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Resumen

La intensificacion de la acuicultura de especies marinas ha crecido en los ultimos
afos y ha aumentado la susceptibilidad de brotes de enfermedades por bacterias
patbgenas como Vibrio parahaemolyticus, una de las especies que causa la
vibriosis en peces. Por lo tanto, se requieren alternativas que mejoren la salud y
disminuyan los impactos de las enfermedades de los animales en cultivo. Algunas
levaduras son una alternativa ya que pueden funcionar como probioticos, que son
microorganismos que cuando se consumen en cantidades adecuadas benefician
la salud y aumentan la resistencia a enfermedades del hospedero. Por esto, el
objetivo del presente trabajo fue caracterizar el potencial inmunoestimulante de la
levadura Kluyveromyces lactis cepa M3 y sus B-glucanos en la dorada (Sparus
aurata) y en el huachinango (Lutjanus peru), peces de importancia acuicola en
Europa y América. Primeramente, el potencial probiotico de K. lactis M3 (aislada
de un ambiente marino extremo) se evalué in vitro. También, la levadura se
incorpord en la dieta y se realizé un reto con V. parahaemolyticus. Se obtuvieron
muestras para determinar parametros inmunoldgicos y de tejidos para analisis de
expresion de genes. Ademas, se realizé un analisis in vitro e in vivo de los B-
glucanos obtenidos de esta levadura y se realizO un reto experimental con V.
parahaemolyticus. Se caracterizd un receptor que participa en el reconocimiento y
respuesta inmune de B-glucanos de la levadura. Los resultados demuestran
gue K. lactis M3 tolera diferentes concentraciones de sal, sales biliares y pHs y no
causa toxicidad en leucocitos de pez. La viabilidad de leucocitos fue significativa
mayor comparada con el grupo control después del reto. Por otro lado, la
caracterizacion de los B-glucanos demuestran que no causan citotoxicidad y que
tienen actividad antioxidante e inmunoestimulante frente a retos con patégenos.
En conclusion, la administracion oral de K. lactis M3 estimula el sistema inmune de
la dorada y reduce la citotoxicidad por V. parahaemolyticus, lo que demuestra su
potencial probidtico para peces. Los B-glucanos de K. lactis M3 tienen potencial
inmunoestimulante e inmunoprotector contra infecciones en peces. Una
perspectiva principal de esta investigacion es profundizar sobre los mecanismos y
rutas de sefializacion del sistema inmune por el efecto de K. lactis M3 y sus [3-
glucanos en la dorada y en el huachinango.
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Summary

Aquiculture intensification of marine species has grown in the last years and has
increased the susceptibility of diseases outbreak by pathogen bacteria as V.
parahaemolyticus, one specie that causes vibriosis in fish. Therefore, is necessary
alternatives that improves health and decreased diseases loss of animals cultured.
Some yeast, are an alternative because of can works as probiotics that are
microorganisms that when fed in adequate amounts benefits to health and
increased the resistance to diseases of host. For this, the goal of this work is
characterizer the immunostimulant potentia of the yeast Kluyveromyces lactis
strain M3 and their B-glucans in the Gilthead seabream (Sparus aurata L.) and
Pacific Red snapper (Lutanus peru), fish with aquaculture potential in Europe and
America. Firstly, in vitro potential of K. lactis M3 (isolated from environmental
marine extrem) probiotic was evaluated. Also, the yeast was evaluated in diets and
was realized a challenge with V. parahaemolyticus. Samples were obtaining to
determined immunological parameters and gene expression in tissues. In addition,
analyses in vitro and in vivo with B-glucans from K. lactis M3 was realized with an
experimental challenge addition V. parahaemolyticus and P. damselae. Also, the
knowledge of the response of B-glucan in fish was deepened, characterizing a
receptor that participle in the recognition and immune response of B-glucans. The
results showed that K. lactis M3 is able to survive at different concentrations of salt,
biliar salts and pHs moreover this yeast does not toxic to leukocytes from head
kidney from fish. Interestingly, the cellular viability was improved significantly
compared to control group after challenge. In the other hand, the biochemistry
characterization of B-glucans demonstrated that it has an antioxidant potential and
does not cause cytotoxic and immune response its increased against challenge
with pathogens. In conclusion, the oral administration of K. lactis M3 stimulate the
immune system of the fish and decreased the cytotoxic by V. parahaemolyticus, for
this K. lactis M3 is a probiotic interesting for aquiculture. B-glucans from K. lactis
M3 have a immunostimulant potential and protector against fish infections.
Perspective main of this investigation was deepen about mechanism and signaling
pathways of immune system for the effect of K. lactis M3 and their B-glucans over
fish.

Keywords: Kluyveromyces lactis M3, B-glucans, probiotic, immunostimulant, fish.
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1. INTRODUCCION

La acuicultura ha representado una fuente importante de alimentos en las ultimas
cuatro décadas. Sin embargo, los peces bajo cultivo intensivo se enferman por
patdogenos del género Vibrio causantes de vibriosis, provocando pérdidas
econdémicas millonarias (FAO, 2016). En la actualidad no existe una vacuna
efectiva contra la vibriosis. Como alternativa a este problema, diversos estudios
demuestran que el uso de probidticos y vacunas administradas via oral o via
intraperitoneal (i.p.) pueden mejorar la respuesta inmune y la resistencia de peces
contra patégenos. Recientemente, en nuestro grupo de trabajo encontramos que
la levadura marina Sterigmatomyces halophilus, aislada de un ambiente
marino extremo, posee propiedades probidticas e inmunoestimulantes para peces
(Reyes-Becerril et al., 2017b). Por otra parte, observamos que la administracion
i.p. del antigeno recombinante purificado ToxA de V. parahaemolyticus
protege al huachinango (Lutjanus peru) y dorada (Sparus aurata) del reto

infeccioso (vibriosis) (Reyes-Becerril et al., 2016; Reyes-Becerril et al., 2017a).

En el caso de S. halophilus, la administracion en la dieta protege a los peces del
reto infeccioso con V. parahaemolyticus y estimula la expresion de los genes
IL-18 y TNF-a, la produccion de IgM y la actividad de enzimas (p.€j.
mieloperoxidasa, lisozima) asociadas a la respuesta inmune (Reyes-Becerril et al.,
2017b). En el caso de la ToxA, la administracion i.p. induce la producciéon de
anticuerpos IgM en huachinango y dorada que podria estar asociados a la
proteccion. Interesantemente, el gen que codifica para el receptor de patrones
moleculares asociados a patdégenos TLR5 (Toll-like receptor 5, en inglés) se
sobreexpresa después de la inmunizacién, indicando el posible
reconocimiento de ToxA; y la consecuente cascada de sefalizacion que
involucra la sobreexpresion de genes de citocinas pro-inflamatorias como
Interleucina-1 beta (IL-1B) y el factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-a)

necesarias para la induccion inicial de una respuesta inmune efectiva.

Ademas, en diversos estudios se ha comprobado el potencial inmunoestimulante

que puede llegar a tener los beta-glucanos (B-glucanos), generalmente
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reconocidos por el receptor Dectina-1 y TLR2 presentes en macrofagos (Akula et
al., 2014). EIl reconocimiento de los [(B-glucanos desencadena una cascada de
sefalizacion dentro de la célula que regula la produccién de citocinas pro-
inflamatorias como IL-1B mediante el factor de transcripcion NF-kB. En afios
recientes se le ha dado un enfoque a los B-glucanos como promotores de la
inmunidad innata entrenada, un fendmeno recientemente descrito cuya finalidad
es crear cierta “memoria” en células del sistema inmune innato. Por otro lado, la
administracion de nucleodtidos para fines nutricionales ha girado en un enfoque
inmunomodulador, por sus propiedades como activadores de linfocitos By T. En
peces, los nucledtidos se han administrado como promotores de crecimiento para
el aumento de peso y talla de los mismos, sin embargo, no se ha dado enfoque en
la posible modulacion que tenga sobre el sistema inmune. Estudios como el de Gil
(2002) son pioneros en el estudio del efecto de nucleétidos exbégenos
administrados a células inmunes, observando que son activadores de células T y
B.

Por ello, en este proyecto de investigacion se plante6 caracterizar la respuesta
inmune e inmunoproteccion por la administracion de la levadura K. lactis M3 y sus
B-glucanos contra la vibriosis causada por V. parahaemolyticus en peces. También
adicional a esto, se planea la caracterizacion de un receptor de B-glucanos en
huachinango, tras la estimulacién de un antigeno vacunal en combinacion con un

B-glucano experimental (-glu/Sh).



2. ANTECEDENTES
2.1. Vibriosis

La vibriosis es un grupo de infecciones intestinales y extraintestinales
causadas por bacterias marinas del género Vibrio (Austin y Austin, 2016). Todas
las especies de este género son anaerobios facultativos, citocromo oxidasa
positivo, bacilos Gram negativos y gran parte de ellos requieren sal para su
crecimiento (Ryan y Ray, 2004). Las especies del género Vibrio actualmente
abarcan alrededor de 100 especies y son predominantemente asociadas a
ambientes marinos (Takemura et al., 2014). En el cultivo de peces y crustaceos, la
vibriosis es una de las enfermedades bacterianas con mayor prevalencia,
causando alta mortalidad y pérdidas econ6micas importantes para la acuicultura
(Roberts, 2001). Vibrio alginolyticus, Vibrio cholerae y Vibrio parahaemolyticus son
los patégenos mas relevantes debido a su impacto en la salud publica, algunos
mediante su transmisién zoonoética a través del consumo crudo de peces y
mariscos contaminados (Gdoura et al., 2016). La vibriosis en humanos causa
gastroenteritis, infecciones en piel y otros tejidos, e incluso septicemia (Sawabe et
al., 2013). Los datos actuales sobre la vibriosis indican que el 97% de las
infecciones causadas por el consumo de los organismos infectados sin proceso de
coccidn han prevalecido en ambientes costeros (Newton et al., 2012). Incluso en
paises de primer mundo como en Estados Unidos, la vibriosis es una enfermedad
gastrointestinal comun (Paranjpye et al., 2015; lwamoto et al., 2015; Froelich et al.,
2016). Curiosamente las vibriosis comunes que no estan relacionadas con el
cOlera y que infectan a humanos estan relacionadas con patégenos como V.
vulnificus y V. parahaemolyticus. Estas infecciones son asociadas con
gastroenteritis y septicemia (3.6%) en comparacion con otras infecciones
bacterianas (Weis et al., 2011). En el afio de 1950, Fujino y colaboradores fueron
los primeros en aislar V. parahaemolyticus de alimentos contaminados
provenientes del mar. Este, como otros vibrios, tiene la capacidad de transmisién
zoonotica y es ampliamente distribuido en estuarios y ambientes marinos; sin

embargo, su patogénesis ha sido poco descrita (Hlavsa et al., 2011).
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Por otra parte, V. parahaemolyticus es un patégeno relacionado con la
infeccion en crustaceos y en peces (Austin y Austin, 2007). El perfil de los
marcadores de V. parahaemolyticus en crustaceos y peces demuestra que se
superpone, lo que se sefala una transmision directa de este patdgeno entre
ambos organismos (Yang et al., 2008). Sin embargo, aun no esta claro los
mecanismos de transmision cruzada entre especies de animales marinos (Ananda
et al., 2017).

2.2. Vibrio parahaemolyticus
Esta bacteria patégena ha sido ampliamente descrita en especies marinas,

principalmente en crustaceos (p.ej. camaron Litopenaeus vannamei) debido a su
alta prevalencia (Ananda et al., 2017; Kummar et al., 2014). V. parahaemolyticus
presenta caracteristicas microbiolégicas como crecimiento a temperaturas de 29-
31°C y pHs desde 5.6 hasta 7.0, asi como flagelos que le permiten moverse
(Figura 1).

Figura 1. Fotografia V. parahaemolyticus Fotografia electronica de V.
parahaemolyticus. La barra significa una medida de 1 ym. (Tomada de McCarter,
1999).

Esta bacteria generalmente posee alta motilidad por dos flagelos
localizados en ambos polos de la célula (Daniels et al., 2000). Algunas cepas
tienen solamente un flagelo, sin embargo, para ambos casos su motilidad suele
ser alta y le permite el desplazamiento en medio liquido (McCarter, 1999). V.

parahaemolyticus utiliza oxigeno como aceptor final de electrones cuando genera
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ATP, por lo que realiza respiracion aerobia y es clasificado en pruebas

bioquimicas como citocromo oxidasa positivo (Mc Laughlin et al., 2005).

2.3. Factores de virulencia y patogénesis

Las cepas de V. parahaemolyticus tienen un namero distinto de factores de
virulencia entre los que incluyen: hemolisinas termoestables directas (tdh; por sus
siglas en inglés), tdh relacionadas a hemolisinas (trh) y adhesinas. Las
hemolisinas en V. parahaemolyticus se relacionan a los sistemas de secrecion tipo
[l designados como T3SS1 y T3SS2 (por sus siglas en inglés; Markino et al.,
2003). El T3SS1 tiene un numero de factores de virulencia que causan la lisis de
las células del hospedero y permite la salida de importantes nutrientes para
asegurar su supervivencia en el ambiente (Burdette et al., 2008; Paranjpye et al.,
2012). Ademas, algunas cepas de V. parahaemolyticus poseen el T3SS2 que
contiene su propio numero de genes tdh y trh que ocasiona diferentes grados de
patogenicidad. Ademas, los sistemas de secrecidon del tipo Il de V.
parahaemolyticus tienen dos diferentes tipos de flagelos con funciones para nadar
y desplazarse, asi como otras proteinas (antigenos K) que forman una capsula de
proteccion (Broberg et al.,, 2011). Por otra parte, la adhesion es el paso mas
importante de una bacteria para la union inicial con la célula del hospedero.
Durante la infeccion, la adhesion es mediada por proteinas en la superficie de la
bacteria que hacen contacto con proteinas en la superficie de la célula del
hospedero (Park et al., 2004).

2.3.1 Adhesién

La principal proteina de adhesion conservada en muchas bacterias Gram
negativas es la proteina multivalente de adhesion nimero 7 (MAM7; por sus siglas
en inglés). Esta proteina consiste de una secuencia hidrofébica de 44 aminoacidos
en el extremo N-terminal y es necesaria para la localizacion y anclaje en la
membrana externa (Pukatzki et al., 2006). MAM7 contiene 7 dominios
conservados de proteinas de entrada a células de mamifero (mce; por sus siglas
en inglés mammalian cell entry). El gen de MAM7 es expresado constitutivamente

permitiendo un establecimiento entre la célula Gram negativa y la célula huésped
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desde su primer contacto, lo que conlleva a la regulacién positiva de proteinas del
patdgeno y proteinas especificas de adhesion del huésped (Krachler y Orth,
2011). El proceso de adhesion inicia cuando MAM7 se une a la fibronectina y al
acido fosfafatidico (Geissler, 2012). Incluso, la expresion heterdloga de MAM7 es
suficiente para acoplar una E. coli no patogénica a una célula hospedero; ademas
el bloqgueo de MAM7 atenua la citotoxicidad de V. parahaemolyticus o de bacterias
patbgenas Gram negativas que expresen MAM7 (Salomén et al., 2013a). Esta
proteina es necesaria para la union inicial con el hospedero y para la accion de los
sistemas de secrecion tipo Il durante la infecciébn (Hiyoshi et al.,, 2011).
Interesantemente, esta observacion provee una nueva perspectiva en las
interacciones entre célula del hospedero y la bacteria patdgena (Krachler et al.,
2011). Por otra parte, el descubrimiento de MAM7 permitié nuevas investigaciones
de otras moléculas implicadas en la colonizacion de células y con potencial como
agentes terapéuticos contra bacterias Gram negativas, incluyendo a V.

parahaemolyticus (Krachler et al., 2012; Salomon et al., 2013).

2.3.1.1 Factores de virulencia implicados en la vibriosis

Los brotes de enfermedades causadas por V. parahaemolyticus han ido
incrementando (Zheng et al., 2014). Esto se ha encontrado principalmente en
paises con altos niveles en consumo de alimentos provenientes del mar, donde V.
parahaemolyticus causa mas de la mitad de muertes por contaminacion de estos
alimentos (Daniels et al., 2000a). En estos brotes, thd y trh son los dos factores de
virulencia asociados con la actividad de citotoxicidad y hemolisis de V.
parahaemolyticus sobre su célula huésped (Zheng et al., 2014). Es importante
mencionar que no todas las cepas de V. parahaemolyticus causan mortalidad
(Velazquez-Roman et al.,, 2012). Las cepas aisladas del medio terrestre
usualmente no presentan los genes de virulencia (thd y trh) que presentan las
bacterias aisladas de humanos y animales marinos (Gutiérrez et al., 2013). Sin
embargo, estudios realizados en Estados Unidos, paises de Europa y Asia han
reportado que hasta el 6% de los aislados de las muestras analizadas a partir del
medio terrestre son positivas para la presencia de thd y/o trh (Kaysner et al., 2004;
DePaola et al., 2000; Vuddhakul et al., 2000; Alam et al., 2003; Hervio-Heath et al.,
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2002). Por otra parte, las cepas de V. parahaemolyticus aisladas a partir de
humanos con gastroenteritis son diferenciadas de las cepas aisladas del ambiente
terrestre. Para ello, se utiliza la prueba de Kanagawa que consiste en la habilidad
V. parahaemolyticus para producir tdh que lisa las células rojas en agar base
sangre (Nishibuchi et al., 2006; Alipour et al., 2014). Las muestras analizadas han
sido positivas del 1 al 2% para este fenomeno y las demés han sido categorizadas
como negativas (Alipour et al., 2014). En estudios epidemiologicos moleculares
han reportado que las cepas de V. parahaemolyticus negativas a este fenémeno
no tuvieron la caracteristica de poseer thd, pero si trh (Qadri et al., 2005). Sin
embargo, en otro estudio se reportd una cepa de V. parahaemolyticus negativa a
thd, aislada de un brote de gastroenteritis en Maldivas en 1985 que tenia el gen trh
(Qadri et al., 2005). Por lo tanto, aunque no todas las cepas de V.
parahaemolyticus tienen trh, esta proteina juega un rol similar que el de tdh en la
patogénesis de la bacteria (Nelapi et al., 2012). Ambas proteinas forman parte de

los sistemas de secrecion tipo Il que a continuacion seran explicados.

2.3.1.2 Sistemas de secrecion tipo Il (T3SS)

Los sistemas de secrecion tipo Il (T3SS; por sus siglas en inglés) son
necesarios y utilizan proteinas efectoras de membrana y de secrecion como
maquinaria para la entrada de la bacteria al citoplasma de células eucariotas
(Cornelis, 2006). Los T3SS estan compuestos de 20 a 30 proteinas con un
aparato de secrecion que esta organizado por: (1) un conjunto de proteinas que se
extiende al interior y exterior de la membrana bacteriana, (2) una estructura
proteica en forma de “aguja” que se extiende dentro del espacio extracelular y, (3)
un poro translocon que esta insertado dentro de la membrana eucariota (lzoré et
al., 2011; Figura 2). Curiosamente, algunas proteinas de los complejos de
secrecion tienen homologia a proteinas flagelares mostrando altos niveles de
conservacion (Marlovits y Stebbins, 2010). Las moléculas diana efectoras de los
T3SS tienen accion en el citoesqueleto, en la sefializacion en la respuesta inmune
y en la autofagia en el hospedero (Stebbins, 2011). Dependiendo de las
necesidades de los patégenos, los T3SS puede actuar sobre-regulandose o sub-
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regulandose (Broberg et al., 2011). En los siguientes subtemas se describiran los

dos T3SS que tiene V. parahaemolyticus.

2.3.1.3. Sistema de secrecion tipo IllI-1 (T3SS1)

El T3SS1 esté presente en las cepas de V. parahaemolyticus aisladas de la
mayoria de los ambientes y cepas clinicas (Paranjpye et al., 2012). Este sistema
es similar al de Yersinia ysc T3SS en cuanto al nimero de genes, la identidad de
sus genes Yy las caracteristicas de ser inducido por el aumento de temperatura y
decremento de la concentracion de calcio (Paranjpye et al., 2012). EI T3SS1 esta
regulado por la interaccion de 3 proteinas (conocidas como ExsC, ExsD, EXSE)
que controlan la actividad de la proteina lider ExsA, un miembro que pertenece a
la familia de activacién de transcripcion denominada AraC. Bajo condiciones no
inducidas, ExsA esta unida a ExsD y se encuentra desactivada; mientras ExsC, un
inductor del sistema, esta unido a ExsE. Bajo condiciones inductoras, cuando
EXSE es secretada, ExsC es secretado y unido a ExsD lo cual permite la liberacion
de ExsA y activa la transcripcion de T3SS1 (Zhou et al.,, 2010). Durante la
infeccion a las células, el T3SS1 inicia una serie de eventos en los que esta
envuelta la autofagia, rompimiento de la membrana, desmembramiento de las
células y por ultimo la lisis celular. Esta serie de pasos es llevada a cabo por tres
principales efectores del T3SS1: VopQ (VP1680), VPA0450 y VopS (VP1686).
VopQ es inducida por autofagia independiente de quinasa Pi3 tras el transporte de
VopQ dentro de la célula hospedero y de esta manera previene la fagocitosis de V.
parahaemolyticus (Sreelatha et al., 2013). En caso de que VopQ esté ausente, los
macrofagos infectados son capaces de fagocitar a V. parahaemolyticus e inducir la
apoptosis. Entonces, secuestrando los nutrientes de la membrana y por induccion
de la autofagia, las células huéspedes pueden fagocitar a V. parahaemolyticus
(Sreelatha et al., 2013). Por otra parte, VPA0450 es un inositol polifosato-5-
fosfatasa que hidroliza el fosfato D5 a partir fosfatidilinositol-4,5-bifosfato [Pl (4,5)
P2] en la membrana plasmatica (Broberg et al., 2010). Esta accidén desestabiliza la
célula por el desprendimiento de la membrana plasmética a partir de la hidrolisis
de la actina del citoesqueleto (Zhang y Orth, 2013). Por tanto, lo anterior conduce

a crear poros en la membrana y permite la rapida lisis de la célula hospedero
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(Broberg et al., 2010). El tercer efector es VopS que etiqueta la actina del
citoesqueleto por la accion de la enzima AMPilatina GTPasa y colapsa la actina
del citoesqueleto que permite a la célula expandirse y encogerse (Broberg et al.,
2010; Ceccarelli et al., 2013). ElI dominio FIC de VopS media directamente la
transferencia de adenosina monofosfato a partir de ATP para activar una region de
esa pequefia glicoproteina, la cual previene su unién con mas efectores. Este
bloqueo en la cascada de sefializacion regula la actina del citoesqueleto y lo lleva

a su desintegracion (Zhou et al., 2010).

2.3.1.4. Sistema de secrecion tipo -2 (T3SS2)

El T3SS2 (sistema de secrecion tipo lll; 2) codifica una isla patogénica en el
cromosoma 2. Este sistema es encontrado en muchos aislados clinicos y esta
asociado con cepas de V. parahaemolyticus pandémicas (Paranjpye et al., 2012).
El T3SS2 es diferente del T3SS1, pero tienen homologia cercana al sistema Hrp 1
encontrado en Pseudomonas syringae (Park et al., 2004; Cornelis, 2006). El
T3SS2 estd cercanamente asociado con otras islas de patogenicidad como VPAI-
7'y es flanqueado por dos genes tdh (Zhang et al., 2012). Los efectores presentes
en este sistema incluyen a VopC (VPA1321), VopT (VPA1327), Vop A/P
(VPA1346) y VopL (VPA1370). En modelo de conejo, los efectores de T3SS2 son
translocados dentro de la célula huésped causando citotoxicidad del epitelio en el
colon y enterotoxicidad con el hospedero (Park et al., 2004).

La proteina VopC (VPA1321) tiene homologia al factor citotdxico
necrosante 1 (CNF1), una enterotoxina que esta descrita en cepas E. coli
patogénicas. EI CNF1 activa a Rac y Cdc42 por deamidacion a un residuo de
glutamina en la region 2 de cada enzima previniendo la hidrélisis de GTP
induciendo cambios en la actina del citoesqueleto y facilita la entrada de V.
parahaemolyticus dentro de las células fagociticas del hospedero (Zhang et al.,
2012). El segundo efector es VopT(VPA1327), una ADP ribosiltransferasa. La
actividad de VopT es parcialmente responsable de la citotoxicidad observada
durante la infeccion con algunas cepas de V. parahaemolyticus (Kodama et al.,

2007). VopA o también conocida como VopP (Vop A/P) es categorizada como una
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YopJ homdloga a un blogue que activa la ruta de sefalizacion de MAPK por la
acetilacion conservada de serina, treonina y lisina en MAPKK. Este evento de
fosforilacion y acitivacion de la ruta MAPK, activa la induccion de citocinas (Trosky
et al., 2014). La actividad de Vop A/P podria ser parcialmente redudante con VopT
ya que ambos bloquean la activaciéon de la ruta de sefalizacion ERK/MPK
(Broberg et al., 2011). La proteina VopL contiene tres dominios Wiskott/Aldrich
(WH2). Este efector, asi como otro dominio C-terminal (VCD), son responsables
de la fuerza de los filamentos de actina en el nucleo (Namgoon et al., 2011). Cabe
destacar que VopL puede mejorar un microambiente favorable en el cual las
bacterias pueden replicarse, de este modo la invasién de V. parahaemolyticus se

potencia.

Polar Flagellum

(Swimming)

Receptor
b for QS

\ \ Receptor

MAM 7
(Adhesion)

TLH
’ Lateral Flagella

(Swarming)

Figura 2. Estructura y factores de virulencia de V. parahaemolyticus. Tomada de
Wang et al., 2015.

2.4 Levaduras como probioticos en peces: alternativa contra patdégenos
La palabra probiotico fue introducida en el afio 1974 por Parker, quien

describié a los probidticos como organismos y sustancias que contribuyen al
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balance de la microbiota intestinal. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
define a los probidticos como microorganismos vVvivos que cuando son
administrados en cantidades adecuadas confieren un beneficio a la salud del
hospedero (FAO y OMS, 2001). Dentro de los probioticos mas utilizados han sido
las bacterias y las levaduras. Asi como en diversas especies de mamiferos, en
peces han siado probadas las levaduras como probidticos, sobresaliendo S.
cerevisiae y D. hansenii. Ambas levaduras han mostrado potenciar el crecimiento,
la tasa de supervivencia, la maduracion del intestino y el sistema inmune, asi
como mejorar el estatus antioxidante (Gatesoupe, 2007). Las levaduras son
capaces de sobrevivir aproximadamente cien veces mas que las bacterias, lo cual
podria explicar que es necesario introducir baja poblacién de levaduras (10*
UFC/g) a través del alimento para inducir efectos beneficiosos en el hospedero
(Andlid et al., 1992).

El efecto de las levaduras probiéticas sobre el huésped depende de la
especie, la fuente de aislamiento, la concentracion experimental, la concentracion
final y las condiciones en las que se encuentren los peces. Algunas levaduras
tienen propiedades inmunoestimulantes ya que poseen compuestos como 4cidos
nucleicos, mananoproteinas, quitina y p-glucanos (Ortuiio et al., 2002;
Harikrishnan et al., 2011).

2.5 B-glucanos utilizados como inmunoestimulantes en peces

Los B-glucanos son una variedad de polisacaridos de diferentes longitudes
y tamafios que tienen como base glucosa unidos por enlaces glucosidicos. Estas
moléculas forman la estructura de la pared celular de bacterias, hongos, plantas y
algas. Farmacolégicamente, los glucanos son clasificados como modificadores de
la respuesta biolégica (BRM; por sus siglas en inglés) y tienen la capacidad de
estimular el sistema inmune. Diferentes parametros fisicoquimicos, tales como la
estructura primaria, la solubilidad, el tamafio molecular, los tipos de enlaces,
influyen en el tipo de respuesta biologica que inducira (Leung et al., 2006; Han et
al., 2020). Los efectos inmunoestimulantes de los B-glucanos de enlaces tipo p-1,6

son los que estan bien establecidos y caracterizados en su respuesta inmune;
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demostrando que producen respuesta fuerte y prolongada desde vertebrados

hasta invertebrados.

Ademas, en vertebrados, las capacidades inmunomoduladoras de los -
glucanos son la habilidad para activar leucocitos. Existen ciertos estudios sobre
diferentes [-glucanos que relacionan sus efectos a su estructura molecular y
pureza. Por otro lado, son un nimero diverso de receptores los implicados en las
actividades ligadas a la estimulaciéon por B-glucanos, entre los que incluyen el
receptor Dectina-1, CR3, receptor lacterosilamida, receptores de reciclaje y los
receptores tipo toll 2, 4 y 6 (Brown y Gordon, 2005; Kanjan et al., 2017; Barreto-
Bergter et al., 2014). Cuando un receptor reconoce un [3-glucano, las células se
activan, siendo capaces de fagocitar, matar y digerir patégenos y al mismo tiempo
son capaces de secretar moléculas sefializadoras como citocinas, las cuales

atraen y activan células.

La estructura y la fuente de donde se obtienen los B-glucanos, como se
mencionaba anteriormente, influyen sobre el tipo de respuesta inmune. Por
ejemplo, los B-1,3 son estructuralmente homopolimeros complejos, aislados de
paredes celulares de bacteria, hongos, algas, granos de cereales y levaduras. En
el reino fungi, mas de la mitad de la biomasa de la pared celular son -glucanos
(Mcintosh et al., 2005). La actividad de la B-glucanos es influenciada por el grado
de ramificacion, tamafio y peso molecular. Por otra parte, la obtencion de -
glucanos influye mucho en la purificacion y el proceso de extraccion a partir de la
biomasa. Los B-glucanos (enlaces B-1,3) tienen conformaciones moleculares en
estructuras de triple hélice, hélice simple y ramificaciones aleatorias (Legentil et
al., 2015).

La frecuencia y naturaleza de las cadenas y su numero esta fuertemente
ligado al efecto y habilidad del B-glucano para mediar la unién a la superficie de
los receptores en las células blanco. Esto significa que el tamafio y estructura
influencia la efectividad del B-glucano como inmunoestimulante (Ringg et al., 2012;
Penney et al., 2019). Diversos reportes han mostrado que la administracion diaria

como dieta de B-glucanos incrementan la resistencia a infecciones como A.
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hydrophila, V. anguillarum y V. salmonicida (Selveraj et al., 2005; Robertsen et al.,
1990).

2.6. Receptores que participan en el reconocimiento de 3-glucano
2.6.1 Dectina-1

El receptor dectina-1 es un receptor que pertenece a la familia de
receptores tipo C, que contienen un dominio extracelular C-terminal tipo lectina y
una regién corta con dominio tranmembranal de aproximadamente unos 40
aminoacidos (variando entre especies) (Ariizumi et al., 2000). Este receptor es
expresado principalmente por células de origen mieloide, incluyendo macréfagos,
células dendriticas (CDs) y neutréfilos. Ademas, dectina-1 ha sido detectada en
citometria de flujo en poblaciones de linfocitos B y T, aunque la funcion en éstas
no ha sido determinada (Willment et al., 2005). Dectina-1 contribuye a una
cascada de sefalizacion en estas células, incluyendo el inicio de la fagocitosis,
explosion respiratoria, degranulacion de neutrdéfilos, degradacion de levaduras y
hongos, asi como la produccién de mediadores lipidicos inflamatorios. Toda esta
cascada esta coordinadas por citocinas y quimiocinas que activan otras células del

sistema inmune (Saijo et al., 2007).

El mecanismo de sefalizacion de dectina-1 ha sido ampliamente estudiado
en mamiferos superiores. Su mecanismo inicia después de la union del p-glucano
(reconomiento tanto por enlaces [(-1,3; B-1,6) al sitio de reconocimiento del
receptor. Posteriormente, ocurre una fosforilacibn en motivos de tirosina conocido
como ITAM (Immunereceptor tyrosine-based activation motif; por sus siglas en
inglés). Estos ITAMs son responsables de la traduccion de sefiales rio abajo de
los receptores de antigeno de las células By T (BCR y TCR, respectivamente) los
cuales son fosforilados por una quinasa e inician la sefializacion (Underhiil y
Goodridge, 2007).

En peces, Dectina-1 no ha sido claramente descrita; sin embargo, en peces
como carpa y el pez cebra se sabe que dentro de un cluster de genes que
codifican a lectinas existe una secuencia homoéloga a la que pudiera ser la

equivalencia a Dectina-1, junto con otras lectinas (Dectina-2 y Mincle) que al
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parecer incrementan su expresion en los peces tratados con dos tipos de (-
glucanos: Curdlan (enlaces (3-1-3) y Macrogard (enlaces B-1-3; 1-6) (Petit et al.,
2019).

2.6.2 MINCLE

Mincle (Por sus siglas en inglés; Lectina tipo C dependiente de Ca** inducible en
macrofagos) es un receptor que se ha visto involucrado en el reconocimiento de [3-
glucanos. Mincle, también conocido CLEC4E o CLECF9, es un receptor
expresado principalmente en macréfagos. Mincle fue identificado como una
proteina inducible por lipopolisacaridos (Matsumoto et al., 1999). Este receptor
reconoce carbohidratos, tales como manosa, B-glucanos y trehalosa dimicolato.
Mincle se activa por medio de la sefalizacion del receptor Fc comunmente por la
cadena (FcRy) un inmunoreceptor basado en la activacion de motivos de tirosina
que mediante estos residuos via cinasa tirosina del bazo (Syk; por sus siglas en
inglés) y CARD9/Bcl110/MALT1 activan un complejo y subsecuentemente la
activacion e induccion de factores de transcripcion tales como NF-kB (Soldner et
al., 2018; Desel et al.,, 2013). Esta induccion es esencial para la expresion de
interleucinas, principalmente IL-183, IL-6 e IL-12, las cuales polarizan respuestas
del tipo Th1/Thl7 (Matsumoto et al., 1999; Desel et al.,, 2013). Estudios en la
evolucion de Mincle indican la homologia en el sitio de reconocimiento de
carbohidratos entre mamiferos y peces. En peces, se ha observado que este
receptor puede llegar a reemplazar o complementar las funciones de TLR4 y se ve

asociado con una respuesta alta en TNF-a e IL-6 (Zoccola et al., 2017).

2.6.3 Receptores de reciclaje

Dentro de los receptores de reconocimiento de entro de los receptores de
reconocimiento de B-glucanos se encuentran los receptores de reciclaje. Estos
comprenden un numero heterogéneo de moléculas las cuales reconocen
lipoproteinas de baja densidad, seleccionando ligandos polianonicos en una
variedad de microorganismos (Peiser et al.,, 2002). Estos receptores son
expresados en células de linaje mieloide y en algunas células endoteliales y han

mostrado estar implicadas en la homeostasis y en la inmunidad (Rice et al., 2002).
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En diversos estudios se ha visto implicado el reconocimiento de [B-glucanos
solubles por varios receptores, incluigo MARCO (Macrophage receptor con

estructura de colageno; por sus siglas en inglés).

2.6.4 TLR2

Se ha identificado al receptor toll tipo 2 (TLR2; por sus siglas en inglés)
como un receptor de B-glucanos. TLR2 es un receptor expresado en monocitos,
neutréfilos y macréfagos y reconoce ligandos de la pared celular de organismos
fungicos como mananos, fosfolipomananos y [(-glucanos, activando vy
promoviendo la fagocitosis y la produccion de citocinas (Chan et al., 2009).
Dectina-1 media los efectos de las propiedades de los B-glucanos en cooperacion
con TLR2 (Gantner et al., 2003). Este reconocimiento fue demostrado cuando
pusieron en contacto zimosan (sustancia que esta compuesta principalmente por
B-glucanos, mananos, mananoproteinas y quitina elementos que han sido
identificados en las paredes celulares en levaduras) observando que el zimosan
[250 pg/mL] inducia la produccion de citocinas inflamatorias por macrofagos sin
necesidad de internalizar las particulas de zimosan (Goodridge y Underhill, 2008;
Underhill, 2003). Muchos receptores tipo Toll son activados sin necesidad de
internalizar las particulas, demostrando que los receptores tipo Toll 2 y 6 se
activan tras el reconocimiento de particulas de zimosan, induciendo la activacién
de NF-kB y la produccion de citocinas proinflamatorias como TNF-a e IL-6. Las
células no internalizaban ni digerian las particulas de zimosan (Elazab et al., 2017;
Ikeda et al., 2005; Thompson et al., 2010; Von Asmuth et al., 1990).

2.6.5 CR3

El receptor del complemento 3 (CR3; por sus siglas en inglés) es una
proteina heterodimérica integrina compuesta de dos cadenas: a, (CD11b) y B2
(CD18). CR3 es expresado en células de linaje mieloide, células asesinas
naturales (células NK por sus siglas en inglés) y linfocitos. Funciona como una
molécula de adhesién y un receptor de la fagocitosis para una amplia variedad de
patdgenos. CR3 posee un dominio de reconocimiento de carbohidratos, localizado

en el C-terminal de CD11b el cual reconoce principalmente B-glucanos (Ross et
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al., 1999). El reconocimiento de B-glucanos por un dominio lectina ha visto
implicado en el efecto de la migracion de neutréfilos activados y por jugar un rol
dependiente de citotoxicidad dependiente de iC3b en CR3 (Tsikitis et al., 2004).

2.6.6. Lactosilceramida

Este receptor es un glicosfingolipido encontrado en muchos tipos de células
y consiste de un lipido ceramida hidrofébico y una molécula de azucar hidrofilica
gue forma microdominios en la membrana plasmatica. La lactosilceramida ha sido
identificada como un receptor de reconocimiento de B-glucanos sobre todo de alto
peso molecular (Zimmerman et al., 1998). La interaccion de este receptor con el 3-
glucano mostré potenciar la explosion respiratoria en neutréfilos y las funciones
antimicrobianas por la activaciéon del factor de transcripcion NF-kB, asi como la
produccion de la proteina inflamatoria de macrofagos 2 (MIP-2; por sus siglas en
inglés). Los mecanismos de sefializacion no se tienen aun totalmente claros, pero
se sabe que podria envolver la activacion de Lyn quinasa (Iwabuchi y Nagaoka,
2002).

2.7. Respuesta inmune en peces.

En vertebrados, la inmunidad es clasificada en dos grandes componentes:
la respuesta inmune innata y la respuesta inmune adaptativa o adquirida. La
inmunidad innata es la primera linea de defensa contra infecciones por barreras
fisicas, asi como respuesta celular y humoral. La respuesta inmune adaptativa
responde también por mecanismos celulares y humorales, y se caracteriza por el
reconocimiento especifico de antigenos que dirigen una fuerte y rapida respuesta
secundaria especifica para los patdogenos. Existe una interrelacion entre el sistema

innato y adaptativo.

En una vista general, el encuentro con un organismo patégeno por medio
de la mucosa de los tejidos tales como branquias, piel o intestino es el primer

bloqueo, limitado por barreras fisicas como el mucus, las escamas o el epitelio.

2.7.1 Respuesta inmune innata.
Como con todos los vertebrados, los peces incluyen la respuesta inmune celular y

humoral con similitudes y diferencias a los mamiferos respecto a cada funcion. En



17

general, los peces dependen predominantemente del sistema inmune innato para
atacar a los agentes patdgenos. Los leucocitos tienen una importancia clave en el
sistema inmune innato y adaptativo. Estas células incluyen a los linfocitos (células
T, células B), macréfagos, neutrofilos y eosinofilos, y células auxiliares (basofilos,
mastocitos). Todas estas células estan organizadas en distintos 6rganos y tejidos.
En los peces, el timo, el rifién cefalico y el bazo son los érganos linfoides méas
importantes. El timo de los peces es un 6rgano responsable de la produccion de
células T, y su estructura es variable entre los distintos tipos de peces. El rifion
cefélico es considerado el analogo a la medula 6sea de los mamiferos y asume la
funcién hematopoyética. Este es el principal 6rgano responsable de la fagocitosis,
procesamiento de antigenos y la formacioén de IgM y la memoria inmune a través
de los centros melanomacréfagos. El bazo por su parte representa un 6rgano
hematopoyético secundario en peces. Las poblaciones de linfocitos y macréfagos
que se encuentran dentro de €l estan altamente relacionadas en la fagocitosis y se
encuentran cerca de sitios de captura de antigenos. En consecuencia, los
antigenos pueden estar detenidos por largos periodos de tiempo y por esa razén

el bazo tiene un rol importante en la memoria inmune.

Los receptores de reconocimiento de patdégenos (RRP) inician la respuesta
inmune innata a través de la deteccién del agente infeccioso o componentes de
éste. Los RRP son expresados por las células del sistema inmune innato tales
como monocitos, macréfagos, células dendriticas y neutréfilos, pero también por
algunas células que no estan implicadas en la inmunidad, tales como células
endoteliales. Los RRP pueden clasificarse en cinco grandes grupos (CLR, TLR,
RLR NLR y ALR; por sus siglas en inglés), los cudles comparten las mismas
caracteristicas basicas. Ellos poseen un dominio proteico para reconocer a los
PAMP (Patrones moleculares asociados a patdégenos; por sus siglas en inglés) y
un dominio proteico que interactla con una cascada de sefalizacion molecular
responsable de la activacion de los mecanismos del sistema inmune. Los
principales mecanismos de la respuesta inmune son la actividad fagocitica, la
explosion respiratoria, mecanismos enzimaticos, activacion del complemento y la

produccion de citocinas.
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2.8 Tejido linfoide asociado a intestino.

El tejido linfoide asociado a intestino (GALT; por sus siglas en inglés) es
uno de los 3 tejidos linfoides asociados a mucosas (MALT; por sus siglas en
inglés) de los peces teledsteos y su estudio es critico en la industria de la acuicola
por un gran numero de razones. Primeramente, el intestino es una de las puertas
principales de entrada de patdgenos; segundo porque los peces son alimentados
principalmente con pellets, en los cuales se pueden incorporar
inmunoestimulantes, farmacos y vacunas; y, por ultimo, el sistema inmune en el
intestino de los teledsteos permite la colonizacion microbiana por simbiontes, y
esta comunidad microbiana puede ser considerada un factor para modular la

colonizacion de patégenos.

De manera general, GALT en los peces estd constituido de diversos
elementos y a diferencia de los endotermos, no estad organizado en placas de
Peyer y nodulos linfoides mesentéricos. El intestino de los peces alberga dos
principales poblaciones de células inmunes: leucocitos de la lamina propia, los
cuales incluyen una variedad de células inmunes tales como macréfagos,
granulocitos, linfocitos y células plasmaticas; y los linfocitos intraepiteliales,
compuestos principalmente por células T y algunas células B localizadas entre las
células epiteliales. Junto con estas células inmunes, las células epiteliales, células
productoras de moco y células neuroendocrinas también forman parte de la

respuesta inmune en el intestino de los teledsteos.
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Figura 3. Representacion del tejido linfoide asociado a intestino en peces
teledsteos, imagen tomada del libro “Mucosal Health in Aquaculture” Capitulo: Fish
mucosal immunity: intestine, (Tomado de Salinas y Parra, 2012).

Dentro de las principales células que participan en el GALT, ademas de las células
gue se explicaron anteriormente, las células globet (células productoras de moco)
son el tipo de células dominantes productoras de moco en el epitelio intestinal de
peces. Su nucleo esta localizado en la porcion basal, y en el area media, estas
células se contraen y se expanden para formar un poro apical el cual descarga el
moco que contienen. La principal molécula presente en este moco son las
mucinas, las cuales juegan un rol importante en el mantenimiento de la barrera
epitelial contra patégenos. Los granulos de mucinas, los cuales son
predominantes en estas células y en las células globet. Estos granulos son
secretados constitutivamente y en respuesta a estimulos extracelulares, a través
de un proceso altamente regulado que envuelve el transporte de los granulos por
diferentes vias, tales como remodelamiento de actina, exocitosis y por poros

membranales (McGuckin et al., 2011). La cantidad de células globet varia en los



20

intestinos de los peces segun el organismo patdgeno que infecte (Dezfuli et al.,
2012). En los peces, también es conservada la capacidad que tienen las células
globet de entregar antigenos solubles a las células dendriticas en la lamina propia,

tal como ocurre en los mamiferos (McDole et al., 2012).

2.9.1.1. Células del sistema inmune innato

2.9.1.1.1. Monocitos y macréfagos.

Los macrofagos y sus precursores los monocitos son las principales células
fagocitarias del sistema inmune. Los macréfagos estan presentes en varios tejidos
y 6rganos del cuerpo y contribuyen a la homeostasis y funcién inmune dentro del
organismo. Sobre un tejido dafiado o una infeccion, los monocitos son reclutados
hacia el tejido afectado donde inician la diferenciacion a macréfagos que pueden
capturar antigenos y producir citocinas que modulan la activacion de otros tipos de
células. Los macrofagos presentan plasticidad y pueden cambiar a fenotipos
funcionales dependiendo del ambiente. Dependiendo de distintas sefales, los
macréfagos se activan e inducen la produccion de citocinas para activar a células
Thl o células Th2. Sin embargo, clasificaciones recientes en inmunologia de
mamiferos indican la activacion de nuevos subtipos celulares (Forlenza et al.,
2011). Con el reciente conocimiento sobre los mecanismos de activacion de
macrofagos en peces, se adoptan cuatro diferentes fenotipos de macréfagos

activados: innatos, clasicos, alternativos, y regulatorios.

Los macréfagos pueden ser activados por patdégenos (o estimulos microbianos
tales como PAMPS) a través de receptores tipo toll (TLR’s; por sus siglas en
inglés). En peces, el conocimiento que se tiene de esta activacion proviene de
estudios donde se estimula a estas células con moléculas antigénicas como
lipopolisacarido bacteriano (LPS), peptidoglicanos, Poli I:C, flagelina o &cido
lipoteicoico (Forlenza et al., 2011). Los efectos que estas moléculas causan en los
macrofagos de peces varia dependiendo de la especie de pez, pero en
generalmente causa la produccion de especies reactivas de oxigeno y radicales
de nitrégeno, incrementan la fagocitosis y la produccion de citocinas pro-

inflamatorias.
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Por otra parte, los macrofagos clasicamente activados son inducidos por una
combinacion de IFN-y y estimulos microbianos. El IFN-y ha sido identificado en
muchas especies de peces teledsteos. La activacion y efectos son distintos en
cada especie de pez. Por ejemplo, en peces como la carpa y la trucha los
macrofagos activados mediante esta via inducen la produccién de varias citocias
pro-inflamatorias, fagocitosis y respuesta mediada por especies reactivas de
nitrégeno. Particularmente en carpa, los macrofagos mediante esta via no se
activan solamente con la produccion IFN-y, necesitan la combinacién de LPS o
algun estimulo microbiano que induce la produccién de especies reactivas de
nitrégeno (6xido nitrico), la explosion respiratoria y la expresion de citocinas pro-

inflamatorias.

Los macréfagos activados por via alternativa son diferenciados en la presencia de
citocinas (IL-4/IL-13) para promover la respuesta Th2. En mamiferos, se tiene la
evidencia de que estos macrofagos metabolizan diferente la L-arginina de los
macrofagos activados por la via innata/clasica, donde la L-arginina es convertida
en L-ornitina y urea a través de la activacion de la arginasa poniendo en
disponibilidad para la converson por iNOS (0xido nitrico sintetasa inducible) dentro
de las especies reactivas de nitrogeno, actuando de esta manera como un

macrofago anti-inflamatorio.

Finalmente, los macrofagos regulatorios son asociados con la presencia de la
citocina regulatoria IL-10 y son entonces implicadas en el decremento de la
regulacion de la inflamacion. Estos macrofagos pueden responder a una
combinacion de ligandos a TLRs y sefiales secundarias tales complejos inmunes,
postaglandinas, células en apoptosis, glucocorticoides o ligandos acoplados al

receptor de l