris). 

2.2 Lutjanus argentiventris como modelo de estudio. 

El pargo amarillo como es conocido tradicionalmente, es una especie perteneciente a 

la familia de los Lutjanidos. Se distribuye del sur de California hasta Perú como se puede 

observar en la figura 1. Este pez habita los fondos rocosos asociados a arrecifes o manglares, 

donde se alimenta de moluscos (pulpo), pequeños peces y crustáceos (Aburto et al., 2007; 

Vázquez et al., 2008). En la base de datos Fishbase (http://www.fishbase.org/summary/1408) 

se han reportado organismos 71cm de longitud y 13kg de peso. Estudios realizados por Piñón 

et al. (2009) reporta que el ciclo reproductivo de las hembras de pargo amarillo corresponde 

en el periodo de verano e invierno, con un desarrollo gonadal asincrónico. 

 

Figura 1. Distribución geográfica de Lutjanus argentiventris. Los puntos rojos  denotan los 

sitios de mayor incidencia de la especie (Tomado de: 

http://www.aquamaps.org/receive.php?type_of_map=regular). 

http://www.fishbase.org/summary/1408
http://www.aquamaps.org/receive.php?type_of_map=regular
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En Baja California Sur, en el Centro de Investigaciones Biológicas del Noroeste S.C. 

(CIBNOR) y en el Centro Interdisciplinario de Ciencias Marinas – Instituto Politécnico 

Nacional (CICIMAR-IPN) a partir del año de 1999 inicia con estudios de desarrollo en 

confinamiento de la especie. En los reportos emitidos se informa sobre la adaptabilidad que 

posee el pargo amarillo al confinamiento, la capacidad de desovar espontáneamente, una alta 

tasa de supervivencia superior al 90% y la necesidad de dietas ricas en 55% de proteína cruda 

para un óptimo crecimiento y eficiencia en la utilización del alimento (Guerrero-Tortolero et 

al., 1999; Muhlia-Melo et al., 2003; Silva-Hernández, 2004; Maldonado-García et al., 2012). 

Dadas las características anteriores, además de que en las últimas tres décadas se ha 

disminuido la población y talla de captura de pargo amarillo y no se cuentan con normas que 

regulen la pesca artesanal (Piñón et al., 2009), esta especie resulta un interesante modelo de 

estudio en acuacultura. 

2.3 Panorama de salud de acuacultura 

A pesar de que no existe una tecnología estándar del cultivo de peces marinos en el 

país, durante el desarrollo experimental en confinamiento, diferentes factores químicos, 

físicos o biológicos pueden generar estrés en los peces debilitando su estado de salud y por 

consecuencia volverse susceptibles a enfermedades (SAGARPA, 2013). 

Algunas de estas enfermedades pueden llegarse a traducir a grandes pérdidas 

económicas, las cuales pueden dividirse en dos grupos principales. En primer lugar, las 

debidas a una mortalidad aguda o causada por gérmenes patógenos conocidos, y, en segundo 

lugar, las derivadas de una baja tasa de supervivencia, cuyo origen no termina de identificarse 

(Lafferty et al., 2015). Japón como Bangladesh han reportado pérdidas que hacienden a $1.4 

millones de dólares y el 15% del costo de producción por enfermedades. (Faruk et al., 2004; 

Bondad-Reantaso et al., 2005). Mientras que en Corea del Sur, se ha reportado un porcentaje 

de mortalidad del 5-70% de  Paralichthys olivaceus por Edwarsiella tarda en una producción 

de 28 millones de euros (Rodger, 2005). Así mismo, Shinn et al. (2015) estiman que las 

pérdidas asociadas a enfermedades provocadas por parásitos en el cultivo de peces a nivel 

mundial van desde $107.31 millones a $134.14 millones de dólares. 
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Una revisión realizada por Laffertety et al. (2015) se estima que las pérdidas 

económicas asociadas a enfermedades en salmón y mero pueden llegar al 85% incluso el 

100% de la producción. De estas enfermedades el 34% son provocadas por bacterias, donde 

el 49% corresponden a infecciones en peces. Existen diferentes microorganismos que pueden 

causar enfermedades en peces bajo las condiciones óptimas de desarrollo, entre ellas 

encontramos a especies de los generos Mycobacterium, Streptococcus y Vibrio.  

Las especies de Vibrio, no solo tienen la capacidad de infectar peces, sino también 

son cepas patógenas para el ser humano, el foco de infección se ha asociado a la ingesta de 

pescado crudo, donde estos microorganismos pueden provocar enfermedades como 

gastroenteritis o septicemia hemorrágica (Khouadja et al., 2013; Tang et al., 2014; Lafferty 

et al., 2015; Karunasagar, 2015). Sin embargo, ¿de qué forma los organismos se defienden 

de estos patógenos? 

2.3 Respuesta inmune en teleósteos. 

Al igual que vertebrados superiores los peces han desarrollado un sistema efectivo de 

reconocimiento de patógenos o moléculas externas (antígeno), que activan distintas rutas de 

señalización que desencadenan mecanismos que pueden eliminarlos. Conocida como la 

respuesta inmune, esta se puede dividir en dos tipos: respuesta innnata y adaptativa. Tanto la 

respuesta innata como adaptativa esta  mediada por una serie de factores solubles y de células 

que constituyen la respuesta humoral y celular (Secombes y Wang, 2012).  

2.3.1 Respuesta inmune innata. 

La respuesta inmune innata humoral refiere a formas solubles o como receptores de 

membrana. Estos no solo actúan como la primera línea de defensa frente patógenos, sino 

también juega un papel importante en el desarrollo de la respuesta inmune adaptativa. Entre 

estos factores se encuentran: péptidos antimicrobianos, inhibidores de proteasas, inhibidor 

de crecimiento, enzimas líticas, inmunoglobulinas naturales, entre otros (Kum y Sekkin, 

2011). Por otra parte, la inmunidad celular innata comprende diferentes mecanismos 

defensivos: la inflamación, la fagocitosis y la citotoxicidad no específica, donde participan 
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células que fagocitan (macrófagos/monocitos, neutrófilos, células dendríticas), células 

cebadas, células citotóxicas no específicas y mastocitos (Gomez et al., 2013). 

 La inflamación se caracteriza por el incremento de irrigación sanguínea en el área 

afectada, el aumento en la permeabilidad capilar y la migración de leucocitos al tejido 

dañado. Este proceso puede iniciar rápidamente, al cabo de una hora posterior al desafío, y 

alcanzar su pico máximo después de dos días, lo cual se denomina inflamación aguda. Sin 

embargo si esta persiste puede conducir a la formación de granulomas o encapsulamiento de 

las fuentes antigénicas, denominándose inflamación crónica (Manning, 1998; Secombes, 

1996). El proceso de fagocitosis en peces incluye la etapa de reconocimiento, unión, 

incorporación, destrucción y digestión del antígeno, un proceso conservado entre especies; 

diversos factores estimulan por opsonización el proceso de fagocitosis, entre ellos están las 

lectinas, la proteína C reactiva, el complemento, anticuerpos, etc. (Manning, 1998; 

Secombes, 1996). Además de fagocitar, los macrófagos colaboran de manera directa con los 

linfocitos por medio de la presentación de antígenos y la secreción de citoquinas (Kum y 

Sekkin, 2011; Alejo y Tafalla, 2011).  

Las citoquinas son proteínas de bajo peso molecular, secretadas por macrófagos, 

linfocitos, granulocitos, células dendríticas y células epiteliales; y pueden dividirse en 

interferones (IFN), interluecinas (IL), factor de necrosis tumoral (TNF) y quimiocinas (Savan 

y Sakai, 2006). Generalmente los citoquinas producidas por macrófagos se clasifican como 

pro-inflamatorias ya que participan en el reclutamiento de macrófagos, neutrófilos y 

linfocitos en el tejido infectado, así como la activación de los mismos para la eliminación de 

patógenos; y entre estas podemos encontrar a:  IL-1, IL-6, IL-12, TNF-α y quimiocinas como 

IL-8 y MCP-1 (Proteína Quimiotáctica de Monocitos 1) (Zhu et al., 2013).  

Además de participar como un elemento clave en la degradación de patógenos los 

fagocitos cuentan con una maquinaria oxidativa y reductora denominada, el incremento de 

la explosión respiratoria dependiente de oxígeno (oxygen–dependent respiratory burst), que 

resulta en la formación de especies reactivas de oxígeno (ERO, o ROS por sus siglas en 
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inglés), como el anión superóxido, el peróxido de hidrógeno y el ácido hipoclórico (Grayfer 

et al., 2014).  

La generación de estas especies reactivas son derivadas de la reducción de oxígeno 

(O2) a anión superóxido (O2˙ˉ) catalizada por una multicomponente NADPH oxidasa, la cual 

emplea NADPH como agente reductor. Los componentes de esta enzima se encuentran 

separados entre el citosol y la membrana plasmática de macrófagos y neutrofilos. Cuando las 

células son estimuladas, el complejo del citosol compuestos por p47phox/p67phx/p40phox y 

la GTPasa Rac1/Rac2, se transloca hacia membrana plasmática, formando un nuevo 

complejo unión membrana con las  subunidades de flavocitocromo, gp91phox y p22phox. El 

ensamblaje de este complejo proteico le permite emplear el NADPH presente en el citosol 

reduciendo el oxígeno molecular (Forman y Torres, 2002).  

O2 + NADPH → O2˙ˉ + NADP⁺ + H⁺ 

La mayoría de este O2˙ˉ reacciona rápidamente consigo mismo, al dismutarse produce 

oxígeno y peróxido de hidrógeno (H2O2), las cuales son especies más inestables que pueden 

dañar a la célula. Para mantener la homeostasis celular de las EROs, el organismo cuenta con 

una maquinaria enzimática antioxidante dependiente o no de enzimas, siendo la primera la 

más eficiente. Estas enzimas son superoxido dismutasa (SOD), glutatión peroxidasa (GPX) 

y catalasa (CAT), que juegan un papel muy importan en la generación de especies reactivas 

de oxígeno (Heck et al., 2010). De acuerdo a lo anterior, la peroxidación del ion superoxido 

a H2O2 puede ser acelerada por la enzima SOD con un incremento 104.  

2O2˙ˉ + 2H⁺ ̶ ̶ ̶  SOD →  H2O2  +  O2 

A pesar de que el O2˙ˉ y H2O2 son los principales productos de la explosión 

respiratoria, no son empleados por los fagocitos para eliminar a los patógenos, ya que H2O2 

posee una débil actividad microbicida y O2˙ˉ es completamente inocuo en el citoplasma del 

fagocito (England, 1984). En cambio son empleados como fuente de producción de agentes 

oxidantes microbiocidas más potentes: halógenos oxidados o radicales oxidantes (Iles y 

Forman, 2002). No obstante, para evitar el posible daño a la célula la enzima glutatión 
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peroxidasa (GPX) se encarga de la detoxificación del H2O2 no empleado en la producción de 

estos oxidantes. Además, la enzima catalasa (CAT) también cataliza esta reacción pero su 

afinidad por el H2O2 es menor que la presentada por GPX (Heck et al., 2010; Bhattacharya, 

2015). 

Además de actuar como agentes antimicrobianos, se ha demostrado que las EROs 

afectan diferentes rutas y moléculas de señalización; lo que incluye factores de transcripción, 

tirosina quinasa, tirosina fosfatasa (PTP, por su acrónimo en inglés), la amplia familia de  

serina-treonina quinasas (ERKs o MAPK quinasas activadas por mitógenos), JNKs (quinasa 

N-terminal c-jun), y GTPasas pequeñas, entre otras (Hensley et al., 2000; Bedard y Krause, 

2007). También se ha demostrado que las EROs pueden regular la producción de citoquinas 

en macrófagos a través de mecanismo dependiente de NF-κβ (Kaul y Forman, 1996; 

Sanlioglu et al., 2001; Forman y Torres, 2001). 

2.3.2 Respuesta inmune adaptativa. 

La respuesta inmune adaptativa comprende una red de células, proteínas y genes, 

altamente efectiva y especializada, que trabajan en conjunto para que un organismo tenga la 

capacidad de defenderse de un patógeno e incrementar dicha respuesta ante una reinfección. 

Al igual que la respuesta innata, la respuesta específica o adaptativa, se compone por una 

respuesta celular y humoral. Las células que caracterizan la respuesta específica son los 

linfocitos que pueden clasificarse como células B y T, mientras que la respuesta humoral 

comprende principalmente inmunoglobulinas (anticuerpos), y los productos del complejo 

mayor de histocompatibilidad (MHC, por su acrónimo en inglés) que permiten diferenciar la 

clonación de células B y T (Ellis, 1999; Rauta et al., 2012; Sunyer, 2013). 

Las inmunoglobulinas (Igs) son glicoproteínas del tipo gamma globulina formadas 

típicamente por dos cadenas pesadas (H) y dos cadenas ligeras (L), las cuales proporcionan 

dos sitios de unión idénticos a los antígenos en el domino terminal variable amino (V) de  

ambas cadenas H y L. El extremo carboxilo terminal en la cadena H es un dominio constante 

el cual define los diferentes isotipos (clases) de Igs (Secombes y Wang, 2012). En peces se 

han descrito 5 tipos de inmunoglobulinas, IgM, IgD (equivalente a IgA en mamíferos),  IgT, 

IgZ e IgH que pueden ser expresadas como moléculas de membrana en las células o 
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secretadas en el plasma (Danilova et al., 2005; Savan et al., 2005; Zhang et al., 2011; Zhu et 

al., 2013). Estas Igs tienen como función generar un patrón de reconocimiento de estructuras 

conservadas en agentes externos, que posteriormente son presentados a células de la 

respuesta inmune adaptativa (células B) generando memoria, por la clonación de 

inmunoglobulinas (Zhang et al., 2011; Zhu et al., 2013) 

Las células T poseen ciertas moléculas denominadas CD (cluster differentiation), que 

juegan un papel muy importante en el reconocimiento de células presentadoras de antígenos 

infectadas, los cuales son CD3, TCR (receptor de células T), CD4+ y CD8+ (Salinas, 2015). 

La asociación del TCR con CD4+ o CD8+ permite reconocer los péptidos asociados al 

complejo mayor de histocompatibilidad (MHC I ó II) presente en las células presentadoras 

de antígenos (ACP), activando la función específica de la célula T a través de la vía de 

fosforilzación de tirosina CD3 (Secombes y Wang, 2012; Fischer et al., 2013). TCR/CD8+ 

está encargado de la función afectora de la inmunidad celular, mediante el reconocimiento 

del MHC-I, que presenta péptidos antigénicos de origen intracelular (virus), y que tiene como 

finalidad la destrucción de la célula marcada (T citotóxicas). Mientras que TCR/CD4+, 

reconoce los péptidos (extracelular) asociados al MHC-II y que activa diferentes respuestas 

inmunes (T cooperadores), y que se distinguen por el tipo de interleucinas que producen, así 

como la expresión de factores de transcripción y su función (Castro et al., 2011; Zhu et al., 

2013).  

Se pueden diferenciar 4 tipos de células T cooperadoras (Th); Th1, Th2, Th17 e 

inducible T-reguladora (iTreg). La respuesta Th1 se caracteriza por la producción de IFN, la 

cual es muy importante ante infecciones por virus. Las células Th2 producen IL-4, IL-5, IL-

9, IL-13 y IL-25 para expulsar parásitos extracelulares. La respuesta Th17 se caracteriza por 

la producción de IL-17A, IL-17F, IL-21 e IL-22 que controla bacterias extracelulares y 

hongos. Mientras que la respuesta de iTreg mantiene la tolerancia y regula la homeostasis de 

linfocitos, mediante un proceso de retroalimentación (feedback) positivo sobre IFN para Th1, 

IL-4 en Th2, IL-21 para Th17. Mientras que IL-2 es una interlucina que tiene una actividad 

muy importante al ser responsable de la clonación de células T y participar en la 
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diferenciación y sobrevivencia de células T afectoras y células NK (Castro et al., 2011; 

Secombes y Wang, 2012; Fischer et al., 2013) 

2.4 Inmunidad de las mucosas 

2.4.1 Tejido linfoide asociado intestino (GALT) 

De acuerdo con Secombes y Wang (2012), las células involucradas en la respuesta 

inmune están distribuidas en diferentes órganos y tejidos para que pueden funcionar de una 

forma más eficiente. Estas estructuras se conoce como sistema linfoide el cual puede estar 

encapsulada en órganos o distribuido de forma difusa en el tejido linfoide. Los linfocitos, que 

son una de las principales células que participan en la respuesta inmune, son producidos en 

los órganos linfoides primarios y funcionan en los órganos linfoides secundarios (Boehm et 

al., 2012). En peces marinos, los órganos linfoides primarios son el riñón cefálico y el timo; 

y los secundarios se refieren al bazo y al tejido asociado a mucosas (intestino, branquia, piel, 

órgano olfativo) (Zapata et al., 2006; Salinas, 2015). 

El estudio del tejido asociado a las mucosas, específicamente en intestino (GALT, 

por sus siglas en inglés) ha tenido un alto realce en los últimos años, al ser el principal punto 

de encuentro entre patógenos ó bacterias comensales, y el huésped (Sommer y Bӓckhed, 

2013). Además, en intestino se han descrito un gran número de componentes de la respuesta 

inmune, principalmente células reconocedoras de patrones moleculares asociados a 

patógenos, células presentadoras de antígenos y células productoras de anticuerpos (Hébert 

et al., 2002; Fuglem et al., 2010), donde evidencia científica afirma que en carpa, estas 

células son primeramente generadas en intestino antes que en órganos linfoides primarios, 

como el timo (Huttenhuis et al., 2006). 

El GALT, juega un doble papel en los organismos: la digestión/absorción de 

nutrientes y en mantener la homeostasis inmune, al proteger contra microorganismos 

potencialmente dañinos (Salinas, 2015). Comparado con mamíferos, en peces el GALT está 

organizado de una forma menos compleja, ya que no aparece formando agregados 

estructurados como son las placas de Peyer y la formación de criptas no está completamente 

definida, más bien asemejan invaginaciones del epitelio que se denominan pseudocriptas 
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(Petersen, 2015). De manera general, el tejido intestinal está compuesto por cuatro capas que, 

desde dentro de la luz del tracto digestivo hacia fuera son: mucosa, submucosa, muscular y 

serosa. La capa mucosa está formada por un epitelio con su correspondiente membrana basal 

y bajo ella una capa de tejido conectivo denominada lamina propia. La submucosa está 

constituida por fibras de tejido conectivo, y la muscular se divide a su vez en dos, la muscular 

interna (fibras musculares dispuestas longitudinalmente) y la externa (fibras musculares 

dispuestas de forma circular). Por último, la serosa está compuesta por fibras de tejido 

conectivo laxo y un epitelio plano simple. Las células linfoides encontradas en el intestino 

de peces se localizan tanto en el epitelio (y se denominan leucocitos intraepiteliales, IELs por 

sus siglas en inglés) como en la lámina propia (denominándose leucocitos de la lámina propia 

o LPLs) (Rombout  et al., 1993, 2011).  

Al igual que en vertebrados superiores el intestino de peces produce constantemente 

glicoproteínas denominadas mucinas que recubre la lamina propia proporcionando el espacio 

para llevar a cabo el intercambio molecular entre componentes exógenos y los mecanismos 

de reconocimientos del huésped (Inami et al., 2009; Cao y Wang, 2009; Gomez et al., 2013). 

El mucus es producido por células especializadas denominas Goblets, que se encuentran en 

gran proporción recubriendo el ápice de las vellosidades. Podemos identificar diferentes tipos 

de mucinas de acuerdo a su estructura química y al tipo de técnica histoquímica que se esté 

usando (Sarasquete et al., 2001; Neuhaus et al., 2007; Cao y Wang, 2009; Leknes, 2011). 

El método PAS tiene muchas aplicaciones, particularmente en la demostración de 

distintos hidratos de carbono, tanto solos o combinados con otras moléculas como proteínas, 

que se tiñen de rojo o rosa; y esta coloración se logra mediante la ruptura de los enlaces 

carbono-carbono de los 1,2- glicoles con un oxidante, el ácido periódico, generando 

dialdhéidos, que después reaccionan con el reactivo incoloro de Schiff (fucsina-ácido 

sulforoso). El azul alciano interactúa principalmente con estructuras carboxiladas y 

sulfatadas mediante un enlace iónico para la tinción de mucinas y esta técnica se puede 

combinar con la reacción de PAS para diferenciar entre las mucinas epiteliales ácidas (azules)  

y neutras (fucsia) (Qintarelli et al., 1964; Lowe y Anderson, 2015).  
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Se conoce poco sobre la función de mucinas en peces, pero se menciona que las 

mucinas acidas participan protegiendo contra la translocación de bacterias y las mucinas 

neutras participan en procesos de digestión y absorción (Deplancke y Gaskins, 2001; Kim y 

Ho, 2010). Además, Kim y Ho (2010), mencionan que la producción de esta red de 

mucopolisacáridos puede ser regulada por dos principales factores. El primero de ellos refiere 

a la activación de rutas de señalización por factores de transcripción que pueden interactuar 

con promotores en la transcripción; mientras que el segundo incluye factores bioactivos, 

como microorganismos, productos de microorganismos, toxinas, hormonas/neuropéptidos, 

entre otros. 

2.5 Receptores de Reconocimiento de Patrones 

Un paso importante para dar inicio a los mecanismos de la defensa inmune, es el 

reconocimiento de material dañino que posteriormente activa una señalización en cascada. 

Los Receptores de Reconocimiento de Patrones (PRR por su nombre en inglés) son los 

activadores claves. Los PRR son expresados por células del sistema inmune, incluyendo 

monocitos, macrófagos y neutrófilos, células dendríticas (DCs) (células linfoides). En peces 

existen diferentes órganos especializados de la respuesta inmune en los cuales se sintetizan 

y distribuyen células (Rebl et al., 2009; Palti, 2011; Gómez y Balcázar, 2008; Rombout et 

al., 2011).  

Existen por lo menos 3 grandes grupos de PRRs: gen Receptor Tipo Inducible Ácido 

Retinoico I (RIG-I) (RLRs); Dominio de Oligomerización de Unión a Nucleótidos 

(receptores tipo NOD/NLR); Receptores Tipo Ausente Melanoma  (ALRS); y Receptores 

Tipo Toll (TLR, por sus siglas en inglés). Los receptores RIG-I son capaces de discriminar 

entre ARN del huésped del ARN derivado de virus, incrementando posteriormente la 

producción de interferón. Este reconocimiento se basa en la estructura química del extremo 

5’ del ARN: el ARNm del huésped posee la capucha de 7-metilguanosina mientras que el 

ARN de virus no. 

Existen diferentes tipos de NODs, conservados entre especies: los NOD1 -2, se 

encargan de diferenciar patógenos por el reconocimiento de componentes de la pared celular, 
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principalmente ácido diaminopimélico (DAP, bacterias gram negativas) y muramil dipéptido 

(MDP, bacterias gram positivas y negativas), mediante la interacción de repeticiones ricas en 

leucinas en el extremo C-terminal. Estos pueden trabajar en conjunto con los TLR regulando 

la inflamación y la respuesta apoptótica. Pero los NOD tienen como resultado final la 

formación de un complejo proteico denominado inflamosoma, mientras que los TLR activan 

la producción de citoquinas, como interleucinas e interferón, que son críticos en la activación 

de la respuesta inmune (Fukata et al., 2009; Hansen et al., 2011). 

2.5.1 Receptores Tipo Toll (TLR) 

Los Receptores Tipo Toll (TLR) son glicoproteínas transmembranal tipo 1 que 

comparten un dominio en el citoplasma llamado TIR (Receptor Toll/Interlucina 1 [IL-1]) y 

contiene en sus dominios N-terminales extracelulares (compuestos de 550 a 980 

aminoácidos) una secuencia Repetida Rica en Leucinas (LRRs). Ésta secuencia LRRs 

confiere la especificidad por los PAMPs, componentes estructurales de virus, hongos, 

parásitos o bacterias. Los TLRs se pueden expresar en la superficie celular, en los endosomas 

o en el citosol de células huésped. Estos se diferencian entre sí por números, por ejemplo el 

TLR4 en mamíferos reconoce lipopolisacárido (LPS), TLR3 reconoce ARN de doble cadena, 

y el TLR9 motivos Citocina-Guanina presentes en el DNA (Pietretti y Wiegertjes, 2014). En 

mamíferos se han descrito un total de 21 receptores de membrana que reconocen de forma 

particular moléculas exógenas o propias. 

2.5.2 Activación y señalización mediada por TLRs 

Una vez que los TLR han reconocido el PAMP específico activan la cascada de 

señalización ya sea específica o compartida. Ésta, mediante la proliferación de factores de 

transcripción, modulan la expresión de citocinas proinflamatorias o proteínas de la fase aguda 

que son componentes de la respuesta humoral y que activaran la respuesta celular y 

proseguirán a la destrucción del agente patógeno. Hay dos vías de señalización asociadas con 

los TLRs: la vía de señalización dependiente de la proteína 88 Primaria de Diferenciación 

Mieloide (MyD88) o la independiente de MyD88 o llamada por algunos autores como 

dependiente del Dominio TRIF (TIR - que contiene proteína adaptadora inductora de IFN 

(Interferon) descrita en mamíferos. La vía MyD88-independiente involucra el adaptador 
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TRIF que contiene al adaptador del dominio TIR, la relación MyD88-TRIF activa TRAF6 

[Factor 6 asociado al receptor TNF (Factor de Necrosis Tumoral)] y así promueve la 

producción del factor de transcripción NFκB (Factor Nuclear potenciador de las cadenas 

ligeras kappa de las células B activadas). TRIF también activa IRF-3, que induce la 

transcripción de IFN-β. La señalización a través de TLR-3 (reconoce ARN de doble cadena) 

siempre produce IFN, una proteína específicamente dirigida contra virus, ya que TLR3 es 

vía dependiente de TRIF. En mamíferos los TLRs a excepción del TLR3 como ya 

mencionado, siguen la cascada de señalización dependiente de MyD88. En esta ruta el 

dominio TIR de los TLR interactúan con MyD88 activando al factor de transcripción NF-κβ 

por la destrucción del inhibidor de NF-κβ (Iκβ) a través de la fosforilación de proteínas Iκβ 

quinasas (IKK) las cuales son quinasas de la familia IRAK (Asociada al receptor de IL-1), 

activadas por la interacción de IRAK con TRAF6 que es activado por la interacción de 

MyD88-TLR, dejando NF-κβ libre para entrar al núcleo y aumentar la transcripción de genes 

que codifican para citocinas proinflamatorias como: IL-6, IL-8, IL-1, TNF-α, IL-2, IL-12  

(Yi et al., 2003). Por otra parte, el MyD88 unido a los receptores TLR7 o TLR9 pueden 

asociarse al IRF7 (Factor de Transcripción 7) a través de la señalización de quinasas MAP 

(quinasas activadas por mitógenos (estimulador de la división celular)) induciendo la 

producción de inteferon (IFN) tipo I, como se puede obaervar en la figura 2. En peces se han 

caracterizado alrededor de 20 tipos de TLR que conservan homología con los expresados en 

mamíferos: TLR1, 2, 3, 4, 5M, 5S, 7, 8, 9, 13, 14, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, y 26. Sin 

embargo, los estudios de caracterización molecular de vías de señalización solo han descritos 

la interacción del TLR con la molécula adaptador (Kawai y Akira, 2007; Takano et al., 2011; 

Rauta et al., 2014; Zhang et al., 2014). 

Específicamente el Receptor Tipo Toll 9 reconoce motivos no metilados de Citocina-

Guanina en el ADN. Estos motivos se encuentran presentes 20 veces más en el ADN 

bacteriano en comparación con el ADN de vertebrados donde están metilados. La metilación 

en el ADN participa en la regulación transcripcional, bloqueando el reconocimiento de 

secuencias por las ARN polimerasas, y estas secuencias no tienen influencia sobre la 

respuesta inmune (Krieg et al., 2002). 
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Dado lo anterior los vertebrados pueden diferenciar entre el ADN propio y el exógeno 

vía TLR9, siendo este un punto de control en el reconocimiento de patógenos. La función del 

Receptor Tipo Toll 9 en mamíferos se encuentra bien descrita, sin embargo su función 

detallada en vertebrados inferiores aún es desconocida. El TLR9 se ha caracterizado en 

diferentes especies de teleósteos, así como el perfil de expresión de proteínas resultante de la 

cascada de señalización. En estudios realizados por Takano et al. (2007), Skjaeveland et al. 

(2008), Yu et al. (2009), Kongchum et al. (2011), Byaggi et al. (2014b) los TLR9 conservan 

su dominio TIR, así como la secuencia repetida rica en leucina (LRR). Sin embargo, difieren 

en número y distribución espacial, reportando de 13 hasta 21 LRR; de igual forma se reporta 

que se conservan los aminoácidos de ácido aspártico y tirosina, que suponen mantiene el 

reconocimiento con los motivos. Lo cual puede deberse a la diferencia en la presión de la 

evolución de cada especie de pez. 

 

Figura 2. Vía de señalización de TLRs; tomado y adaptado de Fan et al., 2015. 
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2.6 Oligoxinucleotidos CpG y su uso como inmunoestinulantes en peces. 

Dado el potencial y especificidad demostrada por el TLR9 sobre los motivos CpG de 

DNA, estos motivos fueron reproducidos sintéticamente por Krieg et al. (1995). Estos 

consisten en secuencias de DNA sintético que contiene uno o más motivos repetidos de 

Citosina (C), seguido de un desoxinucleótido trifosfato de Guanina (G) denominados CpG 

olideoxinucleotidos (ODN CpG). Existen diferentes tipos de ODN CpG, los cuales se 

clasifican en la clase A, clase B y clase C, que difieren entre sí por el número de motivos 

presentes en la secuencia y el tipo de enlace que une a los nucleótidos, ya sea un enlace 

fosfodiéster o un enlace fosforotioato (grupo oxígeno se sustituye por un grupo sulfuro). 

Específicamente los CpG-ODN de la clase B contienen más de dos motivos CpG unidos por 

enlace fosforotioato, la modificación de este enlace le confiere una mayor resistencia a la 

degradación por endo-exonucleasas y RNasas, así como incrementar el potencial de atravesar 

la bicapa lipídica (Krieg  et al., 1995, 2002). La evaluación in vitro de estos ODN CpG ha 

demostrado que favorecen la diferenciación de células de memoria y la producción de 

anticuerpos y por consecuencia la síntesis de citocinas proinflamatorias; así mismo 

incrementan (aunque en menor medida comparado con los ODN CpG de la clase A) la 

producción de interferon e IL-2, IL-12 por células dendríticas, la activación de células T, 

células asesinas naturales (células NK), monocitos y neutrófilos, en animales (pollo, ratón, 

oveja, cerdo, perro, gato) (Mutwiri et al., 2003). En estos estudios se resalta la alta 

especificidad del TLR9 por los ODN CpG tipo B. Sin embargo, esta especificidad no recae 

sobre un ODN particular, ya que las LRR se distribuyen de diferente manera tanto en número 

como en localización dentro de la secuencia. También se ha corroborado que el efecto 

inmunoestimulante es dosis dependiente, y que ante una inmunoestimulación excesiva se 

puede provocar el síndrome de respuesta inflamatoria sistémica afectando al organismo 

(Krieg, 1995). Sin embargo la alta especificidad del TLR9 por el ODN CpG, despierta una 

ruta específica de señalización y por tanto una diferenciación celular dirigida. En trabajos 

realizados por Krieg et al. (1998) demuestran que la efectividad sobre la producción de 

citocinas proinflamatorias se mantienen posterior a los 8 días de exposición. Dadas estas 

características se les ha dado un gran uso en terapia génica, ante la respuesta alérgica, para la 
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inmunidad protectiva y como adyuvantes para mejorar la respuesta en vacunas (Klinman, 

2004; Bhatia et al., 2014). 

En peces el uso de los ODN CpG tipo B, se han probado tanto in vitro como in vivo. 

En linfocitos de Sparus aurata, empleando los ODN CpG tipo B 1668, 1826, 2006, 1670 y 

el ODN CpG D (10-20μM), hubo una sobre-expresión de los genes: IL-1β, TNFα, COX-2; 

TLR9, TLR5, Hep, MHCIIa, IRF-1, Mx, IgM, NCCRP-1 y CSF-1R (Cuesta et al., 2008). En 

ensayos más recientes in vivo con Catla catla se observó que el TLR9 era expresado 

diferencialmente en riñon y bazo a las  2h, 4h, 6h, 8h, 12h and 24h  después de haber sido 

inducidos con ODN CpG (B y C; 30μM) (Uma et al., 2012); mientras que en ensayos in vivo 

con Rachycentron canadum, los CpG ODN 1668, 2006, 2305, 2137 (10μM) sobre-

expresaron los genes TLR9, IL-1β, qumiocina CC e IgM en bazo (Byadi et al., 2014a). Sin 

embargo, existen pocos reportes del efecto de ODN CpG sobre el tejido linfoide asociado al 

intestino. Recientemente, Byadi et al. (2014b) reportan que posterior a los 6 y 10 días de la 

exposición vía intraperitoneal de los ODN CpG 2137, 2395 y 1668, no se observaron signos 

de daño, edema, o inflamación en el tejido intestinal comparado con el control. Además, 

evaluaciones in vitro han demostrado que las secuencias de ODN CpG tipo B tienen la 

capacidad de modular la actividad de la explosión respiratoria y la producción de enzimas 

antioxidantes, donde se ha vinculado la participación de las EROs como segundos 

mensajeros en la estimulación de interlucinas y TNFα, esto observado en trabajos reportado 

por Aramaki et al. (2002) concluyen que en macrófagos de ratón, la producción de especies 

reactivas de oxígeno generadas por NADPH oxidasa por efecto de la estimulación con ODN 

CpG puede contribuir a la activación del factor de transcripción NF-kB y por tanto 

incrementar la producción de IL-2. Así mismo en hepatocitos murinos expuestos a ODN CpG 

se observó un incremento en la expresión de TLR-9 y peróxidos intracelulares, y 

posteriormente la inducción de la expresión de ARNm de la enzima antioxidante, Mn-SOD 

(Sánchez-Campillo et al., 2004). De igual manera se ha evaluado un número representativo 

de estas secuencias como posibles adyudantes en la administración de vacunas, demostrando 

una alta estabilidad e inmunogenicidad (Oxenius et al., 1999; Verthelyi et al., 2002; Bode et 

al., 2011; Dar et al., 2014).  
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El uso específico del oligodeoxinucleotido 1668 

(5’TCCATGACGTTCCTGATGCT’3) ha conferido protección ante bacterias, parasitos, 

virus en especies de peces como Salmo salar y Paralichthys olivaceus (Lee et al., 2003; Lee 

y Kim, 2009; Bridle et al., 2003; Jorgensen et al., 2001) mediante la liberación de enzimas 

hidrolíticas o el incremento de explosión respiratoria. Por otra parte, en estudios in vitro han 

corroborado la capacidad diferentes ODN CpG tipo B (1826-

5’TCCATGACGTTCCTGACGTT’3, 2006-5’TCGTCGTTTTGTCGTTTTGTCGTT’3, 

1670-5’ACCGATAACGTTGCCGGTGACG’3, D-

5’ACCGATAACGTTGCCAACGTTGGT’3; 10μM) para estimular la producción de 

especies reactivas. Meng et al. (2003) en macrófagos de riñón cefálico de Ctenopharyngodon 

idellus estimulados con CPG ODN se incrementó significativamente la producción de anión 

superóxido y peróxido de hidrógeno. Esta estimulación por oligodeoxinucleotidos se ha 

observado también en leucocitos de riñón cefálico de Cyprinus carpio, Sparus aurata y 

Scophthalmus maximus (Tassakka y Sakai, 2002; Cuesta et al., 2008; Liu et al., 2010). 

Además se ha registrado un incremento significativo en la actividad de explosión respiratoria 

tanto in vitro  como in vivo en P. olivaceus confiriendo protección ante la infección con 

Edwarsiella tarda (Lee et al., 2003); e incrementando la actividad fagocítica y la proliferacón 

de linfocitos en Cyprinus carpio  (Tassakka y Sakai, 2003). Este incremento en la explosión 

respiratoria ha sido vinculado por la activación del receptor TLR9, en peces este ha sido 

caracterizado molecularmente, observando entre estos un número y arreglo espacial diferente 

en las RRLs, proponiendo esta característica como la responsable la especificidad por los 

diferentes ODN CpG (Kawai y Akira, 2007; Rauta et al., 2014; Zhang et al., 2014). Sin 

embargo, los perfiles de expresión del TLR9 en las células del sistema inmune innato de 

peces y su contribución a la activación de vías de señalización río abajo son, aún 

desconocidas.  

Kongchum et al. (2011) caracterizó molecularmente las proteínas MyD88 y TRAF6, 

que forman parte de la cascada de señalización de los TLR. En ese estudio se analizó el nivel 

de expresión transcritos tanto para TLR9, MyD88 y TRAF6 para determinar su 

funcionalidad. Se observó que el TLR9 conserva sus dominios funcionales sugiriendo una 
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función similar con otros vertebrados, y que su organización genómica es similar que en el 

pez zebra pero diferente en otros teleósteos conocidos. En este trabajo también se observó 

que la presencia de los dominios peptídicos altamente conservados entre carpa, pez zebra y 

humano de MyD88 sugieren que funciona como una proteína adaptadora. Sin embargo, 

TRAF6 se encuentra duplicado en carpa, pero la predicción de aminoácidos indica que 

codifican para proteínas funcionales y en el pez zebra se demostró que TRAF6 está 

involucrado en la regulación de la vía de señalización para NFkB (Phelan et al., 2005). Por 

tanto se sugiere que al igual que en otros vertebrados, las características estructurales y 

funcionales de estos genes de respuesta inmune en la carpa común se conservan y se 

asemejan. 

Sin embargo, para pargo amarillo solo existe un solo trabajo reportado por Reyes-

Becerril et al. (2014) sobre respuesta inmune en el uso de hierro como inmunoestimulante. 

Por tanto dadas las propiedades que presentan los ODN CpG tipos B en la modulación del 

sistema inmune sin provocar daños aparentes en el tejido linfoide asociado al intestino, 

además la falta de conocimiento científico acerca de la modulación de TLR9 por ODN CpG 

en peces y la motivación en la búsqueda de nuevas alternativas profilácticas en el área de 

acuacultura, el uso de ODN CpG como inmunoestimulantes en pargo amarillo resulta 

prometedor. 
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4. JUSTIFICACIÓN 

Los cultivos de peces en acuicultura están amenazados por muchos patógenos, a 

menudo con consecuencias graves. En la actualidad se buscan medidas profilácticas que 

disminuyan las muertes asociados a estos cultivos. Actualmente el uso de 

inmunoestimulantes ha demostrado ser una de las estrategias más eficaces al mejorar la 

inmunidad del hospedero. Se ha demostrado que la administración de ODN CpG tipo B 

(agonistas del TLR9) como inmunoestimulantes en diferentes especies de teleósteos tiene la 

capacidad de modular la respuesta inmune innata y adaptativa, sin embargo su efectividad 

está asociada a la longitud del ODN CpG, el número de motivos CpG y las bases circundantes 

de estos motivos. El presente trabajo aportara conocimiento básico para comprender la 

modulación de la respuesta inmune de Lutjanus argentiventris en reconocimiento de patrones 

moleculares mediado por el receptor Tipo Toll 9 que reconoce los motivos CpG no metilado 

del DNA que se ha demostrado modula la producción de citocinas proinflamatorias y 

estimula el vínculo de la respuesta inmune específica. 
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5. PREGUNTA CIENTÍFICA 

¿Los ODN CpG tipo B modularán la respuesta inmune de Lutjanus argentiventris¸ 

activando una respuesta mediada por la cascada de señalización del Receptor Tipo Toll-9 

dependiente de MyD88, sin ocasionar daño histológico debido a la estimulación, además de 

provocar un aumento en la producción de mucus intestinal? 

6. HIPOTESIS 

El uso de ODN CpG en diferentes mamíferos y algunos peces ha demostrado poseer 

un efecto en la producción de citoquinas mediada por la cascada de señalización del receptor 

Tipo toll 9, sin provocar daños histopatológicos. Así mismo, se menciona que la presencia 

de interlucinas puede modular la producción de mucus en intestino. Sí el efecto 

inmunoestimulante de los ODN CpG está asociado a longitud, el número de motivos CpG y 

las bases circundantes de estos motivos, entonces, al menos una de las configuraciones de 

ODN CpG tipo B provocará una modulación de la respuesta inmune vía cascada de 

señalización del Receptor Tipo Toll-9, incrementando la producción de mucus en el tejido 

intestinal debido a la producción de interlucinas por efecto de ODN CpG tipo B en  Lutjanus 

argentiventris. 

7. OBJETIVOS 

7.1 Objetivo general  

Evaluar el efecto de oligodeoxinucleotidos CpG (ODN CpGs), sobre la respuesta inmune y 

la morfología intestinal de pargo amarillo (Lutjanus argentiventris) 

7.2 Objetivos particulares 

1. Cuantificar la actividad enzimática antioxidante (AOX) en L. argentiventris posterior 

a la exposición vía intraperitoneal con ODN CpGs tipo B. 

2. Identificar cambios morfológicos en intestino de L. argentiventris posterior a la 

exposición vía intraperitoneal con ODN CpGs tipo B. 

3. Cuantificar los transcritos de genes relacionados con el efecto inmunoestimulante de 

secuencias ODN CpG. 
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6. MATERIAL Y MÉTODOS 

6.1 Bioensayo con peces juveniles 

6.1.1 Lutjanus argentiventris. 

 Se emplearon juveniles de pargo amarillo (15 ± 5g) producto de un desove de pie de 

cría en Centro de Investigaciones Biológicas del Noroeste S.C. (CIBNOR). Estos organismos 

fueron reubicados de los supralitorales del centro, al Laboratorio de Aclimatación y 

Mantenimiento de Organismos Acuáticos, Unidad de Laboratorios de Servicios y Apoyo, 

CIBNOR S.C. Antes de ingresar al laboratorio de aclimatación los organismos fueron 

sumergidos en agua dulce con tiosulfato de sodio (3.6 mg/L / mg/L cloro) para eliminar 

posibles parásitos externos, posteriormente fueron transportados en cubetas (3 

organismos/cubeta). En el laboratorio, los organismos se dividieron equitativamente en 2 

tanques de 3000 L, con agua de mar filtrada (flujo continuo), a una temperatura de 26 ± 

1.94°C, con flujo de oxígeno y salinidad controlada (40 ups),donde fueron aclimatados 

durante 42 días y alimentados dos veces al día con pienso comercial ad libitum.  

6.1.2 Diseño experimental y muestreo. 

Para llevar a cabo el estudio de inmunoestimulación en L. argentiventris, el diseño 

experimental consistió en la distribución aleatoria de 96 peces en 24 contenedores con 

capacidad máxima de 100 L (4 peces por tarja) como se muestra en la figura 3. Se 

mantuvieron las mismas condiciones fisicoquímicas descritas en la sección 6.1.1; sin 

embargo al ser un sistema cerrado, se realizó el recambio de agua y limpieza diaria por 

sifoneo de los contenedores. 

 

Figura 3. Diseño experimental de bloques. 
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Los tratamientos empleados en este experimento se muestran en la Tabla I. Se 

eligieron 5 ODN CpG tipo B (1668, 1826, D, 1670, 2006) los cuales presentan distinto 

número de islas CpG, así como diferentes bases adyacentes al motivo CpG y longitud (Meng 

et al., 2003; Carrigton et al., 2004; Cuesta et al., 2008). Los oligonucleótidos se 

resuspendieron en Buffer Fosfato Salino (PBS, 10mM, pH 7.0); administrando una 

concentración final de 3μg/pez de cada uno de los ODN CpG. Así mismo, se empleó un 

tratamiento que incluía Vibrio parahaemolyticus, una bacteria gram negativa que contiene 

distintos patrones moleculares asociados a patógenos (PAMP´s) que pueden activar la 

respuesta inmune (control positivo). Este microorganismo pertenece a la colección de cepas 

del laboratorio de Patógenesis Microbiana, CIBNOR S.C., la cual fue reactivada en juveniles 

de L. argentiventris de acuerdo a los postulados de Koch; para obtener el inóculo empleado 

como tratamiento, la bacteria se inoculó en medio Tiosulfato Citrato Bilis Sacarosa (TCBS) 

selectivo para el crecimiento de vibrios adicionado con 2% de NaCl, que se incubo durante 

24h a 37°C. Posteriormente, se ajustó la absorbancia proporcional para obtener una 

concentración de 1x108cel/mL, como diluyente se empleó PBS (10mM, pH 7.0). De igual 

manera se estableció un grupo al cual se administró solo PBS (10mM, pH 7.0) para descartar 

que la inmunoestimulación observada, fuese provocada por el estrés derivado de la 

manipulación de los organismos (control negativo). 

Tabla I. Tratamientos empleados en el bioensayo con peces juveniles. Las letra en cursiva y 

negrita, representan las islas de Citosina-Guanina. El nombre de los ODN CpG se muestra 

con 4 números o letras mayúsculas. 

 
Nombre| Dosis Secuencia  (5’-3’) Motivo CpG Long 

1668 10μg/mL TCCATGACGTTCCTGATGCT 1 20 

1826 10μg/mL TCCATGACGTTCCTGACGTT 2 20 

D 10μg/mL ACCGATAACGTTGCCAACGTTGGT 3 24 

1670 10μg/mL ACCGATAACGTTGCCGGTGACG 4 22 

2006 10μg/mL TCGTCGTTTTGTCGTTTTGTCGTT 4 24 

V. parahaemolyticus 1x10⁸cel/mL ---- --- --- 

PBS  (C-) 300μL ---- --- --- 
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Antes de realizar la administración de los tratamientos, los peces se dejaron en 

inanición 24 h y se inyectó vía intraperitoneal una dosis de 300 μL/pez. Posterior al 1, 3, 7 y 

10 día de la administración, fueron eutanasiados aleatoriamente un total de 3 peces de cada 

tratamiento por muestreo, se realizó la disección de los organismos sobre una mesa 

desinfectada con etanol, con material de disección previamente esterilizado. Se obtuvieron 

muestras de bazo, intestino e hígado. Las muestras de bazo e intestino fueron colocadas en 

TRizol® Reagent (15596026, Invitrogen), y se almacenaron a -80°C hasta su uso en análisis 

de expresión de genes. También se tomó una sección del intestino delgado que se colocó en 

solución Davidson para su posterior tratamiento en el análisis de la morfología intestinal, 

mientras que la sección de hígado se almacenó a -20°C en PBS (10mM, pH 7.0) para realizar 

determinar la actividad de enzimas enzimas antioxidantes. 

6.3. Cuantificación de la actividad de enzimas antioxidantes. 

6.3.1. Obtención de muestra. 

Las muestras de hígado se homogenizaron con Polytron (VWR, PT2100) en PBS 

(10mM, pH 7.0), posteriormente se centrifugo a 10,000 RPM a 4°C; el sobrenadante se 

colocó en un nuevo tubo el cual se usó en análisis siguientes. Se determinó el contenido de 

proteína soluble de acuerdo al método descrito por Bradford (1976) para realizar los cálculos 

pertinentes de actividad enzimática. 

6.3.2. Actividad de la enzima superóxido dismutasa. 

La actividad de superóxido dismutasa (SOD) se determinó empleando el SOD 

determination kit (SIGMA, 19160) de acuerdo con Peskin et al. (2000); 20μL del 

homogenizado isoproteico se colocó en microplaca de 96 pocillos (260860, Thermo 

Scientific™ Nunc™ MicroWell™), se agregó 200 μL de la solución de trabajo (WST) y 

20μL de solución de trabajo enzimática. Se incubó 20 min - 37°C y posteriormente la placa 

leyó a 450 nm en espectrofotómetro Bio-Rad (3550-UV). La actividad de SOD se representa 

de forma lineal por el porcentaje de inhibición de O2 producido por la enzima xantina oxidasa 

al reducir en presencia de un anión superóxido la sal tretazolio de Dojindo, que produce un 

colorante formazan soluble en agua detectable a 450nm y se calcula de acuerdo con la 

ecuación (1). 
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𝐴𝑐𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑑𝑒 𝑆𝑂𝐷 (% 𝑖𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑐𝑖ó𝑛) =
{[(𝐴𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜1−𝐴𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜3)−𝐴𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎−𝐴𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜2)]

𝐴𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜1−𝐴𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜3)}
∗ 100    (1) 

Donde el Ablanco1 no contiene muestra, Ablanco2 no contiene la solución de trabajo 

enzimática y Ablanco3 solo contiene la solución de trabajo (WST), el buffer empleado para 

diluir la muestra y agua. Posteriormente se realizaron los cálculos pertinentes para expresar 

los resultados en Unidades por miligramo de proteína (U/mg) empleando una curva patrón 

con superóxido dismutasa de eritrocitos bovino (S2515 SIGMA). 

6.3.3. Actividad de la enzima catalasa. 

La actividad de catalasa (CAT) se calculó de acuerdo a las metodologías descritas por 

Johansson y Borg (1988) y Park et al. (2011). La actividad de CAT en este método se basa 

en la reacción de la enzima con metanol en presencia  de una concentración óptima de H2O2. 

El formaldehido producido es medido colorimétricamente con el cromógeno 4-amino-3-

hydrazino-5-mercapto-1, 2,4-triazol (Purpald). El Purpald forma específicamente un 

heterociclo bicíclico con aldehídos, que en los cambios de oxidación va de incoloro a un 

color púrpura, que puede ser medido a 540nm. Para ello 20μL del homogenizado isoproteico 

se colocó en microplacas de 96 pocillos (260860, Thermo Scientific™ Nunc™ 

MicroWell™), se agregó 100μL PBSS (100mM, pH 7.0), 30μL de metanol (absoluto) y para 

dar inició a la reacción se añadió 20μL de H2O2 (42mM), y se incubó durante 20 min a 

temperatura ambiente. Después se agregaron 30μL de hidróxido de potasio (KOH, 10mM) 

para detener la reacción y posteriormente 30μL del Purplad (46mM en 0.5M HCl), se incubó 

10 min a temperatura ambiente, para detener la reacción se adicionó 10μL de peridoato de 

potasio (KIO4 192mM en 0.5M KOH), se incubó por 5 min a temperatura ambiente y se leyó 

a una absorbancia de 540nm en lector de microplacas (5250040, Thermo Scientific Varioskan 

Flash), la actividad se determinó de acuerdo a la curva patrón (U/ml vs absorbancia) 

construida empleando catalasa de hígado bovino (C9322, SIGMA), expresando los 

resultados en unidades por miligramo de proteína (U/mg). 

6.4. Análisis morfológico del tejido intestinal. 

Los fragmentos de intestinos fijados en solución Davidson, fueron procesados en 

Laboratorio de Histología e Histoquímica del Centro de Investigaciones Biológicas del 
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Noroeste (CIBNOR), La Paz, B.C.S, donde se colocaron en alcohol 70%, posterior se llevó 

a cabo la deshidratación gradual en alcohol e inclusión en parafina de las muestras. Las 

secciones obtenidas fueron de 4-5 μm de ancho (Microtomo Leica, RM 2025); se realizó 

tinción diferencial con hematoxilina y eosina para conocer estructura celular, así como la 

tinción con azul alcián y ácido periódico de Schiff para determinar la producción de 

mucopolisacáridos. Tres laminillas por pez fueron examinadas en microscopio óptico 

(Olympus Bx41) en el Laboratorio de Histología e Histoquímica del CIBNOR, las fotos 

digitales corresponden a secciones transversales longitudinales; 8 fotografías fueron tomadas 

al azar por laminilla. Para conocer más acerca del posible efecto en la morfología intestinal 

de L. argentiventris por los tratamientos empleados en este experimento, se realizó la 

medición de (1) Altura de micro vellosidades (AM), (2) leucocitos intraepiteliales (LI), 

melanomacrofagos (MG); (3-5) conteo diferencial y total de células Goblet (mucinas 

neutrales – magenta (MN); mucinas ácidas – azul (MA); mezcla de mucinas – violeta (MM). 

El programa Image Pro Plus V4.5 se utilizó en las observaciones y mediciones de las 

secciones intestinales. AM fue evaluado con 8 mediciones por fotografía de la base hasta la 

punta; y la medición de 2-5 como recuento por área de la capa epitelial, expresados como 

porcentaje de cobertura. Además de realizar la cuantificación específica de componentes de 

la morfología se evaluaron, los posibles daños debido a una sobre-estimulación. Por tanto, se 

determinó el grado de inflamación de acuerdo a una escala de 0 a 3, donde 0 = normal, 1 = 

leve, 2 = moderado, 3 = severo. Así mismo se evaluó atrofia, hipertrofia, hiperplasia, 

dilatación de la lámina propia registrando los cambios histopatológicos: (-) no histopatología, 

(+) histopatología leve, (++) histopatología moderada, e (+++) histopatología severa. 

6.4. Cuantificación por PCR en tiempo real de genes relacionados con el sistema 

inmune. 

6.4.1 Extracción de ácido ribonucleico total (ARN) y síntesis de ADN complementario 

(DNAc). 

La extracción de ARN se realizó de bazo e intestino de acuerdo al protocolo de 

extracción de TRizol® Reagent (15596026, Invitrogen ). Aproximadamente 50mg de tejido 

se homogenizó en 500uL de TRizol® Reagent con Polytron (PT2100, VWR) durante 10 s (3 
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veces) y se prosiguió con instrucciones de proveedor, se resuspendió en 30μL de agua DEPC 

(Dietilpirocarbonado, 0.1% (v / v)) y se cuantificó por espectrofotometría (Nanodrop ND-

1000, Thermo Scientific). Posteriormente 1μg de ARN se purificó empleando  DNAase I 

(AMPD1, SIGMA), con la finalidad de remover la mayor cantidad posible de ADN genómico 

(ADNg). Para conocer la integridad de ARN las muestras se analizaron en un gel de agarosa 

–cloro (hipoclorito) de acuerdo a la metodología descrita por Aranda et al. (2012), se agregó 

SYBR® Safe DNA Gel Stain (S33102, Invitrogen) (1μL/ 10ml Buffer TAE 1X) y como 

marcador de peso molecular se utilizó 1 Kb Plus DNA Ladder (10787018, Invitrogen). La 

electroforesis se corrió por 35 min a un voltaje constante de 100V. Posteriormente se 

visualizó en fotodocumentador  ChemiDoc™ MP System (Bio-Rad). El ARN no empleado 

se guardó a -80°C. 

El ADN complementario (ADNc) se generó a partir de 1μg de ARN empleando el kit 

de ImProm-II™ Reverse Transcription System (A3800, Promega). Obteniendo un volumen 

final de 20μL para la reacción: 1 μL de oligo dT 18, 1 μL dNTP Mix (10 mM) (C114B, 

Promega), 2.4 μL MgCl2 (25 mM) (A351H, Promega), 4 μL ImProm-II™ 5X Reaction 

Buffer (M289A, Promega) 0.5 μL de Recombinant RNasin® Ribonuclease Inhibitor 

(N251A, Promega), 0.8 μL de ImProm-II™ Reverse Transcriptase (M314A, Promega), las 

muestras se incubaron a temperatura ambiente por 10 min, 45°C por 60 min y una incubación 

final a 90°C por 5 min. El  ADN complementario sin emplear  se  almacenó a -20°C. 

6.4.2 Oligos empleados en RT-PCR cuantitativo (RT-qPCR) 

Se hizo uso de la bateria de oligos específicos de L. argentiventris para la técnica de 

qPCR, diseñados por la M.C. Miriam Goretty Angulo, disponibles en el laboratorio de 

Patogénesis Microbiana, CIBNOR S.C., se eligieron solo aquellos genes de interés 

relacionados con el usos de los ODN CpG como inmunoestimulantes y posibles genes de 

expresión constitutivos para ser evaluados como genes de referencia (Tabla II). 

Sin embargo, dado el bajo número de secuencias específicas de genes implicados en 

la respuesta inmune de L. argentiventris disponibles y reportadas en la base de datos del 

National Center for Biotechnology Information (NCBI: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), se 

optó por obtener secuencias mediante el diseño de oligos inespecíficos a partir del análisis 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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de secuencias por alineamientos múltiples con el programa ClustalW2. El diseño de los 

oligonucleótidos se realizó a partir de las secuencias de nucleótidos conservadas entre 

especies de teleósteos, empleando el programa Primer3Plus (http://primer3plus.com/cgi-

bin/dev/primer3plus.cgi), para determinar la temperatura de alineamineto (Tm) y descartar 

posible formación de estructuras secundarias se emplearon los programas OligoEvaluatorTM 

(http://www.oligoevaluator.com/OligoCalcServlet) y RNAfold WebServer 

(http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAfold.cgi) respectivamente. Los oligonucleótidos se 

sintetizaron en IBT-UNAM. Posteriormente se comprobó su especificidad así como la 

temperatura de alineamiento realizando PCR de gradiente, en termociclador  DNA Engine, 

Peltier Thermal Cycler (C122688, Bio-Rad), la mezcla de reacción empleada consistió en 

(12.5 μL volumen final): 1.25μL Buffer PCR 10X (200 mM Tris HCl (pH 8.4), 500 mM 

KCl), 0.375μL MgCl2 (50 mM), 0.25μL dNTP’s (10 mM) (UI51B, Promega), 1.4μL oligo 

forward y reverse (20 pmol),  0.625 μL de cDNA, 0.6U Platinum® Taq Polimerasa 

(10966018, Invitrogen); cómo control positivo se emplearon los oligos LaqPCR80EF-1αFw-

Rv (Tabla II) y como control negativo la mezcla de reacción sin templado. El análisis de los 

amplicones se realizó por electroforesis en geles de agarosa al 1% (w/v) con 0.0001% (v/v) 

SYBRSafe (S33102, Invitrogen) en Buffer TAE 1X, para corroborar peso y cantidad de 

producto esperado, empleando como marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder 

(10787018, Invitrogen). 

Dado la obtención de nuevas secuencias de nucleótidos por amplificación de 

oligonucleótidos inespecíficos, fue necesario la secuenciación de los productos de PCR 

obtenidos, por tanto para incrementar la concentración del amplicón, este fue clonado en el 

vector pGEM ®-TEasy I (A1360, Promega). Los productos observados en gel de agarosa, 

fueron purificados siguiendo el protocolo del kit Wizard Genomics DNA purification 

(A1120, Promega), posteriormente estos fueron concentrados empleando un concentrador al 

vacío (Vacufuge 5301, Eppendorf) 15 min a 60°C.  

Para aumentar la probabilidad de ligación al vector de clonación se realizó un 

refreshing, el cual consiste en incrementar los residuos de adenina (A) en el producto de PCR, 

dado que el vector utilizado pGEM®-TEasy Vector (A1360, Promega ), es un plásmido lineal 

el cual contiene en el extremo 3’ residuos de timina (T)  y que en la presencia de restos de A 

http://primer3plus.com/cgi-bin/dev/primer3plus.cgi
http://primer3plus.com/cgi-bin/dev/primer3plus.cgi
http://www.oligoevaluator.com/OligoCalcServlet
http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAfold.cgi
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se unen por complementariedad. Para ello se agregó Taq DNA Polymerase 10X Reaction 

Buffer (10342020, Invitrogen), MgCl2 50mM (10342020, Invitrogen), dATP 2mM 

(10216018, Invitrogen), Taq DNA polymerase (5U/μL) (10342020, Invitrogen), se incubo 2 

min - 95°C, 15 min - 72°C, ∞-25°C. A continuación se ligó al vector de clonación pGEM®-

TEasy, siguiendo las instrucciones del protocolo y se dejó incubar toda la noche a 4°C. 

Posterior se realizó la transformación de células competentes Escherichia coliTOP10 

elaboradas de acuerdo con Sambrook y Russel (2001) con CaCl2; la transformación se realizó 

de acuerdo al manual One shot® TOP10 Chemically Competents E. coli (C404010, 

Invitrogen). El cual corresponde a transformación por shock térmico de 4°C a 42°C. El vector 

de clonación contiene como marcadores de selección la actividad enzimática de degradación 

de galactosa regulada por el  operon LacZ y un gen de resistencia a ampicilina. Una vez 

seleccionadas las colonias con el posible inserto, se corroboró la presencia del mismo por 

PCR de colonia empleando los oligos universales M13 Forward (Promega, Q5601) y M13 

Reverse Primer (Promega, Q5421), siguiendo el siguiente protocolo de incubación: una 

temperatura de lisis celular 3min - 95°C, 1 min - 25°C, una temperatura de desnaturalización 

1 min - 95°C, 35 ciclos conformados por 30s - 95°C, 55s - 55°C (alineamiento), 1 min - 72°C, 

una temperatura de extensión 5 min - 72°C y finalmente temperatura de 25°C 

indefinidamente (DNA Engine, Peltier Thermal Cycler (Bio-Rad)). Los productos de 

reacción se analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 1% (w/v) con 0.0001% (v/v) 

SYBRSafe (S33102, Invitrogen) en Buffer TAE 1X, empleando como marcador de peso 

molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (3μL) (10787018, Invitrogen).  

Una vez que se corroboró la presencia del inserto, las colonias transformadas se  

inocularon en 10 ml de caldo LB con ampicilina (1 μg/mL) (A9518 SIGMA-ALDRICH) 

para posteriormente realizar la extracción de ADN plásmidico (ADNp) empleando el kit Pure 

Link® Plasmid DNA Miniprep (K210011, Invitrogen). Posteriormente el ADNp se mandó 

secuenciar a GeneWiz Inc. Las secuencias obtenidas fueron analizadas primero con el 

programa VecScreen: Screen a Sequence for Vector Contamination 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/vecscreen/), para descartar restos de la secuencia del 

vector en la secuencia problema, después se realizó un análisis de similitud de secuencias por 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/vecscreen/
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alineamiento local empleando el programa BLASTn disponible en la página en línea NCBI 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 

Las secuencias identificadas por análisis bionformático se emplearon para el diseño 

de oligos específicos para qPCR. Los oligos se diseñaron considerando las siguientes 

características: longitud de 18-20 nt, 50 % Guanina-Citosina (GC), temperatura alineamiento 

60°C, producto amplificación 100-200 pb (Bustin et al., 2009). Para el diseño se utilizó el 

programa Primer3Plus y para evaluar dicho diseño se usaron los programas Oligo 

EvaluatorTM y RNA fold Web Server. Una vez diseñados los oligos estos se enviaron para su 

síntesis al IBT de la Universidad Autónoma de México (Tabla II). Su especificidad se 

corroboró por PCR de gradiente  y se analizó en electroforesis en gel de agarosa 1% en Buffer 

TAE 1X, empleando como marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (4μL) 

(10787018, Invitrogen). 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Tabla II. Oligos empleados en el análisis de la expresión relativa. 

Nota: * Indica el gen empleado  para normalizar los datos en el análisis de expresión relativa. + Oligonucleotidos disponibles en el laboratorio de Patogenesis Microbiana. 
++Oligonucleotidos diseñados durante este trabajo. 

Oligonucleotido Secuencia 5’ – ‘3 Nombre del gen 
Amplicón 

(pb) 

No. acceso Gene 

Bank 

LaqPCR80EF-1αFw+* 

LaqPCR80EF-1αRv+* 

GCTGTAAGGGGCTCGGTGG 

CCCTGCTGGCCTTGACCCTC 
Factor de elongación 1-α 80 --- 

LaqPCR10018SFw+ 

LaqPCR10018SRv+ 

TTGGCACCGTTTATGGTCGG 

CGAAAGCATTTGCCAAGAATGT 
Subunidad ribosomal 18S 100 AY947839.1 

LaqPCR116β-actFw+ 

LaqPCR116β-actRv+ 

ATGAAGCCCAGAGCAAGAG 

CAGCTCGTTGTAGAAGTGATG 
β-actina 116 --- 

LaqPCR94TLR9Fw++ 

LaqPCR94TLR9Rv++ 

CATCGTTTAGAGTTCATTCGAGGT 

ATGCCATTATTTGCCAGACTTAGG 
Receptor Tipo-Toll 9 247 --- 

LaqPCR140ILF2Fw+ 

LaqPCR140ILF2Rv+ 

CTGAACGTGGCCTACAGAC 

ACCATGTCCTGCTGTTCC 

Factor 2 de Unión al potenciador de 

interleucina/ Factor Nuclear 45 (NF45) 
140 KU598860.1 

LaqPCR112NFκβw+ 

LaqPCR112NFκβRv+ 

GAACCAGATCTACAGTGCAGACGT 

TGGTCAGCCTTTCATCATCTATTCGC 

Proteína activadora del Factor nuclear 

potenciador de las cadenas ligeras kappa de las 

células B activadas (NFKβ) 

112 --- 

LaqPCR195IRF7Fw++ 

LaqPCR195IRF7Rv++ 

GCTTAAGACCACGATCACCA 

GCATAGATACCAGTTTCCCG 

Factor de transcripción del Factor 7 regulador 

de interferon 
195 --- 

LaqPCR187IL8Fw++ 

LaqPCR187IL8Rv++ 

AGTCTTCATCGCCTCTATCG 

AATGATCTCAGTCTCCTCGC 
Interleucina 8 187 --- 

LaqPCR173IL-1βFw+ 

LaqPCR173IL-1βRv+ 

CTGCAGGTCAGTCCAAGAGG 

GTAAGGTGAGCGTAGGTCG 
Interleucina 1-β 173 KU598861.1 
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6.4.3 Estandarización de la eficiencia de amplificación de genes empleados en RT-qPCR. 

Determinar la eficiencia de la reacción es uno de los pasos más importantes antes 

realizar el cálculo de la expresión relativa, ya que los componentes de la reacción están 

directamente relacionados con este parámetro (Bustin, 2000). La eficiencia (E) de la reacción 

de PCR en tiempo real se define como la capacidad que tiene una molécula de DNA de 

dividirse en cada ciclo, este valor puede ser calculado con la ecuación (2). 

𝐸 = [10(−1/𝑝𝑒𝑛𝑑𝑖𝑒𝑛𝑡𝑒)]  − 1 (2) 

Ésta ecuación corresponde a la pendiente del modelo de regresión lineal ajustado 

sobre los datos de transformación logarítmica de diluciones seriadas de DNA contra su CP 

(punto de intercepción).El CP o Ct se refiere a un incremento estadísticamente significativo 

de la señal de fluorescencia en un ciclo específico sobre una línea base (umbral) que permite 

descartar la señal de amplificación correspondiente al fondo (Rasmussen, 2001; Livak y 

Schmittgen, 2001; Thermo Science Scientific, 2014). Una amplificación al 100% posee un 

valor de pendiente -3.322 y una eficiencia de reacción de 1 (Thermo Science Scientific, 

2014). 

Para calcular dicho valor, se siguió la metodología de diluciones seriadas descrita por Bustin 

et al. (2009), Romero-Geraldo y García-Lagunas (2013). Se emplearon cuatro puntos con un 

factor de dilución 1:5 de pool de cDNA de las muestras procesadas para construir la recta de 

regresión lineal; a la mezcla de reacción (15μL volumen final) se agregó 1.5μL Buffer PCR 

10X (200 mM Tris HCl (pH 8.4), 500 mM KCl), 0.75μL MgCl2 (50 mM), 0.25μL dNTP’s 

(10 mM; Promega, UI51B), 1.4μL oligo forward y reverse (20 pmol), como marcador 

fluorescente 0.75μL Eva Green Dye 20X (Biotum, 31000-T), 5μL de cDNA, 0.3 U 

Platinum® Taq Polimerasa (Invitrogen, 10966018). La reacción se llevó a cabo en un 

termociclador Corbett 5Plex Rotorgene 6000 (Quiagen), siguiendo el programa: 

desnaturalización 5 min - 95°C,  40 ciclos conformados por  a 15s - 95°C, 20s - 60°C 

(alineamiento), 25s - 72°C; y una temperatura de extensión final 5 min - 72°C. Así mismo, 

se construyó la curva de disociación de 70 a 95°C con un incremento de 1°C cada segundo 

para confirmar la especificidad de la reacción y descartar la formación de dímeros. 
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Los valores de eficiencia de la reacción para cada oligo tanto de los genes blancos 

como del posible gen de referencia sirvieron como punto de referencia para la elección del 

mejor modelo matemático para realizar el análisis de expresión relativa (Tabla III). 

Tabla III. Se muestran los valores correspondientes a la pendiente del modelo de regresión 

lineal, la eficiencia de reacción (%) y el coeficiente de correlación (R2) de los genes 

seleccionados tanto de interés inmunológico como de referencia. 

GENES 18S β-act EF-1α IL-1β IL8 TLR9 ILF2 NFκβ IRF7 

Pendiente -3.343 -3.379 -3.319 -3.321 -3.338 -3.311 -3.337 -3.225 -3.368 

E 99 98 100 100 99 100 99 100 98 

R2 0.96 0.98 0.96 0.93 1.00 0.98 0.99 0.97 1.00 

 

6.4.4 Análisis de estabilidad del gen de referencia. 

Antes de realizar los cálculos de expresión relativa es necesario seleccionar de manera 

adecuada el o los genes de referencia, es por ello que se desarrolló la evaluación de 

estabilidad de los genes de referencia, empleando el software RefFinder 

(http://fulxie.0fees.us/?type=reference, Xie et al., 2012). Este paquete bioinformático incluye 

los principales análisis estadísticos (programas computacionales) para determinar estabilidad 

de expresión, RefFinder asigna un valor adecuado a cada gen individual y calcula la media 

geométrica de estos valores para dar una clasificación general final.  

Entre los programas computacionales se encuentran Bestkeeper, que emplea un 

análisis de correlación pareada entre todos los genes candidatos, de esta forma la elección 

del gen más estable refiere a aquel que tiene una menor contribución al resto de los genes 

candidatos (Pfaffl et al., 2004). Normfinder, que calcula la estabilidad de la expresión de 

genes mediante la combinación de la variancia presente entre grupos e intragrupos, de esta 

manera la selección del gen de referencia es aquel que su variación es lo más cercana a cero 

(Andersen et al., 2004). Genorm realiza un cálculo basado en las medias geométricas del 

valor de Ct de los genes constitutivos asignando un valor M, entre más cercano a 1, mayor 

estabilidad. El análisis supone que la expresión entre dos genes es idéntica en todas las 

muestras, independientemente de la condición experimental o tipo de célula, y el incremento 

en la tasa de variación de la expresión refleja el hecho de uno o ambos genes probados no se 

http://fulxie.0fees.us/?type=reference
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expresan de forma estable (Vandesompele et al., 2002); y por último el método comparativo 

delta Ct desarrollado por Silver et al. (2006) que adopta cierta similitud con el método de 

Genorm, sin embargo la comparación es realizada con los valores de ∆Ct. 

De acuerdo a lo anterior, se procedió a realizar la cuantificación de ARN mensajero 

de los genes elegidos como posibles candidatos, los cuales fueron 18S, β-actina y EF-1α. La 

cuantificación se realizó en cada una de las muestras obtenidas de los peces sometidos a 

diferentes tratamientos y en el control negativo. Se empleó la siguiente mezcla de reacción1.5 

μL Buffer PCR 10X (200 mM Tris HCl (pH 8.4), 500 mM KCl), 0.75 μL MgCl2 (50 mM), 

0.25 μL dNTP’s (10 mM; Promega, UI51B), 1.4 μL oligo forward y reverse (20 pmol), como 

marcador fluorescente 0.75 μL Eva Green Dye 20X (Biotum, 31000-T), 5μL de cDNA, 0.3 

U Platinum® Taq Polimerasa (Invitrogen, 10966018) y las condiciones instrumentales 

descritas en el apartado 6.4.3. Los valores de Ct generados se introdujeron en el programa 

RefFinder para generar la clasificación general y elegir el mejor candidato de acuerdo a los 

análisis estadísticos realizados. 

6.4.5 Análisis de la expresión génica diferencial 

Posterior a la estandarización del método, el cálculo de la eficiencia de la reacción y 

de elegir el mejor gen de referencia, se procedió a realizar la cuantificación de la expresión 

génica para cada uno de los genes del sistema inmune. El método elegido para realizar dicha 

cuantificación corresponde al de expresión relativa, específicamente el modelo matemático 

descrito por Livak y Schmittgen (2001) (3). Este modelo matemático permite conocer la 

proporción obtenida de la relación entre los valores de Ct de las muestras con tratamiento y 

los valores de Ct de las muestras control, el cual es normalizado con un gen de referencia. 

Este método supone que tanto la eficiencia del gen blanco como el de referencia es del 100%, 

por tanto no requiere de un factor de corrección, ni realizar curvas estándar en cada corrida, 

dado que cada muestra parte de una concentración de templado específica (Pffal,2001; Livak 

y Schmittgen, 2001).  

𝑟𝑎𝑑𝑖𝑜 = 2−(∆𝐶𝑡𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎− ∆𝐶𝑡𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙)(3) 

𝑟𝑎𝑑𝑖𝑜 = 2−(∆∆𝐶𝑡)(4) 
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De acuerdo a lo anterior la concentración del templado fue ajustada a una 

concentración de 10 ng/μL y se siguió la metodología descrita en el apartado 6.4.3 para 

generar los valores de Ct, el análisis se realizó por triplicado. Una vez obtenidos estos valores 

se procedió a realizar el cálculo de la expresión relativa con la ecuación (4), tomando como 

tratamiento calibrador las muestras correspondientes al tratamiento con PBS. 

6.7 Análisis estadístico. 

Para conocer el posible efecto estimulante de los tratamientos empleados en este 

proyecto se realizó un análisis de varianza de una vía (ANOVA) y una prueba a posteriori de 

Dunnet, tomando como tratamiento control los peces a los cuales solo se administró PBS, así 

mismo se realizó el análisis de cambio conforme al tiempo (Tukey). Los ensayos y 

mediciones se realizaron por triplicado, se empleó el software SigmaPlot v.11.0, 

considerando diferencias estadísticamente significativas cuando p≤0.05. Antes de realizar el 

análisis de varianza, se realizaron las pruebas estadísticas de normalidad y 

homocesdasticidad con los datos. Aquellos que no presentaban una distribución normal, 

fueron transformados empleando el sistema de familias de distribuciones de Johnson (SB, X 

acotada; SL, X lognormal; SU, X no-acotada) (Lagos y Vargas, 2003) con ayuda del paquete 

estadístico Minitab v.17.0. 

Así mismo, se realizó un análisis de correlación de Pearson (P≤0.05) para conocer la 

relación de dichas variables en cada tratamiento (STATGRAFICS Centurion XVII, V. 

17.2.06) y posteriormente se realizó un Análisis Factorial para explicar de forma más clara 

la aportación de cada variable, en término de factores, el posible efecto inmunoestimulante 

(STATGRAFICS Centurion XVII, v. 17.2.06). Como método de extracción de los factores 

se utilizó el análisis de componentes principales, con una rotación varimax para tener una 

mejor interpretación de la estructura factorial, basándonos en la matriz de correlación de 

Pearson. 
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7. RESULTADOS 

7.1 Actividad de enzimas antioxidantes. 

En la figura 4 se muestran los resultados obtenidos en la actividad de las enzimas 

Superóxido Dismutasa (SOD) y Catalasa (CAT). Se observó un incremento significativo 

respecto al control posterior al tercer día de la administración vía intaperitoneal del 

tratamiento ODN CpG 1668 en la actividad de SOD en suero (Fig. 4A), con una disminución 

estadística al séptimo (p≤ 0.05) y décimo día (p≤ 0.001) (Tabla IV). Mientras que la actividad 

de CAT en el grupo ODN CpG 1668 resultó significativamente menor comparada con el 

control PBS al primer día (ODN CpG 1668, 1826, 2006), séptimo día (ODN CpG D1 1670, 

2006) y décimo día (Vp, ODN CpG 1668, 1826, 2006, D, 1670,2006) (p≤ 0.05), sin encontrar 

tratamiento que provocara un incremento significativo comparado con el control (Fig. 4B). 

Así mismo se apreció una reducción significativa de la actividad de CAT a través del tiempo, 

para los organismos expuestos al ODN CpG1668 (día 1 > día 7, 10; p≤ 0.05) y ODN CpG 

2006 (día 1, 3 > día 7; p≤ 0.001) (Tabla 2). 

Tabla IV. Efecto de ODN CpG sobre la actividad de enzimas antioxidantes después de 1, 3, 

7 y 10 días de su administración intraperitoneal. Los datos representan la media ± error 

estándar de actividad de CAT (U/mg) y SOD (U/mg) en extracto de hígado; el signo § 

denotan diferencias estadísticas significativas a través del tiempo en cada tratamiento 

(ANOVA; §, p≤ 0.05; §§, p≤ 0.001). 

Día 1 PBS Vp1 
ODN CpG 

1668 

ODN CpG 

1826 

ODN CpG  

D 

ODN CpG 

1670 

ODN CpG 

2006 

SOD (U/mg) 2.66±1.18 3.41±0.89 2.95±0.99 2.81±0.82 3.18±1.37 3.23±0.50 1.43±0.36 

CAT (U/mg) 4.02±0.06 3.84±0.16 3.01±0.03 2.73±0.18 4.08±0.09 4.34±0.12 3.26±0.00 

Día 3 PBS Vp1 
ODN CpG 

1668 

ODN CpG 

1826 

ODN CpG  

D 

ODN CpG 

1670 

ODN CpG 

2006 

SOD (U/mg) 1.70±0.02 3.63±0.85 8.81±3.73 1.61±0.3 2.39±0.73 1.44±0.19 4.84±2.75 

CAT (U/mg) 3.14±0.13 3.50±0.07 2.51±0.11 2.95±0.03 3.12±0.06 2.66±0.29 2.99±0.11 

Día 7 PBS Vp1 
ODN CpG 

1668 

ODN CpG 

1826 

ODN CpG  

D 

ODN CpG 

1670 

ODN CpG 

2006 

SOD (U/mg) 1.64±0.31 2.30±0.76 1.41±0.22§ 2.02±0.96 1.71±0.28 1.46±0.26 2.17±0.49 

CAT (U/mg) 2.62±0.20 1.62±0.06 2.04±0.51§ 2.48±0.17 1.37±0.22 1.63±0.33 1.24±0.13§ 

Dia 10 PBS Vp1 
ODN CpG 

1668 

ODN CpG 

1826 

ODN CpG  

D 

ODN CpG 

1670 

ODN CpG 

2006 

SOD (U/mg) 2.47±0.05 2.04±0.92 1.64±0.17§§ 2.02±0.49 2.62±0.57 3.35±1.61 1.11±0.02 

CAT (U/mg) 4.60±0.32 2.49±0.42 1.93±0.12§§ 3.48±0.32 2.25±0.24 1.85±0.18 2.06±0.10 

Nota: 1V. parahaemolitycus. 
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Figura 4. Efecto de ODN CpG sobre la actividad de enzimas antioxidantes en extracto de 

hígado después de 1, 3, 7 y 10 días de la administración intraperitoneal. Las barras 

representan la media ± error estándar después de ser normalizados con el grupo control (PBS, 

línea roja); actividad de superoxido dismutasa (A) y actividad catalasa (B); los asteriscos 

denotan las diferencias estadísticas significativas contra el control PBS (ANOVA, p≤ 0.05). 
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7.2 Análisis histológico de muestras de intestino. 

En la tabla V, se muestran los resultados obtenidos en la cuantificación de altura de 

microvellosidades (AM), el área de cobertura de linfocitos intraepiteliales (LI), de 

melanomacrófagos (MG), área de cobertura de mucinas ácidas producidas por células 

Goblets (CGA), así como de mucinas neutras (CGN) y de mucinas compuestas (CGC), el 

área de cobertura total de Células Goblets (CGT) y el porcentaje de cobertura epitelial 

ocupada por las mismas (%CG). No se encontraron diferencias significativas en la altura de 

las microvellosidades (AM), cobertura de linfocitos intepeiteliales (LI), melanomacrófagos 

(MG) y en el porcentaje de cobertura epitelial ocupada por células productoras de mucinas 

(%GC) posterior al análisis de varianza (ANOVA, p≤ 0.05). Sin embargo, se observó una 

disminución de LI en los peces tratados con el ODN CpG 1668 del primer al séptimo día de 

muestreo (0.22±0.06, p≤ 0.05). 

Solo se observó una mayor presencia de éstas células productoras de mucinas ácidas 

(CGA), en los organismos tratados con V. parahaemolyticus al décimo día respecto al control 

(p≤ 0.05), así como el aumento de estas a través del tiempo. Una disminución significativa 

de CGA del séptimo al décimo día en los organismos tratados con el ODN CpG D fue 

registrada, pero este aumento no fue estadísticamente diferente al control negativo (PBS). 

Por otra parte, el área ocupada por las células productoras de mucinas neutras (CGN) fue 

estadísticamente inferior respecto al Control PBS (1.01±0.32) al primer día en los organismos 

tratados con el ODN CpG 1670 (0.19±0.03) (Fig. 5 A-B) y fue significativamente superior 

al  tercer día (Control PBS, 0.14±0.04) en los tratamientos ODN CpG 1826(1.20±0.65), ODN 

CpG 1668 (0.83±0.12), ODN CpG 1670 (0.77±0.29) (p≤ 0.05) (Fig. 5 C-F). Mientras que en 

los organismos tratados con el ODN CpG 2006 se observó un aumento significativo del 

primer día al décimo día (0.48±0.04>0.51±0.06; (p≤ 0.05)). En el registro de células 

productoras de mucinas compuestas (CGC) se observó que en los organismos tratados con 

V. parahaemolyticus al décimo día no se encontró este tipo de células (Fig. 5 G-H). Al 

realizar el cálculo correspondiente del total de células productoras de mucinas (CGT), no se 

encontraron diferencias significativas respecto al control, pero si el aumento de estas células 

respecto al tiempo en los tratamientos con el ODN CpG D (día 7) y ODN CpG 1670 (día 7). 
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Tabla V. Resultados histológicos e histoquímicos de intestino. Los datos representan la 

media ± error estándar, los asteriscos (*) indican diferencias significativas entre el control 

(p≤0.05) y el símbolo (§) los cambios significativos a través del tiempo (p≤0.05). Altura de 

microvellosidades (μm) (AM), área de cobertura de leucocitos intraepiteliales (LI); % de 

cobertura total de células productoras de mucinas (ACG) área total de células productoras de 

mucinas (CGT), CG mucinas neutras – magenta (CGN), CG productoras de mucinas acidas  

– azul (CGA); CG productoras de mezcla de mucinas – violeta (CGC). 

Día 1 PBS Vp1 ODN CPG 

1668 

ODN CpG 

1826 

ODN CpG 

D 

ODN CpG 

1670 

ODN CpG 

2006 

AM 2.03 ± 0.01 1.45± 0.10 1.48± 0.04 1.55± 0.21 1.67± 0.18 1.72± 0.23 1.43± 0.10 

LI 0.53± 0.03 0.55± 0.09 0.62± 0.10 0.31± 0.01 0.57± 0.05 0.45± 0.06 0.65± 0.22 

MG 0.00 0.10±0.21 0.47±0.27 0.13±0.22 0.00 0.39±0.41 0.00 

CGA 11.93±2.63 14.46±0.94 8.31±1.14 9.50±1.04 9.35±0.96 7.80±2.08 8.49±2.74 

CGN 1.01±0.32 0.66±0.20 0.82±0.21 1.01±0.34 2.06±1.22§ 0.19±0.03* 0.20±0.08§ 

CGC 0.70±0.06 1.02±0.74 1.29±0.43 1.12±0.70 0.64±0.14 0.35±0.12 0.33±0.08 

CGT 13.63±2.95 16.14±0.14 10.42±0.78 11.63±2.08 12.06±2.04 8.33±1.97 9.03±2.90 

%CG 4.08±0.81 5.48±0.47 4.15±0.43 5.24±1.56 4.62±2.20 3.41±0.21 5.07±0.92 

Día 3 PBS Vp1 ODN CPG 

1668 

ODN CpG 

1826 

ODN CpG 

D 

ODN CpG 

1670 

ODN CpG 

2006 

AM 1.67± 0.09 1.63± 0.14 1.47±0.10 1.52±0.03 1.61±0.16 1.76±0.03 1.53± 0.06 

LI 0.34± 0.03 0.62±0.06 0.55±0.16 0.65±0.22 0.42±0.15 0.23±0.06 0.29±0.03 

MG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.03±0.09 0.04±0.13 0.00 

CGA 10.61±1.57 9.33±1.66 7.56±0.79 10.40±3.52 11.28±0.08 6.74±1.02 7.13±0.25 

CGN 0.14±0.04 0.66±0.27 0.83±0.12* 1.20±0.65* 0.72±0.02§ 0.77±0.29* 0.48±0.04 

CGC 0.40±0.10 0.85±0.32 0.71±0.13 0.63±0.13 0.95±0.46 0.50±0.09 0.48±0.03 

CGT 11.15±1.45 10.84±1.48 9.11±0.98 12.22±4.04 12.94±0.55 8.01±0.99 8.09±0.26 

%CG 5.24±0.60 5.61±1.24 5.95±1.15 5.77±0.20 6.58±0.35 5.41±1.12 5.12±0.35 

Día 7 PBS Vp1 ODN CPG 

1668 

ODN CpG 

1826 

ODN CpG 

D 

ODN CpG 

1670 

ODN CpG 

2006 

AM 1.41± 0.09 1.53±0.14 1.49±0.11 1.41±0.05 1.46±0.15 1.47±0.05 1.38±0.10 

LI 0.40± 0.11 0.49±0.12 0.22±0.06§ 0.65±0.25 0.40±0.06 0.40±0.03 0.86±0.18 

MG 0.10±0.29 0.00 0.34±0.55 0.00 0.13±0.22 0.20±0.28 0.00 

CGA 12.27±1.60 5.82±0.47 12.39±3.97 14.87±1.60 15.73±2.68 12.93±2.72 11.09±2.75 

CGN 0.43±0.30 0.90±0.05 0.42±0.21 0.40±0.13 0.40±0.10§ 0.19±0.08 0.22±0.10 

CGC 0.41±0.23 0.86±0.07 0.56±0.28 0.16±0.08 0.38±0.25 0.51±0.32 0.21±0.01 

CGT 13.12±2.06 7.58±0.49§ 13.38±3.54 15.43±1.40 16.51±2.97§ 13.63±2.41§ 11.51±2.84 

%CG 3.51±0.73 4.78±1.04 6.21±1.15 5.32±0.25 2.83±0.76 4.12±0.21 2.34±0.33 

Día 10 PBS Vp1 ODN CPG 

1668 

ODN CpG 

1826 

ODN CpG 

D 

ODN CpG 

1670 

ODN CpG 

2006 

AM 1.35± 0.14 1.45±0.11 1.37±0.04 1.70±0.31 1.43±0.08 1.46±0.02 1.45±0.01 

LI 1.18± 0.18 0.97±0.28 0.99±0.07 0.60±0.11 0.66±0.06 0.77±0.08 0.54±0.07 

MG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.30±0.58 0.00 0.00 

CGA 6.37±1.52 20.60±4.44§* 9.09±0.79 8.53±0.58 7.03±3.02§ 10.18±0.14 10.96±0.84 

CGN 0.66±0.02 0.99±0.27 0.60±0.20 0.60±0.11 1.22±0.39 0.48±0.06 0.51±0.06§ 

CGC 0.42±0.23 0±0* 0.55±0.14 0.68±0.11 1.30±0.17 0.31±0.11 0.62±0.01 

CGT 7.45±1.34 21.59±4.70§ 10.25±0.88 9.81±0.79 9.55±2.62 10.97±0.32 12.09±0.80 

%CG 4.69±0.72 6.15±1.15 6.91±1.15 4.73±1.16 6.79±1.46 4.31±0.32 5.27±0.77 

Nota: 1V. parahaemolyticus 
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Figura 5. Fotografías de cortes transversales de intetino de L. argentiventris. Día 1:A.Control 

PBS, B. ODN CpG 1670; Día 7: C. Control PBS, D. ODN CpG 1668, E. ODN CpG 1826, 

F. ODN CpG 1670; Día 10G. Control PBS, H.V. parahaemolyticus. Tinción con con azul 

alcián y ácido peryódico de Schiff. V = vellosidad, L= lumen, m = mucosa, cga = célula 

productora de mucinas ácidas, cgn= célula productora de mucinas nuetras, cgc= célula 

productora de mucinas compuestas. Microscopio Olympus Bx41, aumento 20X. 
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Cabe resaltar que no se encontraron daños histológicos referentes a inflamación, 

atrofia, hipertrofia, hiperplasia o dilatación de la lámina propia de acuerdo a la escala 

asignada (Tabla VI). 

Tabla VI. Grado de inflamación de acuerdo a una escala de 0 a 3, donde 0 = normal, 1 = leve, 2 = 

moderado, 3 = severo. Los cambios histopatológicos  de atrofia, hipertrofia, hiperplasia, dilatación 

de la lámina propia (LP) se registraron de acuerdo a  (-) no histopatología, (+) histopatología leve, 

(++) histopatología moderada, e (+++) histopatología severa. 

Día 1 PBS Vp1 ODN 

CPG1668 

ODN 

CpG1826 

ODN 

CpGD 

ODN 

CpG1670 

ODN 

CpG2006 

INFLAMACIÓN 0 0 0 0 0 0 0 

ATROFIA - + - - - - - 

HIPERTROFIA - - - - - - + 

HIPERPLASIA - - - - - - + 

DILATACIÓN LP - - - - - - + 

Día 3 PBS Vp 
ODN 

CPG1668 

ODN 

CpG1826 

ODN 

CpGD 

ODN 

CpG1670 

ODN 

CpG2006 

INFLAMACIÓN 0 1 0 1 0 0 0 

ATROFIA - + - - - + - 

HIPERTROFIA - + - + - - - 

HIPERPLASIA - + - + - - - 

DILATACIÓN LP - + - - - - - 

Día 7 PBS Vp 
ODN 

CPG1668 

ODN 

CpG1826 

ODN 

CpGD 

ODN 

CpG1670 

ODN 

CpG2006 

INFLAMACIÓN 0 0 0 0 1 0 0 

ATROFIA - - - - - - - 

HIPERTROFIA - - - + - - + 

HIPERPLASIA - - - - + - + 

DILATACIÓN LP - - - + + - + 

Día 10 PBS Vp 
ODN 

CPG1668 

ODN 

CpG1826 

ODN 

CpGD 

ODN 

CpG1670 

ODN 

CpG2006 

INFLAMACIÓN 0 1 0 0 0 0 0 

ATROFIA - - - - - - - 

HIPERTROFIA - - - - - - - 

HIPERPLASIA - - - - - - - 

DILATACIÓN LP + - - - - - - 

Nota: 1V. parahaemolyticus. 
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7.3 Genes empleados en el análisis de cuantificación de expresión de genes. 

7.3.1 Obtención de secuencias específicas de Lutjanus argentiventris. 

Se diseñaron 7 oligos por alineamientos múltiples de secuencias de interés  

inmunológico, de los cuales se obtuvieron 3 secuencias parciales específicas, que 

corresponden a los genes IRF7 (factor de transcripción, 692 pb), TLR9 (receptor 

transmembranal Tipo Toll, 341 pb) e IL8 (interlucina, 262 pb) (Fig. 6). Estas secuencia se 

analizaron empleando alineamientos locales (BLASTn), donde se obtuvo el valor de 

similitud E y el porcentaje de identidad. En la tabla VII se muestran además los tres 

principales organismos con los cuales las secuencias tuvieron una mayor identidad. 

 
 

Figura 6. Amplicones generados utilizando los oligos inespecíficos diseñados. Las bandas 

fueron cortadas, purificadas y clonadas en Escherichia coli TOP10. Marcador de peso 

molecular 1 Kb plus DNA ladder (MW), control positivo (C+) gen EF-1α, control negativo 

(C-) mezcla de reacción sin templado. 

 

Tabla VII. Alineamiento local con el software BLASTn de NCBI. Se presenta el gen, así 

como tamaño de amplicon obtenido e identidad con secuencias reportadas para otras especies 

de teleósteos. 

Gen 
Amplicon 

(pb) 

Número de 

Acceso 
Organismo Valor E Identidad 

  

IRF7 

  

692 

AY647434.1 Sineperca chuatsi 0 86% 

NM_001303350.1 Larimichthys crocea 0 85% 

KP861885.1 Dicentrarchus labrax 0 85% 

  

TLR9 

  

341 

KM507866.1 Lutjanus peru 1e-160 97% 

EU655705.1 – 

704.1 

Larimichthys crocea A-

B 
7e-104 87% 

GQ358202.1 – 

201.1 

Epinephelus coioides A-

B 
7e-84 84% 

  

IL8 

  

262 

KF148634.1 Lutjanus sanguineus 9e-117 96% 

JQ513375.1 Sineperca chuatsi 6e-94 91% 

HM453864.1 Pagrus major 3e-92 91% 
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 Empleando las secuencias anteriores como molde, se diseñaron los oligos 

correspondientes para realizar la técnica de qPCR; dichos oligos se probaron en PCR de 

punto final para determinar la temperatura de alineamiento (temperatura de alineamiento 

60°C) y especificidad por tejido (Fig. 7).  

 

Figura 7. Amplicones con oligos específicos (LaqPCRIL8, LaqPCRIRF7, LaqPCRTLR9) 

para L argentiventris. El número 1 corresponden a amplicones a partir de DNAc sintetizado 

con ARN de muestras de bazo y el número de 2 de muestras de intestino. Como marcador de 

peso molecular (MW) 1 Kb plus DNA ladder; control positivo (C+) gen EF-1α, control 

negativo (C-) mezcla de reacción sin templado. 

Una vez determinada la temperatura de alineamiento se obtuvieron las curvas de 

disociación para corroborar la especificidad en la técnica de qPCR. Este proceso tambien se 

realizó con los oligos específicos de los genes IL-1β, NFκβ, ILF2 de L. argentiventris. Las 

secuencias específicas de estos oligos fueron obtenidos en un trabajo previo de secuenciació 

masiva, ensamblado por el M.C Esteban Velázquez y los oligos utilizados se encuentran 

disponibles en el laboratorio de patogénesis microbiana (Apartado 6.4.2, Tabla II), estos 

oligos fueron diseñados y previamente estandarizados en PCR de punto final por la M.C. 

Miriam Gorreti Angulo con una una temperatura de alineamineto de 60°C. Los resultados de 

estabilidad se resumen en la figura 8, concluyendo que los productos de amplificación son 

únicos teniendo una temperatura de disociación de 80–93°C. Asimismo, se observó que a 

bajas concentraciones de templado se puede llegar a detectar una baja señal de amplificación 

inespecífica por los oligos específicos para el gen ILF2. 
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Figura 8. Curvas de disociación de oligos específicos para qPCR de L. argentiventris 

construidas por el  software Rotor-Gene 6000 series. A) TLR9, B) IRF7, C) IL-8, D) IL-1β, 

E) NFκβ, F) ILF2 

7.3.2 Evaluación de la estabilidad de genes de referencia 

Se determinó el patrón de discociación en los productos de amplificación para la 

técnica de qPCR de cada uno de lo oligos candidatos como genes de referencia (Fig. 9). Se 

corroboró la especificidad del oligo al discriminar la producción de dimeros y al encontrar 

una temperatura de disociación por arriba de los 80°C. 

 

Figura 9. Curvas de disociación de oligos específicos para qPCR de L. argentiventris 

construidas por el  software Rotor-Gene 6000 series. A) 18S, B) β-actina, C) EF-1α. 

Posterior a realizar el análisis de estabilidad de genes de referencia con el software 

RefFinder, se encontró que el gen EF-1α presenta una mayor estabilidad a lo largo del 

experimento. Los resultados que se muestran en la figura 10 representa el orden de estabilidad 
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creado por el software RefFinder, al ponderar adecuadamente cada gen de acuerdo a los 

análisis realizados por los algoritmos Bestkeeper, Normfinder, Gennorm y análisis 

comparativo ∆Ct. Entre más cercano a 1 el valor asignado, más estable es la expresión del 

gen. 

 

Figura 10. Representación gráfica del orden de estabilidad creado por el software RefFinder, 

al ponderar adecuadamente cada gen de acuerdo a los análisis realizados por los algoritmos 

Bestkeeper, Normfinder, Gennorm y análisis comparativo ∆Ct. Entre más cercano a uno sea 

el valor asignado, más estable es la expresión del gen. 

7.4 Cuantificación de la expresión relativa de genes inmunorelevantes 

Se determinó la expresión diferencial tanto en bazo como intestino de 6 genes 

involucrados en la cascada de señalización del sistema inmune que corresponden al Receptor 

Tipo Toll 9 (TLR9), interlucinas 1β y 8 (IL-1β, IL8) y los factores de transcripción de 

Interlucina 2 (ILF2), factor 7 regulador de interferón (IRF7) y de la proteína activadora del 

factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NFκβ). 

Al determinar cambios significativos respecto al control, se identificó la 

sobrexpresión del gen TLR9 en bazo (Fig. 11), al día 3 posterior a la administración vía 

intraperitoneal en los organismos tratados con el ODN CpG 1670, al 7 día con al tratamiento 

ODN CpG 1826 y al 10 día en los organismos tratados con Vibrio parahaemolyticus, ODN 

CpG 1668, ODN CpG 1826, ODN CpG 1670, ODN CpG 2006 (Fig.11A, p≤ 0.05). Mientras 

que en intestino (Fig. 12) la activación de la transcripción de TLR9 no presentó un aumento 

respecto al control, inclusive a los días 1 y 3 se observó una disminución importante de la 
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transcripción en los peces tratados con ODN CpG 1668, ODN CpG 1826 al día 1 y con V. 

parahaemolyticus al 3 día después de la inyección vía intraperitoneal (Fig. 12A). 

El perfil de expresión de citocinas se vio ampliamente estimulado tanto en bazo como en 

intestino. En bazo, la transcripción de interlucina 1β (IL-1β) en los peces tratados con V. 

parahaemolitycus, ODN CpG 1826, D, 1670 y 2006 incrementó por arriba de 5 veces 

comparado con el control posterior al 1 día de exposición, pero posterior al 3 día se observó 

una reducción significativa, donde al 10 día el incremento respecto al control fue solo de 2 

veces más (Tukey, p≤ 0.05), exceptuando los organismos tratados con ODN CpG 2006 

(p=0.912). Por otra parte, el patrón de expresión reportado con el ODN CpG 1668, mostró 

un incremento altamente significativo a través del tiempo (Tukey, p≤0.001), al aumentar más 

de 40 veces la transcripción de IL-1β respecto al control (Fig.11B; Dunnet, p≤ 0.001). Este 

patrón fue observado también en la expresión de interlucina 8 (IL-8), pero en este caso el 

aumento fue mayor a 65 veces más respecto al control (Fig. 11C).  

Sin embargo en intestino la sobreexpresión IL-1β estuvo presente hasta el 3 día en 

todos los tratamientos empleados, destacando un incremento de 20 veces más con el 

tratamiento ODN CpG 1670 (p≤ 0.001); así mismo se identificó la  sub-regulación de la 

expresión al 7 y 10 día respecto al control, no obstante el valor reportado de expresión con el 

tratamiento ODN CpG 1668 no presentó diferencias respecto al control (p>0.05; Fig. 12B). 

En caso contrario con la regulación de la expresión de IL-8, ya que al 10 día se observó una 

sobreexpresión en los tratamientos ODN CpG 1668 y 2006, pero solo 5 y 2 veces más que el 

control respectivamente. Al 3 día la sobrexpresión de IL-8 solo se mantuvo en los peces 

estimulados con ODN CpG 1826 y 2006, disminuyendo drásticamente al 7 día. Mientras que 

no se observó un incremento de la expresión de IL-8 respecto al control PBS con el ODN 

CpG D, pero sí una disminución importante del 1 día (media ± error estándar, 15.23±2.03) 

al 10 día (2.62±0.95) (p=0.001) (Fig. 12C). 

En el caso de la expresión de los distintos factores de transcripción evaluados, estos 

presentaron un comportamiento muy diferente entre sí. En bazo el Factor 2 de Unión al 

potenciador de interleucina (ILF2) fue sobreexpresado solo en los organismos bajo los 
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tratamientos con V. parahaemolyticus (1,7 día), ODN CpG 1670 (1,7 día), ODN CpG 2006 

(1,10 día) y ODN CpG 1668 (10 día), mientras que con el ODN CpG D la expresión no fue 

estimulada, más bien existió una disminución significativa en el perfil de expresión 

comparado con el control PBS al 3 y 10 día (Fig. 11D). Por el contrario en intestino, los 

organismos tratados con ODN CpG 1826 (día 3), ODN CpG 1670 (3,10 día) y ODN CpG 

1668 (10 día) un aumento de más de 1.5 respecto al control, pero en el resto de los 

tratamientos no existió un incremento de la expresión (Fig. 12D). 

Mientras que la transcripción del factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras 

kappa de las células B activadas (NFκβ), se activó al 7 y 10 día en bazo, siendo 

significativamente superior en los peces expuestos vía intraperitoneal a V. parahaemolitycus, 

ODN CpG 1670 y ODN CpG 1668 (Fig. 11E), al contrario con la activación de la 

transcripción presentado en intestino, donde esta solo fue estadísticamente diferente al 

control al 1 día con el tratamiento ODN CpG 1826, no obstante en la figura 12E se puede 

apreciar gráficamente la sobreexpresión de NFκβ, pero posterior al análisis de varianza esta 

no presento diferencias respecto al control PBS, pero si una disminución estadística del 3 al 

10 día (p<0.001) resultante en la sub-regulación de la transcripción de NFκβ respecto al 

control.  

Particularmente el factor de transcripción del factor 7 regulador de interferón (IRF7), 

en bazo mostró un comportamiento distinto ILF2 e NFκβ, ya que al 1 día los peces que 

mostraron un incremento significativo respecto al control fueron aquellos tratados con ODN 

CpG D, sin embargo es destacable la sub-regulación de dicha transcripción al 3 día (p<0.001), 

similar con los otros factores de transcripción (Fig. 11F). Pero en intestino el ODN CpG 1826 

aumento más de 100 veces, el ODN CpG D y 1670 más de 65 veces, mientras que el ODN 

CpG 1668 y V. parahaemolyticus cerca de 10 veces, al 1 día, disminuyendo drásticamente al 

7 y 10 día (p<0.001). 
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Figura 11. Expresión relativa de genes relacionados con la respuesta inmune en bazo. Los 

datos fueron normalizados con el gen constitutivo EF-1α y calibrados con el grupo control 

(PBS, línea punteada), los asteriscos denotan diferencias significativas contra el control PBS 

(ANOVA, p≤0.05). 
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Figura 12. Expresión relativa de genes relacionados con la respuesta inmune en intestino. 

Los datos fueron normalizados con el gen constitutivo EF-1α y calibrados con el grupo 

control (PBS, línea punteada), los asteriscos denotan diferencias significativas contra el 

control PBS (ANOVA, p≤0.05). 
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7.5 Análisis de correlación entre variable determinadas. 

Al observar la estimulación significativa de las variables determinadas en este 

estudio, correspondientes a la actividad enzimática antioxidante, estructura celular intestinal 

y la expresión de genes inmunorelevantes, se determinó el nivel de correlación existente 

(Pearson, p≤ 0.05) y posteriormente se analizó la estructura de dichas correlaciones mediante 

un análisis factorial exploratorio para cada tratamiento empleado en este experimento. Las 

variables se clasificaron de acuerdo al tipo de respuesta que provoca, ya sea la activación de 

células o producción de compoenentes humorales y si estos pertenecen o derivan en la 

activación de una respuesta inmune innata o adaptativa (Tabla VIII). 

Tabla VIII. Clasificación de variables empleadas en este trabajo. 

Innata Celular IL-8, IL-1β, variables morfométricas (AM, LI, MG, 

CGN, CGC, CGT, %CG) 

Humoral NFκβ, TLR9, enzimas antioxidantes (SOD, CAT) 

IRF7 

Adaptativa Celular ILF2 

Humoral No se cuenta con información 

 

Para obtener un análisis veraz y evitar una falsa interpretación de los datos se efectúo 

el test de esfericidad de Bartlett (1950) y se determinó el índice de Kaiser-Meyer-Olkin o 

medida de adecuación muestral KMO, ambas pruebas estadísticas nos permiten decidir si es 

viable o no realizar el análisis factorial. La prueba de esfericidad de Barlett comprueba si la 

correlación entre las variables analizadas en lo suficientemente grande como para justificar 

la factorización de la matriz de coeficientes de correlación, mientras que el índice KMO 

compara los valores de las correlaciones entre las variables y sus correlaciones parciales, por 

tanto, sí KMO es próximo a 1es factible realizar el análisis factorial; a partir de valores de 

KMO superiores a 0.6 se consideran adecuados para realizar dicho análisis. Una condición 

importante para realizar el análisis factorial es que el número de observaciones debe de ser 

por lo menos 4 o 5 veces más que el número de variables, parámetro que se tomó en cuenta 

en el diseño del análisis factorial. 
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7.5.1 Vibrio parahaemolitycus 

Con las diferentes variables se construyó la matriz de correlación más representativa 

(p<0.05, Fig. 13). La prueba de espericidad de Barlett arrojo una chi cuadrada de 69.8452 

con 28 grados de libertad y una p=0.00001956; mientras que el índice KMO fue de 0.630776. 

Posterior al análisis factorial se obtuvieron 3 componentes que en total explican el 87.567% 

de la varianza. El valor de carga de la variable >0.85 fue tomada en cuenta para describir las 

variables más importante que forman parte del factor calculado. 

El análisis factorial permite disminuir el número de variables, acotándolas a aquellas 

que tiene un comportamiento similar de varibilidad agrupándolas en factores que expllican 

en mayor medida el efecto del tratamiento (en este apartado V. parahaemolitycus) sobre el 

organismo modelo. El primer factor está representado en mayor proporción por la expresión 

en intestino de los genes TLR9, NFKB y por la actividad de catalasa (CAT) que representan 

variables de la respuesta inmune innata-humoral; el segundo factor por la expresión del gen 

IL8 (respuesta inmune innata-celular); y el tercer factor por la activación de ILF2 en intestino 

(respuesta inmune adaptativa celular) (Tabla VIII). 

 
Figura 13.Matriz de correlación de Pearson más representativa del tratamiento con Vibrio 

parahaemolitycus (p<0.05, STATGRAPHICS Centurion XVII versión 17.1.12) 
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Tabla IX. Tratamiento con V. parahaemolitycus. Matriz de cargas del factor después 

varimax rotación. Se incluyen las variables de actividad de superoxido (SOD) y catalasa 

(CAT), así como la expresión de genes en intestino (i), en negrita se muestran los valores de 

carga superiores a 0.85. 

Variables Factor1 Factor2 Factor3 Comunalidad Varianza específica 

SOD 0.70945 0.00426451 0.0242744 0.503927 0.496073 

CAT 0.855053 0.206032 0.363747 0.905876 0.0941237 

iILF2 -0.0314834 0.0154064 0.989027 0.979402 0.020598 

iIL1B 0.750461 0.602399 0.0606587 0.929756 0.0702437 

iTLR9 0.926866 0.219187 -0.140079 0.926746 0.0732544 

iIL8 -0.0137967 0.955996 0.00799137 0.914183 0.085817 

iNFKB 0.87725 -0.116958 -0.354398 0.908845 0.0911549 

iIRF7 0.735625 0.623121 0.0850463 0.936657 0.0633431 

 

7.5.2 ODN CpG 1668 

Con el tratamiento ODN CpG 1668, las pruebas estadísticas de la matriz de 

correlación (p<0.05, Fig. 14) dieron como resultados: prueba de espericidad de Barlett arrojo 

una chi cuadrada de 113.019 con 36 grados de libertad y una p=6.9865E-10; mientras que el 

índice KMO fue de 0.691474. Dados los resultados anteriores, se obtuvieron dos factores que 

explican el 87.097% de la varianza. El primer factor incluye variables de la respuesta inmune 

especifica celular en intestino (ILF2) y de la respuesta inmune innata tanto celular (IL8) como 

humoral (TLR9) en bazo (b) con un alto valor de carga (>0.85, Tabla IX). Mientras que el 

segundo factor está representado en gran medida por la actividad de SOD un componente de 

la respuesta innata humoral. 

 
Figura 14. Matriz de correlación de Pearson más representativa del tratamientoODN CpG 

1668 (p<0.05, STATGRAPHICS Centurion XVII versión 17.1.12) 
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Tabla X. Tratamiento ODN CpG 1668. Matriz de cargas del factor después varimax rotación. 

Se incluyen las variables de expresión génica en bazo (b) e intestino (i), así como la actividad 

de enzimas antioxidantes (SOD, CAT), en negrita se muestran los valores de carga superiores 

a 0.85. 

Variables Factor 1 Factor 2 Comunalidad Varianza específica 

bIL1B 0.672879 -0.679234 0.914126 0.0858744 

bTLR9 0.860903 -0.353939 0.866427 0.133573 

bIL8 0.916754 -0.00830672 0.840508 0.159492 

bNFκβ 0.719854 -0.592311 0.869022 0.130978 

SOD 0.106689 0.929704 0.875732 0.124268 

CAT -0.371113 0.782939 0.750719 0.249281 

iILF2 0.947935 -0.223073 0.948343 0.0516572 

iIL-1β -0.532976 0.754926 0.853977 0.146023 

iIRF7 -0.694935 0.661045 0.919916 0.080084 

 

7.5.3 ODN CpG 1826 

Los resultados posterior a las pruebas estadísticas de Barlett fue una chi cuadrada de 

102.534 con 28 grados de libertad, p=1.95873E-10 y para el índice de Kaiser-Meyer-Olkin 

= 0.684932. Posteriormente, se realizó el análisis factorial a partir de la matriz de correlación 

(p<0.05, Fig. 15) del cual se obtuvo como resultado la extracción de dos factores que explican 

el 87.211% de la varianza. El primer factor incluye las variables la expresión de ILF2 

(respuesta inmune específica-celular) e IL-1β en intestino (i) (respuesta inmune innata-

humoral) mientras que el factor 2 incluye la expresión de ILF2 en bazo (b) y de IRF7 

(respuesta inmune específica celular y humoral) en intestino (Tabla XI). 

 
Figura 15. Matriz de correlación de Pearson más representativa del tratamientoODN CpG 

1826 (p<0.05, STATGRAPHICS Centurion XVII versión 17.1.12) 
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Tabla XI.Tratamiento ODN CpG 1826. Matriz de cargas del factor después varimax 

rotación. Se incluyen variables de expresión en bazo (b) e intestino (i), en negrita se muestran 

los valores de carga superiores a 0.85. 

Variables Factor 1 Factor 2 Comunalidad Varianza especifica 

bILF2 0.0851529 0.894744 0.807818 0.192182 

bNFKB -0.67655 -0.659489 0.892646 0.107354 

iILF2 0.944466 -0.0208981 0.892453 0.107547 

iIL1B 0.93707 0.156579 0.902616 0.0973836 

iTLR9 0.808191 0.315819 0.752914 0.247086 

iIL8 0.657736 0.698899 0.921076 0.0789244 

iNFKB 0.749035 0.523542 0.83515 0.16485 

iIRF7 0.150157 0.974502 0.972202 0.027798 

 

7.5.4 ODN CpG D 

La matriz de correlación no mostró significancia para realizar la simplificación por 

factores, sin embargo se observó una correlación positiva entre la expresión génica de IL8e 

IL-1β en intestino (Pearson, 0.91, p<0.05) y bazo (Pearson, 0.91, p<0.05). 

 

7.5.5 ODN CpG 1670 

La matriz de correlación más representativa (p<0.05, Fig. 16) obtuvo una chi 

cuadrada de 107.163 con 28 grados de libertad y p=3.390914E-11, mientras que el índice 

KMO = 0.772359. Se obtuvieron dos factores que explican el 88.001% de la varianza, los 

cuales son representados, en primer lugar por las variables en bazo IL8, IL-1β,NFκβ; e 

intestino IL-1β, IL8, IRF7, que corresponde a variables tanto de la respuesta inmune innata 

como específica, así como humoral y celular. Mientras que el factor 2, la mayor carga está 

enfocada en la expresión génica de ILF2 en intestino (respuesta inmune especifica celular) 

(Tabla XII). 
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Figura 16. Matriz de correlación de Pearson más representativa del tratamiento ODN CpG 

1670 (p<0.05, STATGRAPHICS Centurion XVII versión 17.1.12) 

 

Tabla XII.Tratamiento con el CpG ODN 1670. Matriz de cargas del factor después varimax 

rotación. Incluye variables de expresión de genes en bazo (b) e intestino (i),  y actividad de 

catalasa (CAT) en hígado, en negrita se muestran los valores de carga superiores a 0.85. 

Variables Factor 1 Factor 2 Comunalidad Varianza específica 

bIL1β 0.926782 0.186626 0.893754 0.106246 

bIL8 0.977306 -0.0439346 0.957058 0.0429424 

bNFκβ -0.878286 -0.265855 0.842066 0.157934 

CAT 0.875334 -0.132621 0.783797 0.216203 

iILF2 -0.204935 0.949513 0.943574 0.0564263 

iIL1β 0.955284 0.140277 0.932245 0.0677546 

iIL8 0.909605 0.0141362 0.827582 0.172418 

iIRF7 0.900463 -0.221783 0.860021 0.139979 

 

7.5.6 ODN CpG 2006 

En la figura 17 se muestra la matriz de correlación (p<0.05) más representativa de las 

variables determinadas en los organismos expuestos al ODN CpG 2006. La prueba de 

esfericidad de Barlett obtuvo una chi cuadrada de 95.6914 con 21 grados de libertad y p= 

1.654E-11; KMO =0.730956. La extracción de factores por el método de componentes 

principales arrojó 2 factores que explican en conjunto el 91.459% de la varianza. El primer 

factor incluye la expresión de IL-1β, IL8 en bazo y la actividad de CAT en hígado, 

componentes que participan directa o indirectamente en la activación de la respuesta inmune 

innata celular. Mientras que el segundo factor está integrado por la expresión de IL-1βy TLR9 

en intestino (respuesta inmune innata) (Tabla XIII). 
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Figura 17. Matriz de correlación de Pearson más representativa del tratamientoODN CpG 

2006 (p<0.05, STATGRAPHICS Centurion XVII versión 17.1.12). 

Tabla XIII. Tratamiento ODN CpG 2006. Matriz de cargas del factor después varimax 

rotación. Las variables que componen el factor corresponden a la expresión de genes tanto 

en bazo (b) como en intestino (i) y la actividad de catalasa (CAT) en hígado; en negrita se 

muestran las cargas mayores 0.85.  

 

Variables Factor 1 Factor 2 Comunalidad Varianza específica 

bIL1β 0.904384 -0.0154531 0.818149 0.181851 

bIL8 0.965322 0.218158 0.979439 0.0205612 

bNFKB -0.818021 -0.514459 0.933827 0.0661732 

CAT 0.858581 0.455665 0.944792 0.0552082 

iIL1β 0.359175 0.916633 0.969223 0.0307769 

iTLR9 0.108108 0.977371 0.966941 0.0330585 

iIRF7 0.784985 0.416615 0.789769 0.210231 
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8. DISCUSIÓN. 

El gran potencial descrito en la diferenciación de células de memoria, producción de 

anticuerpos y citocinas proinflamatorias por parte de los oligodeoxinuclotidos citosina-

guanina tipo B (ODN CpG B) ha dado pie para ser ampliamente probados en diferentes 

especies de peces con fines terapéuticos (Liu et al., 2010; Caipang et al., 2010; Yeh et al., 

2013; Byadgi et al., 2016; Cárdenas-Reyna et al., 2016), principalmente como adyuvantes 

(Klinman et al., 2004). Sin embargo, la efectividad de estas secuencias se ha asociado a la 

longitud de la secuencia, el número de islas CpG, así como el tipo de bases circundantes de 

estos motivos, además se reconoce que estos actúan dependiendo la especie (Cuesta et al., 

2008; Pavan et al., 2016).  

Dado lo anterior, en el presente trabajo se evaluaron cinco diferentes configuraciones 

de secuencias de ODN CpG tipo B en la especie comercial L. argentiventris; ODN CpG 

1668, 5’- TCCATGACGTTCCTGATGCT-’3 (TLR9 de ratón); ODN CpG 1826, 5’- 

TCCATGACGTTCCTGACGTT -’3 (TLR9 murino); ODN CpG D, 5’-

ACCGATAACGTTGCCAACGTTGGT -’3 (contiene el motivo del ODN CpG 1668 

ACGTT); ODN CpG 1670, 5’-ACCGATAACGTTGCCGGTGACG -’3 (contiene el motivo 

del ODN CpG 1668 ACGTT); ODN CpG 2006, 5’ –TCGTCGTTTTGTCGTTTTGTCGTT-

’3 (TLR9 humano), que asemejan los motivos estructurales de bacterias, resaltado en cursiva 

y negrita. Así como una resuspensión bacteriana de V. parahaemolyticus, reportado como 

patógeno de humano, abulón, camarones y peces (Lee K. et al., 2003; Ahmad et al., 2013; 

Khouadja et al., 2013; Hong et al., 2016); el hecho de ser una bacteria supone contiene un 

mayor número de configuraciones de islas CpG no metiladas en su material genético 

comparado con mamíferos (Krieg et al., 1995; Krieg, 2002). Para conocer el posible efecto 

inmunoestimulante que pueden llegar a aportar estas secuencias se compararon los ODN 

CpG y V. parahaemolyticus con la administración vía intraperitoneal de PBS, a lo largo del 

tiempo (10 días). Se evaluaron diferentes parámetros de la respuesta inmune que comprende 

la respuesta antioxidante en hígado, expresión génica en bazo e intestino, así como cambios 

morfológicos en intestino.  
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La actividad enzimática antioxidante en hígado está asociada a cambios provocados 

por estrés biótico o abiótico, por tanto el uso de este enfoque bioquímico ha sido propuesto 

como una alerta temprana de los cambios potencialmente dañino en los peces estresados 

(Yilmaz et al., 2006; Vinodhini y Narayanan, 2009; Adeyemi, 2014; Machado et al., 2014). 

Asímismo, recordemos que este órgano esta diariamente en contacto con distintos antígenos 

derivados de la dieta, así como restos de degradación de bacterias patógenas, por tanto 

también ha desarrollado un mecanismo de defensa inmune (Parker y Picut, 2012; Castro et 

al., 2014). En trucha arcoíris la población celular se ha caracterizado por una mayor 

proporción de células B que expresan IgM, IgD ó IgT, que de células CD3+, CD8α (linfocitos 

T) y debido a la activación de la transcripción, también se sugiere la presencia de linfocitos 

CD4 (Castro et al., 2014); mientras que en tilapia (Wu et al., 2016) se ha confirmado la 

presencia de los distintos tipos de células asesina naturales (NK), y que pueden ser activadas 

directa o indirectamente por la presencia de especies reactivas de oxígeno (Aguilar, 2010; 

Ray et al., 2012). 

Las principales enzimas que mantiene el equilibrio de los radicales libres de oxígeno 

son superoxido dismutasa (SOD), glutatión peroxidasa (GPX) y catalasa (CAT). SOD se 

encarga de la peroxidación del ion superoxido convirtiéndolo en H2O2 y posteriormente GPX 

es el encargado de la detoxificación de H2O2 convirtiendo en agua y oxígeno molecular. Esta 

actividad también es realiza por la enzima CAT, sin embargo su afinidad por el H2O2 es 

menor que la presentada por GPX, por tanto la actividad de CAT es dependiente de la 

concentración del peróxido de hidrógeno (Heck et al., 2010; Bhattacharya, 2015). En el 

presente trabajo solo se observó el incremento significativo de la actividad de SOD en los 

peces tratados con el ODN CpG 1668 al tercer día, sin embargo este patrón no se observó en 

la actividad de CAT por lo que podríamos suponer de acuerdo con Heck et al. (2010), la 

enzima GPX pudo haber estado involucrada en mantener el equilibrio de la concentración 

peróxido de hidrógeno. Mientras que el incremento de la actividad de SOD podría estar 

relacionada con un efecto de modulación por el ODN, dado que también se ha reportado el 

incremento de especies reactivas en plasma, fagocitos, leucocitos de distintas especies de 
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peces con el ODN CpG 1668 (Lee et al., 2003; Cuesta et al., 2008b; Harikrishnan et al., 

2012; Cárdenas-Reyna et al., 2016). 

Así mismo, se observó un ligero aumento de la actividad de SOD y CAT en los 

organismos tratados con Vibrio parahaemolitycus al 1 y 3 día, sin embargo, este incremento 

no fue estadísticamente significativo al ser comparado con el control PBS. De acuerdo Bo et 

al. (2012) y Khouadja et al. (2013) V. parahaemolitycus es un patógeno capaz de infectar 

peces, siendo el hígado uno de los órganos blanco durante la infección, provocando necrosis 

del seno venoso hepático y degeneración hidrópica severa (Zhang et al., 2016), por lo que se 

esperaría una alta tasa de actividad célular o enzímatica que contrarrestre los efectos de la 

infección. Sino se utiliza una cepa patógena natural es necesario asegurar el proceso infectivo 

para que estos signos de patógenocidad sean observados (Paranjpye et al., 2013). En el 

presente trabajo, se empleo una cepa criopreservada perteneciente a la colección de cepas del 

Laboratorio de Patógenesis Microbiana, la cual fue reactivada y aislada de hígado de L. 

argentiventris. A pesar de esto, los organismos no presentaron daños visibles en hígado, esto 

puede deberse a la perdida de los factores de virulencia por criopreservación (Marston et al., 

2005) o la necesidad de variables ambientales óptimas que indujeran la patogenecidad, 

Velazquez-Roman et al. (2013) menciona los puntos de quiebre ocurrren durante los meses 

cálidos, atribuido al incremento de la temperatura en el mar. Estos bajos niveles de actividad 

enzimática tambien puede ser producto de una activación preferencial en hígado de proteínas 

de la fase aguda o proteínas del complemente ante una infección,  de acuerdo a lo reportado 

por Wu et al. (2016) posterior a la infección de tilapia con Streptococcus agalactiae (cepa 

patogena ZQ0910), donde los principales transcritos en hígado corresponden a los 

componentes humorales de la respuesta innata previamente descritos. 

Recientemente Wu et al. (2016) ha sentado las bases que explican la relación entre la 

activación del sistema inmune de hígado e intestino mediante un análisis de transcripción y 

proteómica en tilapia. En este resalta el posible papel de la bilis como canal de distribución 

de proteínas inmunes al intestino, ya sea en homeostasis o durante la inflamación (peces 

retados con S. agalactiae, cepa ZQ0910). Asimismo, concluye que ambos órganos mantienen 

la homeostasis empleado estrategias propias, mediante un sistema reticuloendotelial en 
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hígado y una barrera mucosa en intestino, destacando en este último transcriptos asociados 

al reconocimiento de patrones y la activación de células B por antígenos dependientes de 

células T.  

Sí bien el estudio de inmunoestimulación en intestino ha estado más relacionado con 

el uso de probioticos, prebióticos o simbióticos, por la capacidad de modificar la microbiota 

y de esta manera modular la respuesta inmune y la morfología intestinal (Picchietti et al., 

2009; Dimitroglou et al., 2010; Zhou et al., 2010; Abid et al., 2013; Standen et al., 2013),  

autores como Byadgi et al. (2014) y Cárdenas-Reyna et al. (2016) han observado que el uso 

de ODN CpG, específicamente el ODN 1668, puede de igual forma modular la respuesta 

celular (incremento en el reclutamiento de leucocitos intraepiteliales) y de expresión génica 

relacionada con la respuesta inmune (TLR9, IgM, quimiocina CC, MyD88) en intestino de L. 

peru y R. canadum, además de descartar patologías derivadas por una posible 

sobrestimulación (Obermeier et al., 2005)  

Estos resultados concuerdan con lo encontrado en este trabajo, donde no se 

registraron signos aparentes de inflamación, atrofia, hipertrofia, hiperplasia o dilatación de 

la lamina propia, en pargo amarillo (L. argentiventris) posterior a ser expuesto al tratamiento 

con los ODN CpG; inclusive, se ha descrito tanto in vitro como in vivo (células 

mononucleares de humano y modelo de ratón respectivamente), que el uso de 

oligodeoxinocleotidos no metilados reduce significativamente la respuesta inflamatoria 

causada por alérgenos, al disminuir eficientemente la línea de inmunoestimulación mediada 

por Th2 (linfocitos cooperadores 2) e incrementar la respuesta Th1 (linfocitos cooperadores 

1) (Bohle et al., 1999; Duechs et al., 2012; Kim et al., 2016); la cual involucra la presentación 

del antígeno al complejo mayor de histocompatibilidad II (MHC II), incrementando la 

producción de IL-2, IFNγ, IFNα, IL-12, IL-18 que estimulan la inmunidad mediada por 

células (macrófagos, células dendríticas, neutrófilos, etc.) (Romagnani et al., 1999; Estrada 

et al., 2002), y que puede resultar más atractiva que una respuesta humoral en términos de 

búsqueda de adyuvantes en vacunas (Coffman et al., 2010). 
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Para conocer si este efecto se observaba de igual forma en L. argentiventris, se 

cuantificó por RT-qPCR la expresión del Factor 2 de Unión al potenciador de interleucina 

(ILF2/ NF45) y el factor de transcripción del factor 7 regulador de interferón. ILF2 es una 

proteína de unión al DNA que en conjunto con el Factor 3 de Unión al potenciador de 

interleucina (ILF3 ó NF90) forman el factor nuclear de células T activadas (NF-AT, por sus 

siglas en inglés) que regula la transcripción, modificación postranscripcional, translocación 

de mARN y traducción de IL-2¸ donde esta interleucina promueve la supervivencia, 

proliferación y diferenciación de diversas poblaciones de células B, T y asesinas naturales 

(NK)(Zhao et al., 2005; Dijkstra et al., 2014). En este estudio se observó que en los 

organismos tratados con ODN CpG 1826 (día 3), ODN CpG 1670 (3,10 día) y ODN CpG 

1668 (10 día) aumento la expresión de ILF2, 1.5 más veces que el control (PBS) en intestino. 

ILF2/NF45 ha sido caracterizado e identificado en peces como Ctenopharyngodon idellus, 

Epinephelus coioides, Cynoglossus semilaevis, Danio rerio, Sparus aurata L., Hippoglossus 

hippoglossus L., donde se ha reportado que parte de la regulación de la expresión es debida 

a infecciones por patógenos, parasitos o virus y que la presencia de ILF2/NF45, al igual que 

en mamíferos, incrementa la expresión de IL-2 (Lin et al., 2006; Cui et al., 2011; Chi et al., 

2013; Pérez-Córdon et al., 2014; Mommens et al., 2014). 

Así mismo se realizó la cuantificación de transcritos de ILF2 en bazo, el cual es uno 

de los principales órganos hematopoyéticos en peces, que al igual con vertebrados superiores, 

se encarga de la eliminación de eritrocitos viejos ó dañados; y de la maduración de linfocitos 

T (citotóxicos o cooperadores) y linfocitos B (productoras de anticuerpos) (Zapata et al., 

2006; Boehm et al., 2012). En bazo se observó que los ODN CpG 1670 (1 y 7 día; 2 veces 

más que el control [PBS]), V. parahaemolyticus (1 y 7 día), ODN CpG 2006 (3 y 10 día), así 

como ODN CpG 1668 (10 días) modulan la expresión de ILF2.  

La finalidad de evaluar estos órganos radica en conocer si los ODN CpG tienen un 

efecto inmunoestimulante al ser reconocido por lo diferentes tipos o proporciones celulares 

que traducen esta actividad mediante la activación de quimiocinas, mientras se evalúa su 

efectividad y regulación a través del tiempo. Se ha reportado que en intestino y bazo de 

Oncorhynchus mykiss existe una mayor población de células presentadores de antígenos 
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(ACP, por sus siglas en ingles), específicamente células dendríticas, comparado con riñon 

cefálico o sangre (Bernanrd et al., 2006; Bassity y Clark, 2012). Sin embargo, Bassity y Clark  

(2012) suponen que la respuesta inmune en peces es más lenta comparado con mamíferos; 

mientras que Bernanrd et al. (2006) mencionan que posiblemente el microambiente en el 

intestino no es del todo apropiado para la selección y estimulación de las células T. Dado lo 

anterior posiblemente esto deriva en una baja estimulación de la transcripción de la proteína 

ILF2/NF45 en intestino; más estudios son necesarios para corroborar lo anterior. No obstante, 

este es uno de los primeros trabajos en demostrar la modulación de la expresión de IFL2 por 

la administración intreperitoneal de ODN CpG en teleósteos. 

El factor 7 regulador de interferón (IRF7), es el mayor factor de transcripción que 

regula la expresión de interferones tipo I (IFN) (Honda et al., 2005; Ning et al., 2011). Estos 

interferones son las principales citoquinas contra patógenos virales, al interferir en el proceso 

de replicación viral (Müller et al., 1994; Schoggins et al., 2011). Los IFN I se han identificado 

en distintas especies de teleósteos, conservando su función y regulación al igual que en 

mamíferos (Chang et al., 2013). En el presente trabajo se observó una sobrexpresión 

altamente significativa del gen IRF7 en intestino por el ODN 1826; más de 100 veces más 

que el control>ODN CpG 1670>ODN CpG D >ODN CpG 2006 > V. parahaemolyticus 

>ODN CpG 1668 (en orden descendente) al primer día después de la administración vía 

intraperitoneal; mientras que en bazo, resalta que la sobrexpresión del factor de transcripción 

solo fue de 2 veces más que el control con la mayoría de los ODN CpG, resaltando la 

inmunoestimulación por el ODN CpG 1670 (4 veces más que el control, 7 día). Este 

incremento en la expresión de IRF7 deja un precedente de la posible producción de 

interferon. La modulación de la expresión del IRF7 o de IFN, por efecto de secuencias de 

ODN CpG se ha identificado en Salmo salar (Skjæveland et al., 2008; Iliev et al., 2013), P. 

olivaceus (Zhou et al., 2014), donde se puntualiza que la activación de factor de transcripción 

es dependiente de la respuesta mediada por el factor de diferenciación mieloide 88 (MyD88, 

por sus siglas en inglés), asociado al receptor tipo toll 9 (TLR9) y la participación de quinasas 

MAP (quinasas activadas por mitógenos) (Honda et al., 2005; Ning et al., 2011). Sin 

embargo, recordemos que la cascada de señalización de TLR9 no tiene como único producto 
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la activación de IRF7 y posterior producción de IFN, sino que además se ha descrito puede 

mediar la producción de citoquinas proinflamatorias como IL-1β, IL-6, TNF-α y quimiocinas 

(C, C-C, CXC (IL-8), CXXXC) por regulación de los factores de transcripción NFκβ (factor 

nuclear κβ) y AP-1 (proteína activadora 1) dependientes de la fosforilación de proteínas Iκβ 

quinasas (IKK) de la familia IRAK (Yi et al., 2003). De acuerdo a lo anterior, en este trabajo 

se evaluó la expresión de TLR9, NFκβ, IL-1β e IL-8 para conocer más acerca del efecto 

inmunoestimulante de los ODN CpG en pargo amarillo.  

Takano et al. (2007), Cuesta et al. (2008), Yeh et al. (2013), Byadgi et al. (2014a, b) 

y Cárdenas-Reyna et al. (2016) describen que secuencias de DNA que incluyen motivos CpG 

incrementan la expresión de TLR9 en diferentes peces: P. olivaceus, S. aurata, D. rerio, R. 

canadum y L. peru. En esos estudios mencionan que la señalización río abajo dependiente de 

MyD88-NFκβ es la responsable de la activación de citoquinas proinflamatoria como IL-1β, 

TNF-α y quimiocina C-C. En el presente trabajo se observó que, efectivamente, las 

secuencias de oligodeoxinucleotidos CpG promueven la sobreexpresión de IL-1β e IL-8 tanto 

en intestino (1 y 3 día) como en bazo (1, 3, 7 y 10 día); pero al contrario con lo reportado, no 

se observó la expresión significativa de TLR9 en intestino, mientras que en bazo se observó 

hasta el 10 día con el CpG ODN 2006 (> 15 veces más que el control). El mismo patrón de 

expresión se observó en ambos órganos con el gen NFκβ, especialmente con los ODN CpG 

1826, ODN CpG1670 y ODN CpG 2006. Se observó también una correlación significativa 

en el comportamiento de expresión de TLR9, NFκβ, IL-1β e IL-8 con el CpG ODN 1826 en 

intestino [Pearson, p<0.05: (0.64) TLR9- NFκβ; (0.68) IL-1β - IL-8, (-0.68) TLR9- IL-1β; (-

0.79) TLR9-IL-8]. Además, mediante el análisis factorial se pudo demostrar que los 

componentes que más afecta a la respuesta inmune por los CpG ODN son los componentes 

humorales de la respuesta pro-inflamatoria (IL-8, IL-1β) tanto en bazo como en intestino. 

Dos posibles escenarios son propuestos ante este suceso: en bazo, es posible el efecto 

de regulación negativa reversible en la expresión de TLR9 por presencia de los productos 

(retroalimentación ó feedback en inglés). La evidencia de esto son los altos índices de 

sobreexpresión de IL-1β e IL-8, y la expresión no significativa o subregulación de TLR9 y 

NFκβ los primeros 3 días; a partir del 7 día la inversión de los papeles, expresión significativa 
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de TLR9 y NFκβ, y la disminución en la expresión de IL-1β e IL-8. Este efecto ha sido descrito 

por Müeller et al. (2006) en células epiteliales de humano, donde la expresión de la proteína 

TLR4 y TLR3 disminuyó significativamente en presencia de IL-4 y IL-13. Sin embargo, en 

el caso de TLR9 es necesario realizar un análisis más profundo. 

Mientras que en intestino, posiblemente estas secuencias no estén siendo reconocidas 

solo por el TLR9, sino que existe otro receptor involucrado que regula la expresión de 

citoquinas proinflamatorias por la activación del factor nuclear AP-1. Esta bipolaridad de 

reconocimiento, se podría asociar con el receptor tipo toll 21 (TLR21) ya que es considerado 

un homólogo del TLR9 en términos de respuesta en la estimulación por ODN CpG. Lo 

anteerior se ha descrito solo en pollos (Gallus gallus) (Brownlie et al., 2009; Keestra et al., 

2010; He et al., 2012; Chrząstek et al., 2014) y varias especies de peces que poseen un 

número alto de copias de TLR21 en branquia, bazo, intestino y piel (Li et al., 2012; Sundaram 

et al., 2012; Wang et al., 2013; Yeh et al., 2013; Gao et al., 2013; Priyathilaka et al., 2014; 

Pang et al., 2016; Sun et al., 2016). Sin embargo, la cascada de señalización río abajo por 

efecto de los ODN CpG no se encuentra del todo caracterizada. Hasta el momento se conoce 

la capacidad de inducir la expresión de TLR21 frente a CpG ODN, así como, la ya 

mencionada sobrexpresión de IFN-γ, IL-10, IL-1β, IL-6 (Sundaram et al., 2012; Chrząstek et 

al., 2014; Sun et al., 2016) que de acuerdo con Gao et al. (2013) es dependiente de MyD88. 

Lo anterior se ha demostrado al emplear un hepta-péptido que inhibe permanente la 

homodimerización de MyD88 en leucocitos de riñón cefálico de P. olivaceus y 

posteriormente estimular las células con CpG ODN, donde se observó que los niveles de 

expresión tanto de TLR21, MyD88 y TNF disminuyeron significativamente. Por 

consecuencia, se asume que el factor NFkB está implicado en esta cascada de señalización, 

sin embargo aún no se descarta la activación de la transcripción por AP-1.  

Por otra parte Yeh et al. (2013) comprobó que TLR9 y TLR21 tiene diferentes 

patrones en el perfil de reconocimiento frente a los ODN CpG en D. rerio. Por ejemplo, 

zebTLR9 es altamente activado por ODN CpG que contienen el motivo GTCGTT y en menor 

grado por las secuencias que contienen los motivos GACGTT y AACGTT; mientras que 

zebTLR21 es activado principalmente por los oligodeoxinucleotidos que contienen el motivo 
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GTCGTT, confirmando su efecto especie-específico. Estudios in silico han predicho que esta 

diferenciación de reconocimiento es debido a la estructura tridimensional que adquiere la 

proteína, debido a las repeticiones ricas en leucina que confieren zonas cóncavas cargadas 

positivamente y que pueden estar relacionadas con el reconocimiento del ligando mediante 

los motivos CG (Yeh et al, 2012; Sundaram et al., 2012; Zhou et al., 2013; Ohto et al., 2015; 

Sun et al., 2016; Pang et al., 2016). En este estudio observamos que las secuencias que 

promueven un mayor efecto inmunoestimulante son aquellas que contienen 2 motivos 

GACGTT (ODN CpG 1826), posteriormente aquella que contiene cuatro CG dentro del 

motivo GACGTT, AACGTT, GTCGTT (ODN CpG 1670, 2006) y por último las secuencias 

que solo poseen un motivo GACGTT (CpG ODN 1668) y tres CG (ODN CpG D). Estos 

resultados concuerdan con lo encontrado por Meng et al. (2003) en Ctenopharyngodon 

idellus y Caipaing et al. (2010) en Gadus morhua. Además, Yeh et al. (2013) en D. rerio 

demostró que la secuencia del motivo CpG es mucho más importante en la activación del 

sistema inmune y que el número de motivos CpG no está necesariamente relacionado con 

una mejor respuesta inmune. Por lo tanto, a esto agregamos que posiblemente un factor 

importante es la distribución del motivo de CpG en la secuencia por los resultados observados 

en este trabajo. 

Así mismo se observó que, comparado con el tratamiento de V. parahaemolyticus, las 

secuencias CpG ODN tiene un mayor efecto inmunoestimulante. V. parahaemolyticus es un 

patógeno bacteriano zoonótico (Brennan-Krohn et al., 2016; Zhang et al., 2016) que posee 

una variedad de factores de virulencia como adhesinas toxinas y la secreción de efectores 

involucrados en el proceso de citotoxidad y enterocitoxidad (Brogerg et al., 2011). Éstos 

pueden ser reconocidos por distintos receptores de patrones moleculares asociados a 

patógenos (PAMP) (Fan et al., 2015) de acuerdo a la disponibilidad de los mismos (Zhao et 

al., 2013). Es por ello que posiblemente se observó la activación en la expresión de citoquinas 

desde el primer día pero la sobreexpresión de TLR9 hasta el día 10. 

Para que un patógeno pueda generar la enfermedad en un organismo, es necesario que 

este logre pasar todas las barreras del sistema inmune del huésped; y una vez asociado a un 

tejido o célula, el patógeno encuentra un nicho apropiado para su replicación y dispersión 
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(Knudsen et al., 1999; Namba et al., 2007). En peces, una de estas barreras es la mucosa que 

recubre los principales órganos que están en contacto con patógenos externos: piel, branquias 

e intestino (Gomez et al., 2013). Principalmente producido por las células Goblets, el mucus 

es una red de mucopolisacáridos formados escencialmente por glicoproteínas que puede 

clasificarse en neutras o ácidas de acuerdo a la técnica histoquímica empleada (azul alcian-

PAS) (Neuhaus et al., 2007). La función de las mucinas ácidas se asocia a la protección ante 

infecciones (Bosi et al., 2005) mientras que las mucinas neutras se han relacionado en el 

proceso de digestibilidad de alimentos (Domeneghini et al., 1998). De acuerdo con Álvarez-

Pellitero (2011), la producción de esta red de mucopolisacáridos puede ser regulada por 

diferentes interlucinas como IL-1β, IL-6, IL-4, IL-13 e IL-8. De acuerdo a lo anterior, se 

cuantificó la producción de mucinas neutras y ácidas en intestino, donde se observó un 

aumento en la cantidad de mucinas neutras por efecto de los ODN CpG 1826, 1668 y 1670 

al día 3. Además se encontró una correlación positiva entre la expresión de IL-1 β (0.5953) 

y IL-8 (0.7738) con el número de mucinas neutras en intestino con el ODN CpG 1826 

(p<0.05). Sin embargo esta correlación no se encontró en los peces tratados con los CpG 

ODN 1668 y 1670.  

Al décimo día, también se pudo observar el aumento significativo de mucinas ácidas 

con V. parahaemolyticus, así como la disminución y posterior aumento de estas mucinas del 

séptimo (7.58±0.49) al décimo (21.59±4.70) día (p<0.05). Rumio et al. (2004), Lee et al. 

(2006) describen la disminución de células productoras de mucinas en modelo de ratón 24 

horas, así como la disminución de la expresión de TLR9 después de ser tratados con ODN 

CpG 1668 y con el ODN CpG 2006 respectivamente. Pero bueno, ¿por qué sucede este 

fenómeno? Diversos grupos de investigación sugieren que la primera respuesta biológica del 

organismo infectado por una bacteria patógena, es deshacerse del mucus infectado y 

posteriormente producir una nueva capa de mucus (Ferguson et al., 1992; Lodemel et al., 

2001; Schroers et al., 2009; Estensoro et al., 2013). Por lo tanto, posiblemente en este estudio 

se observó esta modulación en la producción de mucinas ácidas y la expresion de TLR9 

relacionada con la regeneración de células productoras de mucus y la re-expresión de TLR9. 
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Dado que los principales agentes causantes de enfermedades son bacterias, virus y 

parásitos, el uso y diseño de vacunas ha tomado un papel importante en el cultivo de peces; 

siendo una de los factores más importantes que ha permitido el crecimiento y éxito del cultivo 

extensivo (Brudeseth et al., 2013). Una vacuna es una suspensión de microorganismos 

muertos o atuneados, sus toxinas o componentes de la pared celular, destinado a generar 

inmunidad contra una enfermedad estimulando la producción de anticuerpos (WHO, 2016). 

Sin embargo, existen algunas limitantes en su uso tales como: su eficiencia en diferentes 

etapas de desarrollo, la administración de múltiples dosis, además de que la protección 

disminuye con el tiempo. Por lo anterior, muchas de las estrategias para mejorar estos 

problemas se han enfocado en mejorar la activación de la respuesta inmune innata celular, 

células presentadoras de antígenos (APC, por sus siglas en inglés) especialmente células 

dendríticas (DC, por sus siglas en inglés), ya que típicamente este es el punto de inicio para 

la generación de memoria (Kornbluth y Stone, 2006). Es aquí donde entra el uso de los CpG 

como posibles adyuvantes. Algunos autores han evaluado secuencias de 

oligodeoxinucleotidos en conjunto con suspensiones bacterianas para la generación de 

resistencia ante patógenos como R. salmoninarum en Oncorhynchus tshawytscha (Rhodes et 

al., 2004) o Vibrio harveyi subuni en S. maximus (Liu et al., 2010). En los reportes anteriores, 

se ha  observado un mayor porcentaje de sobrevivencia comparado con el uso de los CpG 

ODN solamente. Por lo anterior, este estudio además de aportar información valiosa en la 

regulación de la respuesta inmune de L. argentiventris por los CpG ODN, es un acercamiento 

para la selección de adyuvantes que mejoren la activación de la respuesta inmune y por tanto 

la producción de factores celulares y humorales para el reconocimiento efectivo de los 

patrones moleculares asociados a patógenos y su destrucción. 
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9. CONCLUSIÓN 

 La actividad de SOD y CAT solo fue modulada por el ODN CpG 1668 y V. 

parahaemolitycus, pero con títulos bajos.  

 

 No se encontraron daños histopatológicos en intestino asociados a la 

inmunoestimulación.  

 

 Hubo un aumento en la cantidad de mucinas neutras en intestino por efecto de los 

ODN CpG 1826, 1668, 1670; el incremento de mucinas con el ODN CpG 1826 

mostro una correlación positiva  con la expresión de genes  IL-1 β y IL-8. 

 

 Se determinó una sobreexpresión altamente significativa de los factores de 

transcripción IRF7 y en menor medida de ILF2, así como de IL-8, IL-1β con los ODN 

CpG 1826, 1668, 1670 tanto en intestino como en bazo, estos últimos genes los 

efectores de la estimulación por los ODN CpG. Concluyendo que los ODN CpG tipo 

B se especializan en el reclutamiento y maduración de células de la respuesta inmune 

en L. argentiventris. Además este es uno de los primeros trabajos en reportar la 

modulación de ILF2 por efecto de los ODN CpG tipo B. 

 

 Después de evaluar la respuesta antioxidante, la morfología intestinal y cuantificar la 

expresión de genes inmunorelevantes (TLR9, IL-8, IL-1β, IRF7, ILF2, NFκβ), la 

conclusión es que las secuencias de ODN CpG 1826, 1670, 1688 tienen la capacidad 

de modular la respuesta inmune de Lutjanus argentiventris y la producción de 

mucinas sin provocar daños histológicos asociados a la inmunoestimulación. De 

acuerdo a los resultados obtenidos se puede decir que el ODN CpG 1826 muestra una 

mayor inmunoestimulación, lo que sugiere que el motivo GA/TCGTT está 

directamente relacionado con el proceso de activación. Sin embargo, más 

información es requerida para confirmar si la activación de citoquinas y factores de 

transcripción son reguladas por la cascada de señalización dependiente del Receptor 

Tipo Toll 9.   
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 Por tanto, la hipótesis formulada se rechaza debido a que la modulación provocada 

en la respuesta antioxidante, producción de mucus, así como en la expresión de 

interlucinas y factores de transcripción involucrados en la repuesta inmune de L. 

argentiventris por efecto de ODN CpG tipo B no está relacionado directamente con 

la cascada de señalización del Receptor Tipo Toll-9. 

 

10. RECOMENDACIONES 

 Evaluar el grado de protección del CpG ODN 1826 en L. argentiventris frente a un 

reto bacteriano o parasitario. 

 Incluir un mayor número de genes implicados en la cascada de señalización río abajo, 

así como del receptor TLR21. 
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