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Resumen

La relacién entre el sistema inmune y el metabolismo en la respuesta frente a
infecciones o en la resistencia en procesos infectivos se desconoce. Una estrategia de
metaboldmica no dirigida basada en cromatografia liquida acoplada a espectroscopia de
masas de alta resolucién se usd para identificar cambios metabdlicos en rodaballos
(Scophthalmus maxima) resistentes y susceptibles sometidos a una infeccion con la bacteria
Aeromonas salmonicida en dos tipos de muestras: higado y rifién anterior. Un grupo de
rodaballos susceptibles y otro de resistentes actuaron como control frente a los otros dos
grupos de rodaballos susceptibles y resistentes que fueron sometidos a la infeccién con la

bacteria.

En el higado se observaron cambios en aminoacidos, derivados y compuestos
relacionados con las bases nitrogenadas; mientras que en el rindn anterior se encontraron
acidos orgdnicos y también aminodcidos y derivados. El analisis de las rutas alteradas con la
integracion de datos de transcriptomica reveld la afectacion en higado del metabolismo de
nucledtidos y de aminodacidos, asi como de cofactores y vitaminas. En el rifidn anterior se
observé una afectacion mas dispersa, destacando el metabolismo de los aminoacidos, purinas,
carbohidratos y taurina. Como candidatos a evaluar para terapias inmunometabdlicas, se
seleccionaron los siguientes metabolitos: cisteinilglicina, adenina, acido succinico, acido
glutdmico, glutation, taurina y N-Acetil-manosamina. Alternativamente, se encapsularon
acido palmitico y colesterol como modelos de metabolitos lipidicos en fibras poliméricas
biocompatibles para mejorar la estabilizacién y administracion de posibles metabolitos
terapéuticos. En resumen, estos resultados arrojan luz sobre las rutas que subyacen a las
respuestas inmunometabdlicas de la infeccidn y resistencia del rodaballo, que pueden

contribuir al desarrollo de terapias inmunometabdlicas.

Palabras clave: terapias inmunometabdlicas; acuicultura; enfermedades infecciosas;

metaboldmica; fibras poliméricas.



Abstract

The relationship between the immune system and metabolism in the response to
infections or resistance in infectious processes is unknown. An untargeted metabolomics
strategy based on high-resolution liquid chromatography coupled with mass spectrometry
was used to identify metabolic changes in resistant and susceptible turbot fish (Scophthalmus
maxima) subjected to an infection with the bacterium Aeromonas salmonicida in two types of
samples: liver and head kidney. One group of susceptible turbot and another group of
resistant turbot acted as controls compared to the other two groups of susceptible and

resistant turbot that were subjected to the bacterial infection.

In the liver, changes in amino acids, derivatives, and compounds related to nitrogenous
bases were observed, while in the head kidney, organic acids, as well as amino acids and
derivatives, were found. The analysis of altered pathways with the integration of
transcriptomic data revealed the involvement of nucleotide and amino acid metabolism, as
well as cofactors and vitamins, in the liver. In the head kidney, a less focused impact was
observed in the metabolism of amino acids, purines, carbohydrates, and taurine. The
following metabolites were selected as candidates to be evaluated for immunometabolic
therapies: cysteinylglycine, adenine, succinic acid, glutamic acid, glutathione, taurine, and N-
Acetyl-mannosamine. Alternatively, palmitic acid and cholesterol were encapsulated as lipid
metabolite models in biocompatible polymeric fibers to enhance the stabilization and
administration of potential therapeutic metabolites. In summary, these results shed light on
the pathways underlying the immunometabolic responses to infection and resistance in

turbot, which may contribute to the development of immunometabolic therapies.

Keywords: immunometabolic  therapies; aquaculture; infectious diseases;

metabolomics; polymeric fibres.
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1. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

1.1 La acuicultura

La acuicultura es una actividad de gran importancia a nivel global para la alimentacién
humana, tanto como actividad econémica como de provisién de materias primas para otras
actividades. Se trata de una alternativa sostenible de crianza frente a la pesca de captura, que
no solo previene el agotamiento de recursos, sino que fomenta el cuidado de las zonas
acudticas y un adecuado abastecimiento de productos alimenticios. Entre sus ventajas
garantiza la seguridad alimentaria y la trazabilidad, y permite disminuir la presion sobre los
ecosistemas naturales al realizar sus actividades en zonas controladas. Es por esto por lo que

requiere de investigacion e innovacién continua [1, 2].

Debido a la globalizacién y al aumento de la demanda, se han intensificado los cultivos
a lo largo del globo terrdqueo para asegurar el abastecimiento, lo que hace necesario el uso
de priacticas sostenibles y respetuosas que incluyan los cinco pilares: econdmicos, sociales,
medioambientales, culturales y tecnolégicos, y que aseguren el correcto crecimiento de las

especies, su salud y bienestar y su relacion con el entorno [3].

El consumo de animales acudticos y la produccién acuicola han aumentado
notablemente con el paso de los afios. En 2020 se estimd la produccién acuicola global en 88
millones de toneladas, siendo el 49 % de la produccidon de animales acuaticos. Cambios en
tendencias de alimentacidn, salud y nutricién seran algunos factores que contribuiran al
aumento del consumo, que se espera que sea del 6 % en Europa para 2030 en comparacién

con 2020 [4].

1.1.1 Scophthalmus maxima

Rodaballo es el nombre comun de Scophthalmus maxima (familia Scophthalmidae).
Morfolégicamente se caracteriza por ser un pez plano con los ojos en el lado izquierdo,
coloracién parda moteada y abultamientos éseos en la superficie, que puede alcanzar hasta 1
m de longitud (Figura 1). En relacidn a su habitat, reside en los fangos del fondo de los

ecosistemas marinos del mar Mediterraneo, el océano Atlantico y el Mar Negro.



Figura 1. Scophthalmus maxima por Scandinavian Fishing Year Book [5] y una Piscifactoria
de rodaballo en tanques de tierra circulares en A Corufia (obtenido de FreeCat con
licencia CC BY 2.0)

Espafia es uno de los mayores productores acuicolas de Europa y lidera la produccién
mundial de rodaballo por detrds de China. En 2022, la produccién nacional de rodaballo
alcanzé las 9.196 toneladas, concentrandose en Galicia [6]. A nivel global, la produccién en
2018 alcanzo las 58.798 toneladas, con un valor de 316 millones de euros. En Europa, el cultivo

de rodaballo ha experimentado un crecimiento desde 1985 (Figura 2) (APROMAR, 2021).
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Figura 2. Evolucion de la produccidn de rodaballo en toneladas en la acuicultura europea
durante el periodo 1985-2020 (APROMAR, 2021).

En el proceso de produccidn se utilizan reproductores a partir de los 2 6 3 aios de edad,
se realiza un cultivo larvario y el destete de los juveniles para adaptarlos al alimento, seguido
de la crianza hasta alcanzar el tamafio comercial y finalmente el engorde de los peces. El
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cultivo se realiza mayoritariamente en tanques en tierra (Figura 1) o bien en jaulas flotantes

o sumergidas.

1.1.2 Enfermedades infecciosas

Las enfermedades infecciosas suponen un desafio en la piscicultura. Para hacer frente a
ellas, tradicionalmente se han empleado medidas de bioseguridad como bafios a diferentes
temperaturas, se han aplicado desinfectantes o se ha reducido la densidad de las poblaciones.
También se han aplicado tratamientos cldsicos como antibidticos o vacunas. Sin embargo, aun
son necesarias mas medias profilacticas eficaces y se han generado problemas de resistencia

a antimicrobianos [7].

Estas enfermedades tienen efectos negativos en diferentes planos. El primero de ellos
es el econémico, debido a que generan mortalidad, morbilidad, susceptibilidad a otros
factores y menor resistencia a las condiciones ambientales o de estrés. Generalmente, se
reduce el nimero de individuos por su crecimiento mas lento y la disminucién de las defensas
y, ademas, afecta al valor econdmico de la produccion al encontrarse en peores condiciones
o suponer riesgos para la salud humana. Incluso las enfermedades infecciosas que no afectan
normalmente en el medio silvestre pueden crear problemas en la acuicultura, debido a que
no han podido adaptarse a los patégenos naturales de la misma manera, y se ven aumentadas

también por el hacinamiento, que produce mayor contacto y contagio [8].

Asimismo, las enfermedades infecciosas ponen en peligro la seguridad alimentaria
global ya que los animales acuaticos son una fuente de proteinas de calidad y contribuyen al
suministro general de alimentos, sobre todo tienen un gran impacto en los paises en

desarrollo, donde son mas susceptibles a la desnutricion [9].

Algunos efectos de las enfermedades infecciosas pueden agrandar el efecto en la
biodiversidad y el medio ambiente en la acuicultura, con escapes de especies, trasferencias
de patdgenos a los ecosistemas salvajes, la polucién del entorno por la liberacién de
antibidticos y tratamientos que conllevan un impacto ambiental debido a que se pueden

acumular o afectar las poblaciones salvajes y el medio ambiente [10].



Por ultimo, se han detectado muchas bacterias en especies acuaticas que han generado
multirresistencias a antibidticos criticos a nivel clinico que se pueden transferir a otros

patdgenos con un claro impacto en salud animal y humana [11-13].

Los principales agentes que afectan al rodaballo y que dan lugar a enfermedades
infecciosas son Vibrio anguillarum (vibriosis), Aeromonas salmonicida (forunculosis),
Flexibacter maritimus (flexibacteriosis), Pseudomonas angquilliseptica (pseudomaniasis o
winter disease), Streptococcus parauberis (streptococosis) o Mycobacterium marinum

(micobacteriosis) [14].

La bacteria patégena Gram-negativa Aeromonas salmonicida representa una seria
amenaza para los ecosistemas marinos y granjas de produccion y afecta a muchas especies.
La infeccién en rodaballo genera forunculosis con septicemias con alta tasa de mortalidad
aguda, mientras que los individuos infectados cronicamente presentan dermatitis. Tras la
entrada en el cuerpo, se distribuye radpidamente a través del torrente sanguineo y se propaga
de manera sistémica. Produce cambios vasculares generalizados y necrosis con hipoxia en los

tejidos como el higado, el bazo y el rifidn anterior [15].

1.2 Nuevas estrategias frente a las infecciones

El lento descubrimiento de nuevos antibidticos, la aparicidn de resistencias y la
importancia e impacto de la acuicultura en la sociedad hacen necesario nuevas estrategias
para hacer frente a las enfermedades infecciosas. Entre las estrategias de tratamiento
alternativas se encuentran los suplementos alimenticios inmunomoduladores para aumentar
el bienestar animal, la suplementacién con vitaminas, el uso de probidticos o similares, los

metabolitos secundarios de plantas vy, los péptidos antimicrobianos, entre otros [16, 17].

Los probidticos, que pueden ser utilizados junto con prebidticos en forma de
simbidticos, ofrecen multiples efectos beneficiosos. En acuicultura se han usado como
reguladores de enfermedades ya que aumentan las respuestas inmunes de los individuos.
Ademads, ayudan a prevenir la adhesién de otros patégenos al tracto digestivo y se ha
observado que tienen la capacidad de producir sustancias antimicrobianas contribuyendo a
su salud general [18] y a inducir en la microbiota la produccién de metabolitos que promueven

el crecimiento y la inmunidad de las especies acuaticas de las que son simbiontes [19].



También se ha prestado mucha atencidn a los extractos naturales de distinta naturaleza
para su aplicacién como alternativa a tratamientos quimicos. Un ejemplo son los extractos de
plantas o fitobidticos, que promueven el crecimiento, pueden actuar como
inmunoestimulantes y tienen propiedades antibacterianas y antiparasitarias [20]. Entre sus
componentes bioactivos se encuentran compuestos fendlicos, esteroides, terpenoides y
quinonas, entre otros. Sus muchas actividades bioldgicas diferentes engloban, por ejemplo,
efectos antimicrobianos, promover la inmunidad innata y también sus propiedades
adyuvantes de vacunas [21]. Otro tipo de extractos que presentan un interés notable son los
derivados de las mucosidades de los peces, que se estan investigando para el desarrollo de
nuevos agentes antimicrobianos. El moco de los peces contiene muchos componentes
bioactivos, como proteinas, enzimas y péptidos antimicrobianos con propiedades
antimicrobianas. Sin embargo, adn no han sido ampliamente estudiados, por lo que se
requiere una mayor investigaciéon para comprender su posible aplicacién, su eficacia y su
seguridad [22]. Los péptidos antimicrobianos son generalmente moléculas con carga catidnica
a pH fisiolégico, con menos de 60 aminoacidos y exhiben actividad de amplio espectro frente

a microorganismos. Se ha descrito su capacidad antimicrobiana e inmunomoduladora [23].

Un gran numero de los compuestos mencionados en esta seccién son
inmunoestimulantes, que se relacionan con el desarrollo de dietas funcionales para potenciar
el sistema inmune [24]. Estos pueden inducir fuertes respuestas inmunes y proporcionar
proteccion frente a patdgenos sin riesgo de generar resistencias, a diferencia de los
antibidticos [25]. Sin embargo, la divergencia evolutiva entre especies se refleja en los
mecanismos inmunes y sus efectos son variables [26]. En este contexto, una estrategia menos

explorada es la terapia metabdlica.

1.2.1 Terapia metabdlica e inmunometabolismo

La terapia metabdlica es un enfoque de tratamiento que busca regular los procesos
metabdlicos con el objetivo de mejorar la salud y tratar enfermedades. El metabolismo es
fundamental en todas las funciones bioldgicas ya que es un proceso dindmico que se adapta
para satisfacer las necesidades. En este sentido, los enfoques metabdlicos se pueden basar en
el inmunometabolismo, que ha emergido como una gran drea de investigacidén para estudiar

las conexiones de las rutas metabdlicas y los metabolitos generados con la respuesta inmune



en los procesos infecciosos. La terapia inmunometabdlica es un enfoque terapéutico que
combina los campos de la inmunologia y el metabolismo para modular y mejorar la respuesta
inmune del organismo. Se basa en la comprension de que el metabolismo celular desempefia

un papel crucial en la regulacién y el funcionamiento del sistema inmunolégico [27, 28 , 29] .

Hace unos 30 afios que se comenzaron a describir los requerimientos de metabolitos
para algunas células y funciones inmunes, sobre todo de rutas energéticas y de biosintesis o
de crecimiento celular para diferenciacién celular [30]. Sin embargo, mas recientemente se ha
observado que se asignan recursos metabodlicos para apoyar el sistema inmune, a nivel celular,
de tejido y 6rgano. Es decir, se dan procesos de reprogramacién metabdlica, en las respuestas
a la infeccién con el fin de fortalecer las respuestas inmunes [31]. La reprogramacion

metabdlica se presenta como una estrategia para modular las respuestas inmunes [32].

Hay dos aspectos en el inmunometabolismo: uno en el efecto de la respuesta inmune
en el control del metabolismo sistémico y otro en los cambios metabdlicos en las células
inmunes, que tienen efectos en sus funciones [33]. Algunos ejemplos de la interfase entre el
sistema inmune y el metabolismo incluyen, por ejemplo, las hormonas vy las citoquinas, que
pueden regular tanto el metabolismo como la funcidn inmune, o las células T, que estan
influidas por el metabolismo de la glucosa para su activacidon o tolerancia. También se ha
observado que receptores de membrana de células inmunes interfieren en el metabolismo e

incluso factores de transcripcién son importantes inmunomoduladores [34].

En el caso del rodaballo, se han realizado analisis transcriptémicos que han revelado que
durante la infeccidon con A. salmonicida se modulan genes relacionados con el sistema inmune
pero también con el metabolismo [35]. Por lo tanto, es muy importante conocer en
profundidad los procesos metabdlicos que subyacen a las respuestas inmunes para desarrollar
estrategias moduladoras basadas en el inmunometabolismo durante los procesos infecciosos

inflamatorios [29].

1.2.2 La administracion oral y la encapsulacién en polimeros

Las formas tradicionales de administracidon en la acuicultura incluyen la inyeccidn, la
inmersidn y la via oral. La inmersién se puede usar para la administracion de vacunas a través
de la piel o las branquias. La inyeccion es un método preciso para la administracion inequivoca

de las dosis; sin embargo, requiere de manipulacién. En cambio, en la via de administraciéon
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oral los compuestos se afiaden a la alimentacion durante su produccidn, y aunque es mas
dificil controlar las dosis, se prefiere por su facilidad de uso, evitando la manipulacién y el

estrés en los peces [7], ademads de reducir la carga de trabajo en el sistema productivo.

Un aspecto importante en la administracion oral es la encapsulacion de los activos para
prevenir la desintegraciéon en el agua, proteger los activos durante el procesamiento e
inclusién en los piensos y aumentar su biodisponibilidad. También pueden proporcionar

liberacion sostenida o controlada segun las necesidades [36].

La incorporacion de sistemas de vehiculizacion basados en polimeros ofrece una gran
diversidad para este fin y permite la eleccion de sistemas naturales, biocompatibles y
biodegradables respetuosos con el medio ambiente, tanto por su procedencia como por su
impacto sostenible. La nanotecnologia puede contribuir a muchos aspectos de la acuicultura.
En particular, en la administracién de tratamientos, la nanotecnologia provee de numerosas
formulaciones y nanomateriales capaces de administrar moléculas a gran escala, para
multiples aplicaciones. Estas tecnologias pueden mejorar la disponibilidad y ofrecer
alternativas de liberacion de los compuestos segun el objetivo. Especificamente, las
nanoformulaciones poliméricas, en nanofibras y/o nanoparticulas, facilitan la incorporacion,

liberacion y proteccion frente a la degradacion de los compuestos activos [37, 38].

1.3 La metaboldmica

La metaboldmica es una de las disciplinas “dmicas”, junto con la gendmica,
transcriptomica y la protedmica. La metabolémica se centra en el estudio cualitativo y
cuantitativo los metabolitos presentes en muestras bioldgicas [39]. El término metaboloma
fue acufiado por primera vez en 1998 por Oliver et al. [40] y describe el conjunto de
metabolitos presentes en un sistema bioldgico. El metaboloma estd mas cerca del fenotipo,
representando el nivel dmico final en un sistema biolégico y muestra informacién sobre su
estado actual, por lo que su estudio proporciona informacién sobre los procesos moleculares

gue se producen en ellas [41].

Aunque el objetivo final de la metabolémica es estudiar todos los metabolitos en un
sistema, es algo que aun no es posible por la complejidad y la heterogeneidad de los

metabolitos de los que se componen [42].



Las técnicas mas empleadas en los estudios metaboldmicos son la espectroscopia de
resonancia magnética nuclear (NMR) y la espectroscopia de masas (MS). La NMR permite
analisis rdpidos de muestras individuales con preparacién de muestra minima y es
especialmente util para la elucidacion estructural de compuestos; sin embargo, presenta una
sensibilidad menor en comparacién con la MS. Por otro lado, la MS es altamente sensible, es
decir, es capaz de detectar analitos en concentraciones mas bajas; tiene mayor resolucién,

capacidad para distinguir masas exactas; y permite abarcar un amplio rango de moléculas [43].

La MS es una técnica analitica que mide la relacion masa/carga (m/z) de iones para
determinar su peso molecular. Por lo tanto, es necesario realizar un paso previo de separacion
de los compuestos y de ionizacion antes de su deteccién. Como generalmente se analizan
muchos compuestos a la vez, es necesario acoplar la MS a otros instrumentos como los de

cromatografia [44].

Uno de los analizadores mas usados en la deteccion de los compuestos en MS es el de
tiempo de vuelo (TOF, por sus siglas en inglés Time of flight), que determina la relacién m/z
por las medidas en el tiempo que tardan los compuestos en alcanzar el detector. Ademas, se
pueden usar configuraciones de espectroscopia de masas en tandem (MS/MS) donde los
analitos se fragmentan después de su ionizacién al hacerlos pasar por una celda de colisién
[44]. En este contexto, el espectrémetro quadrupolo-TOF (QTOF) con una celda de colisién

entre ambos, es el espectrdmetro mas usado en metabolémica no dirigida [43].

La investigacidn en metaboldmica se puede realizar mediante dos enfoques diferentes
segun el objetivo: dirigida (o targeted) y no dirigida (o untargeted). En el enfoque no dirigido
se analiza la mayor cantidad posible de metabolitos de una muestra concreta para dar con un
perfil metabdlico global. Generalmente tiene un enfoque cualitativo, por lo que abarca un
rango mayor del metaboloma, pero es mas complejo de analizar. Por otro lado, en el enfoque
dirigido, se analizan metabolitos especificos de interés en la muestra en cuestion y se suele

realizar con un enfoque cuantitativo [45].

1.3.1 El flujo de trabajo en metaboldmica

Un paso clave es el disefio experimental del ensayo, que debe tener en cuenta los
factores bioldgicos, el nUmero de muestras y replicados o su manipulacion para que el resto

del ensayo pueda responder a las preguntas que se plantean [46].



Una vez que se obtienen las muestras y se llevan a cabo las extracciones de los
metabolitos, se procede al analisis de separacién y deteccion de dichos metabolitos en la
plataforma adecuada con el enfoque apropiado a los objetivos. Las plataformas analiticas dan
lugar a datos complejos, incluyendo espectros con sefiales m/z y tiempos de retencién, que
se deben preprocesar para obtener la informacién adecuada reduciendo su complejidad. Para
ello, se han desarrollado muchas plataformas y algoritmos de preprocesamiento de los datos
de MS como XCMS, Mzmine o MS-dial. Estos programas llevan a cabo pasos generales que
incluyen el filtrado de ruido, la detecciéon y deconvolucién de picos y la alineacién de sus
sefiales. De esta manera, se elimina el ruido de fondo y se identifican las sefales verdaderas,
las cuales deben ser alineadas en base a los tiempos de retencion para eliminar las variaciones

entre las muestras y, asi, que sean comparables [47].

Después de realizar el preprocesamiento se debe llevar a cabo un analisis estadistico y
una identificacién de metabolitos, no necesariamente en un orden predeterminado. El analisis
estadistico identificarad diferencias, patrones o datos relevantes en el estudio. Los métodos
exploratorios de datos son tipicamente andlisis multivariantes que facilitan la inspeccién visual
en graficos con pocas dimensiones [48], mientras que los analisis univariantes pueden ser
utiles para identificar cambios entre condiciones o grupos experimentales gracias a las

pruebas estadisticas, lo que permite realizar analisis diferenciales de los metabolitos [46].

La identificacion de los metabolitos es uno de los mayores retos de la metabolémica por
la gran heterogeneidad en las propiedades fisicoquimicas de estos. En el caso de la
cromatografia liquida acoplada a MS (LC-MS) hay diversas bases de datos de compuestos que
proporcionan informacidn sobre sus espectros MS/MS. Estos espectros son Utiles para la
identificacion debido a que los patrones de fragmentacién y la distribucion isotdpica suelen

ser caracteristicas exclusivas para cada compuesto [47].

La interpretacion bioldogica es también una parte compleja del estudio. Se deben
establecer las relaciones entre los metabolitos y las vias metabdlicas en las que participan para
entender los mecanismos moleculares que subyacen en las preguntas del estudio [48] (Figura

3).



Disefio Deteccion Preprocesamiento
experimental analitica de datos

Nuevas v
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Figura 3. Flujo basico de trabajo de la metaboldmica.

1.3.2 Aplicaciones de la metaboldmica a la acuicultura

La metabolémica ha contribuido en la investigacidon en peces en diversas dreas. Entre
ellas, ha permitido entender las rutas clave en el desarrollo y la fisiologia de especies acuaticas,
asi como estudiar el efecto de contaminantes en los peces para la evaluacidn toxicolégica. En
el dmbito de la “foodémica” de los peces para asegurar la calidad alimentaria o evaluar las
condiciones de cultivo. Ademas, para estudiar las enfermedades y estados de los peces, para
entender la relacidon entre hospedador y patégeno, la progresién y para el analisis de

biomarcadores [49, 50].

Los estudios metabolémicos desempefian un papel fundamental en la comprension de
la respuesta inmune durante los procesos infecciosos gracias a la estrecha relacion entre el
sistema inmune y el metabolismo. Los cambios en los metabolitos representan mejor el
estado fisioldgico actual del organismo y permiten entender o identificar las alteraciones de
las rutas metabdlicas globales relacionadas con los estados de infeccion o los fenotipos de
resistencia. Sin embargo, aunque se han realizado estudios metaboldmicos en enfermedades
de peces [51], los estudios actuales aun son insuficientes para comprender las respuestas
metabdlicas a las enfermedades y este area de investigacidon aun se encuentra en una etapa
temprana. Normalmente se usan los dorganos relacionados con la respuesta inmune:

branquias, bazo, higado, rindn anterior, piel y la sangre o plasma.
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Distintos estudios metaboldmicos, en higado de tilapias, se realizaron frente a varias
bacterias. Por ejemplo, se observé un aumento de la prolina en los supervivientes frente a
Streptococcus agalactiae y aumentd la supervivencia al ser suministrada de manera exdgena
[52]. En el caso de S. iniae se detecté un aumento de la leucina en el grupo de supervivientes
en comparacion con los peces muertos [53]. Con respecto a Edwardsiella tarda, se identifico
la glucosa alta como marcador de supervivencia [54]. En otro estudio de exposicidn del salmén
atldntico con A. salmonicida se observé cambios en el perfil de lipoproteinas y derivados de
colina, principalmente [55]. Otro ensayo con E. tarda, en carpas crucianas, se vio aumentada
la biosintesis de acidos grasos insaturados, en particular una elevacién del acido palmitico,

ademas de la disminucién de la manosa vy la fructosa [56].

En la actualidad, existen numerosas tecnologias disponibles para estudiar los sistemas
bioldgicos. Sin embargo, se requiere la complementacion e integracién de los datos
multiémicos procedentes de la gendmica, transcriptomica, protedémica y metabolémica para
aunar el conocimiento y obtener informacién mas completa sobre los sistemas. El desarrollo
tecnolégico debe proveer herramientas para la integracion eficiente de datos heterogéneos
[57, 58]. El concepto de biologia de sistemas representa un desafio ya que los datos son
heterogéneos y complejos, pero esto supondria una ventaja ya que los sistemas biolégicos son
mucho mds complejos que la suma de sus partes individuales. En el contexto de las
enfermedades infecciosas, esto podria conducir a un mayor conocimiento sobre las
respuestas patdgeno-hospedador, un mejor descubrimiento de biomarcadores, la
construccion de modelos predictivos y estudio de dianas terapéuticas, asi como el disefio de

terapias inmunometabdlicas [59].
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2. OBIJETIVOS

El objetivo general del trabajo es la identificacidn de alteraciones metabdlicas que se
relacionen con el proceso infeccioso y la resistencia en rodaballo (Scophthalmus maximus)

para el disefio de terapias inmunometabdlicas.
Los objetivos especificos del trabajo son:

* |dentificacion de metabolitos diferenciales como marcadores de infeccion y

resistencia en rodaballo frente a la infeccidn por la bacteria Aeromonas salmonicida.

* Identificaciéon de las rutas metabdlicas diferenciales implicadas en las respuestas

inmunometabdlicas de dos grupos objeto de estudio: resistente y susceptible.
* Seleccidn de metabolitos candidatos para terapias inmunometabdlicas.

* Disefio y caracterizacién de estructuras poliméricas preliminares como vehiculos de

metabolitos.
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3. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

3.1 Ensayo de infeccion y preparacion de muestras

Sobre dos familias de rodaballo que habian sido identificadas previamente como
susceptibles y resistentes se realizé un ensayo de infeccién con la bacteria Aeromonas
salmonicida subsp. salmonicida y los controles con tampdn salino, y se tomaron muestras de
higado y rifidn anterior a las 24 horas post-infeccién para realizar analisis transcriptdmicos y
de metaboldmica no dirigida. El ensayo de infeccidn in vivo de los juveniles de rodaballo fue

realizado por el Grupo de Inmunologia y Gendmica del Instituto de Investigaciones Marinas

(IIM-CSIC, Vigo). Los cuatro grupos experimentales fueron: el grupo susceptible control (SC),
el grupo resistente control (RC), el grupo susceptible infectado (Sl) y el grupo resistente
infectado (RI). En cada grupo experimental se incluyeron 15 individuos, que se agruparon en

grupos de 5 para ser analizados en tres réplicas biolégicas.

La extraccidon de los metabolitos de las muestras se realizé mediante la adicidén de una
mezcla de 4 pL de cloroformo:metanol (20:80, v/v) por miligramo de tejido, tras ello se

homogenizaron mediante centrifugacion y se recogié el sobrenadante [60].

Para equiparar las muestras de cada tejido y obtener el volumen suficiente de entre 250
y 300 pL para el analisis metabolémico posterior se realizdé una dilucidn de las muestras. Se
afadieron 250 uL de metanol a 50 pL de las muestras de higado y a 30 ulL de las muestras de

rindn. Las muestras se mantuvieron a -80°C hasta el envio para su posterior analisis.

3.2 Andlisis de las muestras

Se realizd una aproximacién de metaboldmica no dirigida, para tratar de ver todos los

metabolitos posibles. Las muestras de higado y rifidn se analizaron en la Plataforma de

Metabolémica del CEBAS-CSIC de Murcia, empleando la técnica de separacion de

cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas de alta resolucion (UPLC-HRMS).

Brevemente, se usé un sistema de cromatografia UPLC ACQUITY I-Class (Waters
Corporation, Milford, MA, Estados Unidos), acoplado a un espectrometro de masas Bruker
maXis Impact QTOF (Bruker Daltonics, Bremen, Alemania) con una sonda de ionizacién por
electrospray (ESI). La separacidn se realizdé con una columna de fase reversa Poroshell 120 EC-

C18 (3,0 x 100 mm, tamafo de particula de 2,7 um) (Agilent Technologies, Waldbronn,
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Alemania) a 30 °C. Se empled un gradiente de elucion de dos eluyentes (Ay B) en 5 pasos, con
una velocidad de flujo de 0,4 mL/min y un volumen de inyeccion de las muestras filtradas por
0,22 um fue de 3 L. El eluyente A consistid en agua 0,1 % acido formico y el eluyente B en
acetonitrilo 0,1 % acido formico. El espectrometro de masas operé en modo HR-TOF-MS con
ionizacion positiva y negativa usando disociacién inducida por colision de banda ancha (bbCID)

y la energia de colisién fue de 22 eV. El rango de masas cubiertas fue de 50-1200 m/z.

Se prepararon muestras de control de calidad (QC) para cada tejido mezclando un
pequeiio volumen de cada muestra y se afiadieron al estudio al inicio, mitad y final de la
secuencia de muestras para controlar la reproducibilidad de la secuencia de analisis de

muestras. Adicionalmente se inyectaron blancos instrumentales con metanol/agua.

Los datos brutos fueron convertidos a un formato de datos abiertos para el
almacenamiento de datos de espectroscopia de masas mzXML. Estos datos constituyen la

base de este trabajo, con los que se procede al procesado y analisis posterior.

3.3 Preprocesamiento de datos

La estrategia de metaboldmica no dirigida se empleé para obtener la maxima cantidad
de informacidn. El proceso se inicia con el preprocesamiento y deconvolucién de los datos,
usando la plataforma en linea XCMS [61-63], cuyos algoritmos realizan automaticamente la
seleccion de los picos, su alineamiento y agrupacién basados en su tiempo de retencion. Este
tratamiento de los datos se llevé a cabo con los cuatro grupos (incluyendo el control de calidad
del 6rgano) mediante las cuatro comparaciones relevantes entre pares: RC / SC, SI / SC, Rl /

RCy RI/SI, con las que se continud la metodologia.

Se utilizaron los parametros por defecto para el equipo y analisis empleado: UPLC /
Bruker Q-TOF pos (Optimized for UPLC, Bruker maXis Impact) para la ionizacion en modo
positivo. Para ello, se empled el algoritmo CentWave para la deteccién de features. Los
features son las sefiales o iones con una m/z y tiempo de retencion uUnico; un término que
tiene una dificil traduccidén en espaiiol y al que se hara referencia de manera recurrente en
este trabajo. Los parametros utilizados fueron una anchura de pico de 5 a 20 segundos, una
relacidn sefial/ruido mayor a 6 y una tolerancia de masa de 10 ppm. A continuacion, el
algoritmo Obiwarp se utilizé para la correccion del tiempo de retencion, con un "profStep" de

1, que es la separacidn en m/z para generar el perfil de masas. En el proceso de alineamiento
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y agrupacién, se permitié una desviacién de tiempo de retencién de 5 segundos, una fraccion
minima de 0,5 para la agrupacién y un ancho de m/z de 0,015 para crear los cromatogramas.
Para el modo de ionizacidn negativo se generd una configuracion manual con los mismos

pardmetros a excepcion de la ionizacion.

Como resultado se obtuvieron matrices o tablas de features, cada feature nombrada con
un identificador Unico. Esta matriz incluye, entre otros datos, el correspondiente valor de m/z,
el tiempo de retencion, el drea de pico obtenido para cada muestra y la intensidad maxima de
la feature en todas las muestras. Posteriormente, se aplicé un filtro en Excel a las features

segln su intensidad maxima, la cual debia ser mayor a 5000 unidades cps.

Para obtener informacidn sobre la variabilidad de las muestras dentro de los grupos en
cada comparacion, se calculé la suma de las dreas de todas las features por muestra, asi como
el promedio, la desviacidén estandar y el coeficiente de variacién de cada grupo. El coeficiente

de variacion definido como la relacidn porcentual entre la desviacidn estandar y el promedio.

3.4 Andlisis estadistico

Utilizando la matriz filtrada anterior, se extrajo la informacidén necesaria para llevar a
cabo un analisis estadistico posterior. Se utilizé el identificador Unico de cada metabolito y las
areas correspondientes en cada una de las muestras. Se empled la plataforma en linea
MetaboAnalyst [64] (versidn 5.0) cuyas herramientas aportan diversas funcionalidades en el

campo de la estadistica y la metaboldmica.

Se realizaron analisis de componentes principales (PCA, por sus siglas en inglés Principal
Component Analysis) que reducen la dimensionalidad de todas sefales de metabolémica al
transformarlas en otras variables, con la minima pérdida de informacidon. Estas nuevas
variables, conocidas como componentes principales, son combinaciones lineales de los
features anteriores, y se representan en los ejes del PCA indicando el porcentaje de
variabilidad que explican de los datos originales (ver ejemplo en 4.2.1 Andlisis exploratorio de
los datos). Ademads, muestran las regiones de confianza del 95% de los grupos, lo que permite

identificar y descartar valores atipicos que se encuentren fuera de estas regiones.

Se llevd a cabo un andlisis diferencial de las sefiales obtenidas en las comparaciones por

parejas mediante el uso del Volcano plot. El Volcano plot es una representacién que combina
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los resultados de significancia (p) del analisis t-test con el andlisis de Fold Change (FC), que es
el cambio absoluto entre las medidas de dos grupos ya sea al alza como a la baja (ver ejemplo
en 4.2.2 Seleccion de los umbrales de significancia). Por lo tanto, este grafico nos permite
identificar simultdneamente las sefales estadisticamente significativas y con relevancia
bioldgica en funcidn de su p y FC. Se empled para visualizar y obtener las sefiales que fuesen
simultaneamente muy significativas (p<0,01) y de relevancia bioldgica por su FC>1,5,

correspondientes en nuestro estudio para las diferencias entre pares de grupos.

Se llevd a cabo un filtrado manual posterior para garantizar la calidad de los iones
obtenidos en el andlisis estadistico. Para ello, se examinaron los cromatogramas de iones
extraidos (EIC, por sus siglas en inglés, extracted ion chromatogram) en la plataforma XCMS.
El objetivo era asegurar que los iones no fuesen ruido, que los picos estuvieran correctamente
alineados y que no hubiera repeticiones no deseadas. Se prestd especial atencién a las masas
duplicadas o correlativas, es decir, aquellas que tenian una diferencia de +0,5, +1 o +2
unidades de m/z. Se examind también si presentaban la misma forma de pico en el EIC, si
estaban asociadas al mismo grupo de pico (que el programa indica si son features que
probablemente se han generado por el mismo compuesto), y, si se identificaban como

isdtopos y cuadles presentaban una intensidad maxima mayor.

3.5 Identificacion de metabolitos

Los features relevantes, estadisticamente significativos y una vez filtrados se anotaron
tentativamente haciendo uso de CEU Mass Mediator (versidn 3.0). Esta herramienta en linea
combina multiples bases de datos para la busqueda de masas exactas experimentales

obtenidas en la espectroscopia de masas [65].

En la busqueda, se introdujeron las masas experimentales y se establecid una tolerancia
de 10 ppm. Se selecciond el modo de ionizacion correspondiente, bien en positivo (aducto
[M+H]*) o negativo (aductos [M-H], [M+HCOOH-H] y [M-H-H,Q0J’). Por ultimo se incluyeron
las bases de datos deseadas: KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes;

https://www.genome.jp/kegg/), HMDB (Human Metabolome Database; https://hmdb.ca/),

LipidMaps (https://www.lipidmaps.org/), Metlin (https://metlin.scripps.edu/) y PubChem

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/).
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Tras la busqueda se descargaron archivos XLS que contenian informacidn de las masas
experimentales buscadas. Esta es, candidatos posibles, el aducto correspondiente, el error en
ppm de la m/z, la masa molecular, la formula molecular, diferentes Scores calculados y el
numero CAS. Ademas, se incluyeron las rutas metabdlicas donde participan, asi como enlaces

especificos de cada uno de ellos dentro de las bases de datos.

Los metabolitos posibles para cada masa fueron sometidos a un proceso de seleccién
manual, donde se tuvo en cuenta su participacion en las rutas metabdlicas KEGG vy si
biolégicamente podian tener relevancia como metabolitos en peces y procedentes de la

infeccion bacteriana.

Posteriormente sobre estos metabolitos posibles ya seleccionados, se realizd una
busqueda en la base de datos HMDB sobre los espectros de fragmentacion MS/MS. Se
buscaron los espectros de LC-MS/MS, QTOF y de polaridad adecuada en cada caso. Se priorizd
la eleccion de espectros experimentales de Agilent y Bruker, y en menor medida Applied
Biosystems frente a los de otros equipos o los de prediccién in silico, con una franja de 20 a 30
eV. Se identificaron los fragmentos mayoritarios, con un valor de intensidad relativa de 100 y

cercanos a ese valor.

Por ultimo, se compararon y verificaron los fragmentos reales en los espectros reales de

las muestras del estudio con los obtenidos de la base de datos HMDB.

3.6 Andlisis de rutas metabdlicas

Se llevd a cabo un primer andlisis de rutas metabdlicas utilizando la plataforma
MetaboAnalyst para estudiar las rutas metabdlicas en las que estan implicados los metabolitos
identificados tentativamente. Se utilizé el test hipergeométrico como método de
enriquecimiento adecuado al tener pocos metabolitos, el analisis de topologia la centralidad
relativa de intermediacién que mide como se controla la conectividad entre nodos, y la libreria
de Danio rerio (pez cebra) de la base de datos KEGG como referencia, al ser la Unica especie

de pez disponible.

Se realiz6 otro andlisis de las rutas mediante la herramienta Mapper [66] de la base de
datos integrada KEGG de GenomeNet combinando los identificadores KEGG Compound de los

metabolitos identificados y los identificadores KEGG Orthology del anélisis de transcriptomica
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realizado a partir de las mismas muestras. Se observaron los mapas de rutas KEGG generales
donde habia mayor presencia de metabolitos modulados y si habia transcritos

diferencialmente expresados y se analizaron las jerarquias de las vias.

3.7 Encapsulacion de metabolitos en fibras poliméricas biocompatibles

Para una potencial administracién de metabolitos por via oral, se llevd a cabo la
encapsulaciéon de metabolitos en nanofibras utilizando la técnica de la electrohilado. El grupo
ya tiene experiencia en la encapsulacién de compuestos no lipidicos, pero ante la posibilidad
de finalmente seleccionar algun lipido como metabolito se procedio a anticipar esta tarea. Se
encapsularon dos lipidos: acido palmitico (Sigma-Aldrich, San Luis, MO, Estados Unidos) y

colesterol (Panreac, Barcelona, Espafia) en las fibras poliméricas biocompatibles.

Para ello, se realizaron disoluciones poliméricas con poli (metil vinil éter-alt-acido
maleico monoetil éster) (PMVEMA-ES, Sigma-Aldrich; Mw: 130.000 g/mol) al 27 % p/p en
etanol (Merck, Darmstadt, Alemania) a partir de un stock al 50 % p/p y con diferentes
porcentajes de metabolito (1, 5 y 10 % p/p respecto al polimero). Posteriormente, se
elaboraron nano-microfibras delgadas mediante la técnica de electrohilado. Brevemente, las
disoluciones se dispusieron en jeringas acopladas a una aguja metalica, que es sometida a una
diferencia de potencial eléctrico, dando lugar a la eyeccién de un chorro de fibras de escala
microscopica sobre un colector metdlico [67]. Se realizaron en las condiciones experimentales
de 6,8 kV de voltaje, 10 cm de separacion entre la aguja y el colector metalicos y 0,5 mi/h de

velocidad de eyeccidn.

La caracterizacién de los materiales se llevd a cabo en primer lugar mediante un
microscopio éptico (Microsystems DMI3000B: Leica, Bensheim, Alemania) provisto de una
fuente de luz compacta (Leica EL6000). Posteriormente, las fibras se analizaron en un
microscopio electrénico de barrido de emisidn de campo tipo Shottky (FESEM) modelo Sigma
300 VP (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Oberkochen, Alemania) para estudiar su morfologia y
didmetro. Se midieron los tamafios con el programa ImagelJ (National Institutes of Health, NIH,
Bethesda, MD, Estados Unidos) y se elaboraron histogramas de frecuencia de tamafios con

100 medidas.
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4. RESULTADOS

4.1 Optimizacion del preprocesamiento de datos

Se realizaron pruebas preliminares para evaluar la idoneidad de los resultados antes de
llevar a cabo el preprocesamiento definitivo de todas las comparaciones por pares y en
multigrupo. Se inicié con los datos del higado en modo positivo, seguidos de los datos del
rifidn en modo positivo. Se preprocesaron utilizando los pardmetros por defecto “UPLC /

Bruker Q-TOF pos”, que se ajustaban al espectrémetro de masas utilizado y al modo positivo.

Se compararon los resultados de este andlisis de la comparacion RC / SC del higado unos
parametros “expertos” descritos por Lassen et al. [68] para un equipo similar. Se cambiaron
los pardmetros de anchura de pico de 4 a 30 s, tolerancia de masa de 12 ppm, desviacién
permitida del tiempo de retencidén en ancho de pico 2,5 s y ancho de cortes de 0,01m/z. Se
obtuvo el mismo nimero de features alineadas (3649), el mismo numero de filtradas por
intensidad (2199) y el mismo numero de significativas y relevantes en MetaboAnalyst. Estos
resultados indicaron que estos parametros pueden ser adecuados para el tratamiento de

nuestros datos.

Adicionalmente, se realizé una prueba para ver qué ocurria al aumentar la relacién
sefial/ruido de 6 a 10, con los datos de la comparativa del rifién Rl / RC en modo positivo. Esto
resulté en una disminucion de los features alineadas de 4560 a 3435, en el de las filtradas por
intensidad de 2851 a 2406 y en el de las significativas de 607 a 516. Sin embargo, esta
disminucion no mejord la calidad de los datos resultantes. Por lo tanto, se decididé continuar

utilizando los parametros por defecto para los datos en positivo.

A continuacidn, se realizaron pruebas preliminares para los datos en modo de ionizacién
negativa. En un principio, se utilizaron los parametros por defecto “HPLC / Bruker Q-TOF neg”
porque se adecuaban a la marca del espectrofotometro y al modo de ionizacién. Sin embargo,
no se tuvo en cuenta que los del modo positivo estaban optimizados para UPLC Bruker maXis
Impact y los del modo negativo para HPLC con gradiente de 60 min en Bruker maXis Impact,
gue no era adecuado a nuestro analisis, y que los pardametros debian ser los mismos. Por lo
tanto, fue necesario generar una configuracion manual con los mismos parametros del
positivo, pero cambiando el modo de ionizacién para el modo negativo. Esta configuraciéon

manual fue la utilizada para todos los datos del modo de ionizacidn negativa.
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Los resultados del preprocesamiento de los datos para el higado y rifidn en ionizacion
positiva y negativa se presentan en la Tabla 1. En esta tabla se detallan los resultados de las
comparaciones por pares, incluyendo el nimero total de features alineadas en XCMS, asi
como el niumero resultante tras aplicar el filtro de intensidad maxima de 5000 unidades vy el

coeficiente de variacién para cada grupo en cada comparacion.

Tabla 1. Resultados del preprocesamiento en las comparaciones por pares.

Organo e Comparacion Numero de features CV (%)
ionizacion  (Gi/ Gi) Alineados en XCMS  Filtrointensidad Gi G
RC/SC 3.648 2.199 10 11
3 SI/SC 3.494 2.180 12 3
Higado (+)
RI/RC 3.336 2.043 11 10
RI/SI 3.477 2.153 4 3
RC/SC 4,157 2.677 11 14
SI/SC 3.899 2.409 13 9
Rifi6N (+)
RI/RC 4.560 2.851 12 1
RI/SI 4.166 2.524 3 6
RC/SC 365 209 11 11
SI/SC 365 209 13 8
Higado (-)
RI/ RC 367 218 12 6
RI/SI 331 186 3 10
RC/SC 307 177 16 22
SI/SsC 269 148 23 28
Rifién (-)
RI/RC 300 184 32 39
RI/SI 265 151 38 27
Gi, primer grupo de la comparacién; Gi, segundo grupo de la comparacién; CV, coeficiente
de variacién.

En el analisis de la matriz de higado con ionizaciéon positiva se observé que el nimero de
features alineadas en XCMS fue inferior (entre 3.336 y 3.648) en comparacion con el rifién en
positivo (entre 3.899 y 4.560). Esta diferencia también se reflejé tras aplicar el filtro por

intensidad.

En la ionizacidon negativa se encontrd entre 10 y 15 veces menor numero de features
gue en la ionizacién positiva. Estos resultados son esperados por la propia técnica analitica.
Esta disminucidn ocurrié en ambos érganos, aunque en higado fue ligeramente superior tanto

en total como en las filtradas por intensidad.
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En relacion al coeficiente de variacion, en todas las comparaciones se obtuvieron valores
por debajo del 15 %, excepto en el rifidn con ionizacidn negativa. En esta ultima, los valores
de coeficiente de variacidn oscilaron ente el 16 % y valores superiores llegando al 39 %. Estos
resultados sugieren cierta variabilidad en los datos. EI menor nimero de metabolitos
encontrados en la ionizacién negativa podria explicar en parte el mayor coeficiente de
variacion observado en el rifidn. Sin embargo, no se observé de igual manera en el higado.
Otros factores como las condiciones experimentales del andlisis o el tratamiento de los datos,
asi como diferencias en el metabolismo de ambos érganos podrian influir en la variabilidad de
los resultados, ya que las muestras fueron las mismas que las que se analizaron en modo

positivo.

4.2 Resultados del andlisis estadistico

4.2.1 Andlisis exploratorio de los datos

El analisis exploratorio de los datos se realizd con PCA, para ver la distribucion de las
muestras y la variabilidad explicada por las 2 primeras componentes principales. Sin embargo,
no se empled para descartar valores atipicos debido a que solo se disponia de tres muestras

por grupo.

Se observaron diferentes distribuciones entre las comparaciones y entre los modos de
ionizacion en una misma comparacion. Tanto en higado (ver Anexo Figura S 1) como en riidn
(ver Anexo Figura S 2) algunas comparaciones dieron lugar a la separacién de los grupos en el
espacio mientras que otros no. En el higado positivo solapan menos mientras que en el rifidén
hay mas variabilidad en el solapamiento. Ninguna de las muestras se encontrd fuera de la
elipse de Hotelling que representa el intervalo de confianza al 95 %. En cuanto a la variabilidad
explicada por las Componentes Principales, la suma de ambas en el higado en positivo dio de
media 64 %, mientras que en el higado en negativo dio 72 %. En el rifidn se encontrd un valor
de 67 % en el positivo y mas elevado en el negativo, de 89 %. Por otro lado, en las PCA de los
datos por drgano se observd una clara separaciéon en el modo de ionizacidn positivo entre el
higado y el rifidn, mientras que en el negativo los datos del rifidon fueron mucho menos
localizados y se mezclaron con los del higado. En cuanto al PCA de todos los grupos del higado
y del rifdn se encontraron los grupos localizados generalmente, pero se encontraron

solapados algunos grupos (Figura 4).
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Figura 4. PCA de los datos metaboldmicos A) por érgano, B en todos los grupos del higado
y C) del rifidn, a la izquierda en modo de ionizacién positivo y a la derecha en modo negativo.

H, higado; R, rifién.
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4.2.2 Seleccion de los umbrales de significancia

Para la seleccidén de los umbrales de significancia, se compard el nimero de features
obtenidos al aplicar diferentes umbrales de significancia, con un valor estadistico p menor de
0,05 y 0,01, y un cambio respecto al control o FC mayor de 1,5 y 2. Estos umbrales son
comunmente utilizados en los andlisis metabolémicos para establecer el nivel de significancia
y relevancia bioldgica, teniendo en cuenta la capacidad de andlisis posterior del volumen de
datos generado en esta etapa. Los resultados de aplicar estos diferentes umbrales en las

comparaciones por parejas se presentan en la Figura 5.

Higado (+) Rifidn (+) ® p<0,05, FC>1,5
700 1 p<0,05, FC>2
607 p<0,01, FC>1,5
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K 400
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° 283276
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Figura 5. Resultados de los diferentes umbrales de significancia (p y FC) para las diferentes
comparaciones por pares, en higado, rifidn y para los dos modos de ionizacion positiva (+)
o negativa (-).

23



Se observaron diferencias en el nimero de features entre los érganos y del modo de
ionizacion dependiendo de los umbrales utilizados. De acuerdo con lo esperado, el nUmero
fue mayor en el modo de ionizacién positivo en comparacidn con el modo negativo, tal y como
sucedio en el numero de features alineados. En cuanto a las diferencias entre los érganos, en
el modo positivo, en el rifidn se encontrd un nimero superior en dos de las comparaciones
(198 frente a 100 y 607 frente a 256, en RC / SCy RI / RC, respectivamente), mientras que en
las otras comparaciones fue similar. En todos los casos se observé que la comparacion Rl / RC
presentd el mayor niumero de features significativos, siendo la mas llamativa la del rifidn en

positivo.

Al comparar los features totales para los diferentes umbrales, por érgano y modo de
ionizacion (Figura 6), se observo que el aumento del FC de 1,5 a 2 no redujo notablemente el
numero de datos a analizar posteriormente y se observaron muchos datos correlativos. Sin
embargo, la disminucidn de la significancia estadistica de 0,05 a 0,01 si tuvo un impacto en la
reduccion del numero de features. Basados en estos resultados, se determind continuar el

analisis utilizando el criterio de los umbrales de p <0,01 y FC>1,5.

1200 - 1133 m p<0,05, FC>1,5
p<0,05, FC>2
1000 - 924 p<0,01, FC>1,5
3
X p<0,01, FC>2
£ 800 | 767
wv
S
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S i
8 600
3
e 403
S 400 - 373
g 259
=2 227
200 -
107 g4 101 55
. 35 30 . 29 22
0 -
Higado (+) Higado (-) Rifidn (+) RifdN (-)

Organo y modo de ionizacién

Figura 6. Numero de features totales por umbrales de significancia p y FC, en los érganos
Higado y rifidn, y el modo de ionizacidn: +, modo positivo; -, modo negativo. En rojo se indica
el umbral seleccionado.
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Como resultado de estos umbrales seleccionados, se continué con un total de 726

features, de las 2.108 iniciales correspondientes al umbral menos restrictivo.

Tanto la manifestacién de la resistencia como el proceso de infeccion causaron
diferencias marcadas en la expresion de metabolitos, lo que se muestra en los Volcano plots
obtenidos. En estos graficos, ademads de ver los features significativamente aumentados (en

rojo) o disminuidos (en azul), podemos ver su distribucion.

En los Volcano plots correspondientes a las comparaciones en la matriz de higado, a
excepcion de la comparacion Rl / RC se observa una disposicion mas balanceada y simétrica
en el modo positivo que en el negativo, donde en cambio se identifican regiones
empobrecidas, como en la primera y Ultima comparacién (Figura 7). En los Volcano plots de
las comparaciones del rifidn, ocurre de manera similar, pero las regiones empobrecidas en el
modo negativo estan mds marcadas. Esto se evidencia en los features coloreados en los
umbrales, que se encuentran aumentados o disminuidos en su totalidad, pero no se

encuentran de manera balanceada (Figura 8).
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Figura 7. Volcano plots de los metabolitos significativamente diferentes las
comparaciones A) RC / SC, B) SI / SC, C) Rl / RC y D) RI / SI, en la ionizacién en modo
positivo (izquierda) y negativo (derecha) para el higado. Se representa el logaritmo
negativo del p en el eje Y frente al logaritmo en base 2 del FC en el eje X. Los umbrales
definidos (p<0,01 y FC>1,5) se muestran como lineas discontinuas. Los metabolitos
significativamente aumentados se muestran como puntos rojos, los reducidos en azul y los
no significativos en gris.

26



-Iog10(p)

-log10(p)

-Iog10(p)

8
] . g . ®
22
1
0
1 3
5.0 -25 0.0 25 5.0
log2(FC) log2(FC)
4
.
3
.
- —_
. 4 g . ¢
a
8
1
0
% 0 3 2 0
l0g2(FC) l0g2(FC)
4
3
.
.
8 .
g *
D2
1
0
5 10 25 00 25
log2(FC) log2(FC)
25
2.0
° 15
bt =
=1
f=1
>
k-]
T L0
05
0.0
10 5 1 o z
log2(FC) log2(FC)

Figura 8. Volcano plots de

los metabolitos significativamente diferentes

las

comparaciones A) RC / SC, B) SI / SC, C) RI / RC y D) RI / Sl, en la ionizacién en modo
positivo (izquierda) y negativo (derecha) para el rifién. Se representa el logaritmo negativo
del p en el eje Y frente al logaritmo en base 2 del FC en el eje X. Los umbrales definidos
(p<0,01y FC>1,5) se muestran como lineas discontinuas. Los metabolitos significativamente
aumentados se muestran como puntos rojos, los reducidos en azul y los no significativos en

gris.
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4.2.3 Filtrado manual de la calidad de los iones

Los cromatogramas EIC de los features anteriores resultado de los umbrales de p<0,01

y FC>1,5 fueron comprobados para asegurar su calidad. Se identificaron iones que se

correspondian con ruido y no con picos reales (Figura 9A), considerados como falsos positivos.

Por otro lado, se descartaron los picos con misma masa que no son alineados por los

algoritmos cuando se han producido desviaciones en el tiempo de retencion (Figura 9B). Esta

desviacién ocasiona que sean considerados como picos diferentes y que no se logre integrar

el area bajo la curva de ambos picos resultando en un FC erréneo. Ademas, se identificaron

masas redundantes, correlativas o duplicadas (Figura 9C) que pueden corresponder a isétopos

o a datos provenientes de diferentes cortes de m/z propios de los algoritmos del

preprocesado, que aumentan el volumen de datos a analizar sin aportar nueva informacién

relevante.
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Figura 9. Cromatogramas EIC representativos de: A) un ion que corresponde a ruido,
B) un ion cuyos picos no estan alineados entre muestras y C) dos features
redundantes debido a que son is6topos del mismo compuesto. En A se trata de la
feature con m/z 113,9637 y tiempo de retencién 10,7 min, en la que, a pesar de que
la intensidad maxima es alta, no se corresponde con un pico definido sino con sefiales
variables no deseadas debidas a fluctuaciones aleatorias de la linea base. B se trata de
la feature con m/z 279,1594 a 22,1 min, en la que los algoritmos no alinean los picos y
dan lugar a la integracidn de solo uno de los picos (el negro en color saturado). C se
trata de las features con m/z 836,5214 y 837,5236 a 22,9 min, que son isétopos [M]+
y [M+1]+, lo que se refleja en su misma forma de pico y las diferencias de intensidad.
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En el andlisis del higado en modo positivo, se descartaron un total de 81 iones que
incluyen 40 duplicados, 8 correspondientes a ruido y 33 desalineados. La comparacién que
retne la mayor cantidad de desalineamientos fue la Rl / SI, con un total de 29, situados a
tiempos de retencién entre 21y 23 min. Esto puede deberse a una mayor variabilidad analitica
principalmente en los tiempos finales de cada analisis que es donde se produjeron mayores
desviaciones en el tiempo de retencidn. Adicionalmente, en la comparacién Rl / RC se
descartaron 20 iones con masas muy elevadas, superiores a 1.047 m/z y con tiempos de
retencion similares alrededor de 17,8 min ya que coeluian en el mismo tiempo y podrian

conducir a errores en la identificacion.

En el andlisis del rifidn en modo positivo, se descartaron 29 iones que comprenden 23
duplicados, 3 correspondientes a ruido y 3 desalineados. En este caso no se observaron tantos
datos desalineamientos como en el higado. Adicionalmente, se descartaron un elevado
numero de iones (189) también en la comparacién RI / RC con masas elevadas, superiores a
800 m/z y con tiempos de retencidn cercanos a 15 y 17 minutos. Estas masas superiores a
1000 m/z son dificiles de identificar después debido a que se fragmentan y forman otras masas

que dificultan la identificacién final de los metabolitos.

En las ionizaciones en negativo, se descartaron Unicamente 3 iones en el higado y 4 en

el rifdn, ambas correspondientes a masas correlativas o duplicadas.

4.3 I|dentificacion tentativa de los metabolitos

Para la identificacidn, se realizaron busquedas en la herramienta CEU Mass Mediator y
sobre los candidatos obtenidos se fueron seleccionando aquellos que participan en rutas

metabdlicas KEGG y con relevancia bioldgica en peces.

Los resultados de las comparaciones de la matriz de higado en modo de ionizacion
positivo obtuvieron un valor de FDR (del inglés, False Discovery Rate) por debajo de 1 a
excepcion de la comparativa Rl / Sl que obtuvo un valor menos fiable, mayor de 4. En el modo

de ionizacién negativo solo la comparativa RC / SC obtuvo un valor de FDR mayor que 4.

La busqueda de las comparaciones de la matriz de rindn en modo de ionizacién positiva
dio como resultado un FDR por debajo de 1 a excepcién de la comparativa Sl / SC que obtuvo

un valor mayor de 2. En el caso de los datos en modo negativo se obtuvieron FDR menores de
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1, a excepciodn de los metabolitos encontrados en la comparativa Sl / SC que obtuvo un valor

de 1,6 y en la comparativa Rl / S| donde no se pudo obtener un FDR al solo haber una masa.

Solo 48 de las 158 y 23 de las 32 masas que se buscaron en el higado en modo positivo
y negativo, respectivamente, se seleccionaron por la idoneidad de sus candidatos. Mientras
que para el rifién fueron 71 de 185 y 13 de 25, para los respectivos modos de ionizacién. El
resto de masas no encontraron compuestos para las masas experimentales y aductos
buscados, o bien no fueron relevantes bioldgicamente por tratarse de compuestos de sintesis

quimica o que no se encuentran en los peces.

Tras la seleccidn de metabolitos, su busqueda de espectros MS/MS en las bases de datos
y la verificacién con los patrones de fragmentacion experimentales se identificaron
tentativamente un total de 20 metabolitos diferencialmente expresados en el higado (jError!
No se encuentra el origen de la referencia.) y 14 metabolitos en el rifién (jError! No se
encuentra el origen de la referencia.). La identificacién de los compuestos se basé en la masa
exacta m/z y los espectros de bases de datos publicas. Los perfiles metabdlicos mostraron

diferencias entre las dos matrices de muestras: higado y rifién anterior.

Tabla 2. Metabolitos seleccionados e identificados tentativamente en la matriz de higado para cada
una de las comparaciones bioldgicas.

Metabolito identificado tentativamente? Exp.m/z Aducto FC p KEGG
RC/SC
L-gamma-Glutamyl-L-cysteine 251,0695 M+H -2,07 **  C00669
SI/SC
L-Tyrosine 180,0663 M-H -2,09  **  C00082
Guanosine monophosphate 362,0512 M-H -2,38 ** C00144
Phenylacetaldehyde 121,0644 M+H -1,52 *¥*  C00601
L-Asparagine 133,0609 M+H -7,77 **  C00152
gamma-L-Glutamyl-L-2-aminobutyrate 233,1134  M+H 2,30 ** C21015
Uridine 245,0767 M+H 2,73 ** C00299
L-a-Glycerylphosphorylcholine 258,1109 M+H -3,98 **  C00670
D-4'-Phosphopantothenate 300,0847 M+H -2,88 **  C03492
S-Adenosyl-L-methionine 400,1532 M+H -5,49  ***  C00019
SAICAR 455,0816  M+H 3,27  *** (04823
RI/RC
Hypoxanthine 135,0309 M-H -4,11 *¥*  C00262
Glutathione 306,0766 M-H 1,95 **  C00051
Cytidine monophosphate 322,0448 M-H -3,88 **  C00055
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Adenylsuccinic acid 462,067 M-H -4,55 **  C03794

Cytidine monophosphate N-acetylneuraminic acid 613,1409 M-H -5,46  **** (C00128

RI/SI

L-Proline 116,0705 M+H -2,82 ** C00148
Adenine 136,0623 M+H 4,71 *¥* C00147
L-Cysteinylglycine 179,0488 M+H 1,99  ***  C01419
Pyridoxal 5'-phosphate 248,0325 M+H 1,50 **  C00018

! Todos los nombres se presentan como se extraen de la base de datos. Exp. m/z, relacién
masa/carga experimental; FC, cambio respecto al control o fold change; **, p<0,01; ***, p<0,001;
***x p<0,0001.

Tabla 3. Metabolitos seleccionados e identificados tentativamente en la matriz de rifidn para cada una
de las comparaciones bioldgicas.

Metabolito identificado tentativamente*! Exp.m/z Aducto FC p KEGG
RC/SC
L-Malic acid 133,0143  M-H  -1,80 ** €00149
L-Serine-O-phosphate 186,017 M+H 2,92 ** C01005
N-Acetyl-D-galactosamine? 2020078  M+H 442 ** C01132
N-Acetyl-D-mannosamine? 00645
5-L-Glutamyl-taurine 255,0658 M+H 3,10  ** C05844
Adenosine 268,1041 M+H -5,77  ** C00212
S1/SC
Glutathione 306,077 M-H -5,20 ****  C00051
L-Glutamic acid 148,0606 M+H -2,73  ** C00025
L-Cysteinylglycine 179,0497 M+H  -3,36  ** c01419
N-Acetyl-D-galactosamine? 222,098 M+H 2,00 ** C01132
N-Acetyl-D-mannosamine? 00645
Citicoline 489,1154 M+H -8,24  ** C00307
RI/RC
Succinic acid 117,019 M-H 2,91 ** €00042
N-Acetylneuraminic acid 308,0982 M-H -2,23  ** C00270
5-L-Glutamyl-taurine 255,0658 M+H  -4,84  ** C€05844
RI/ SI
Dihydroxyacetone 89,0247 M-H 1,58 *k C00184

! Todos los nombres se presentan como se extraen de la base de datos. Exp. m/z, relacién masa/carga
experimental; FC, cambio respecto al control o fold change; **, p<0,01; ***, p<0,001; ****, p<0,0001;
2 Todavia no se puede seleccionar un sélo candidato entre N-Acetyl-D-galactosamine y N-Acetyl-D-
mannosamine con los criterios de exclusidon establecidos para ello, su significancia bioldgica serd
comparada en el analisis integrado de rutas metabdlicas que se realizara posteriormente.


http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?cpd:C03794
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http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?cpd:C00148
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?cpd:C00147
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?cpd:C01419
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?cpd:C00018
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?cpd:C00149
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?cpd:C01005
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?cpd:C01132
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?cpd:C00645
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?cpd:C05844
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?cpd:C00212
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?cpd:C00051
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?cpd:C00025
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?cpd:C01419
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?cpd:C01132
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?cpd:C00645
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?cpd:C00307
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?cpd:C00042
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?cpd+C00270
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?cpd:C05844
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?cpd:C00184

En el caso del higado destacaron compuestos relacionados con aminoacidos y derivados
como L-gamma-glutamil-L-cisteina, L-tirosina, L-asparagina, gamma-L-glutamil-L-2-
aminobutirato, S-adenosil-L-metionina o L-prolina, asi como otros relacionados con las bases
nitrogenadas como guanosina monofosfato, uridina, hipoxantina, citidina monofosfato y su

derivado neuraminico, acido adenilsuccinico o la adenina.

En el caso del rifndn se encontraron diferentes acidos organicos como el madlico y
succinico, y también aminodcidos y derivados como 5-L-glutamil-taurina, glutation,
cisteinilglicina y el acido glutamico. El efecto en la infeccion en ambos casos fue la disminucidn

de sustancias, mientras que entre ambos controles si se vieron diferencias de metabolitos.

4.4 Analisis de rutas para la interpretacion bioldgica

Con la informacién de los metabolitos diferenciales se intentd dar una interpretaciéon
bioldgica e indagar en los mecanismos moleculares de la respuesta inmunometabdlica de las

infecciones y en las diferencias entre individuos resistentes o susceptibles.

El analisis de las rutas de estos metabolitos identificados tentativamente en
MetaboAnalyst reveld vias que fueron afectadas por estos en cada uno de los 6rganos (jError!
No se encuentra el origen de la referencia.). Para algunas de las comparaciones no se pudo
obtener el p y el impacto debido a que al no tener suficientes metabolitos no se pueden

analizar las rutas con relevancia.
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Tabla 4. Rutas metabdlicas afectadas por los metabolitos identificados tentativamente mediante MetaboAnalyst

en las rutas KEGG de Danio rerio por 6rganos y comparativa. !

HIGADO RINON
Ruta metabélica p Impacto | Ruta metabdlica 1] Impacto
RC/SC
Glutathione metabolism 2 Taurine and hypotaurine metabolism *
Butanoate metabolism
Citrate cycle (TCA cycle) 0,04
Pyruvate metabolism 0,03
Glyoxylate and dicarboxylate metabolism
Cysteine and methionine metabolism
Glycine, serine and threonine metabolism 0,04
Amino sugar and nucleotide sugar 0,08
metabolism
Purine metabolism
SI/sC
Phenylalanine metabolism ** 0,14 Glutathione metabolism *¥*%% 0,33
Cysteine and methionine metabolism e 0,07 Nitrogen metabolism &
Phenylalanine, tyrosine and tryptophan * 0,50 D-Glutamine and D-glutamate metabolism  * 0,50
biosynthesis
Aminoacyl-tRNA biosynthesis e Arginine biosynthesis & 0,12
Ubiquinone and other terpenoid-quinone Histidine metabolism
biosynthesis
Purine metabolism 0,11 Butanoate metabolism
Pantothenate and CoA biosynthesis 0,07 Alanine, aspartate and glutamate 0,23
metabolism
Ether lipid metabolism Porphyrin and chlorophyll metabolism
Alanine, aspartate and glutamate Glyoxylate and dicarboxylate metabolism
metabolism
Arginine and proline metabolism Glycerophospholipid metabolism 0,03
Glycerophospholipid metabolism 0,04 Arginine and proline metabolism 0,09
Pyrimidine metabolism 0,02 Amino sugar and nucleotide sugar 0,08
metabolism
Tyrosine metabolism 0,14 Aminoacyl-tRNA biosynthesis
RI/RC
Purine metabolism * 0,02 Taurine and hypotaurine metabolism *
Alanine, aspartate and glutamate 0,02 Butanoate metabolism e
metabolism
Glutathione metabolism 0,26 Citrate cycle (TCA cycle) * 0,03
Pyrimidine metabolism Propanoate metabolism *
Amino sugar and nucleotide sugar 0,01 Alanine, aspartate and glutamate
metabolism metabolism
Amino sugar and nucleotide sugar 0,07
metabolism
RI/SI
Vitamin B6 metabolism * 0,25 Glycerolipid metabolism 2
Glutathione metabolism 0,06
Arginine and proline metabolism 0,08
Aminoacyl-tRNA biosynthesis
Purine metabolism

1Todos los nombres se presentan como se extraen de la base de datos. 2 Estas rutas no tienen valores p ni impacto debido a
que no es relevante, MetaboAnalyst no permite hacer un analisis si quedan menos de tres metabolitos.
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Adicionalmente, se analizaron las rutas generales mas importantes en KEGG Mapper de
los metabolitos identificados juntamente con los transcritos diferencialmente expresados en

el higado y en el rifidn.

En el higado (Tabla 5) se observaron rutas afectadas del metabolismo de nucleétidos,
en la que se encontraron 5 de los 20 metabolitos afectados y un gen, donde parece haber
cierta regulacion a la baja en la infeccién en Rl frente a RC. Por otro lado, en el metabolismo
de aminodcidos se vieron 9 de los 20, entre ellas en las rutas de GABA y glutatién; y parece
gue puede tener cierta importancia debido a que el glutatién se encuentra aumentado en la
infeccidn de Rl frente a RC; mientras que otros aminodcidos como la asparagina o la tirosina
se encuentran menos presentes en la infeccidn de Sl frente a SC. Las rutas de cofactores y

vitaminas conectan las zonas de las rutas de purinas y de aminodcidos.

En el caso del rifién (Tabla 6) se puede observar que las rutas generales mas afectadas
también incluyeron las de los aminoacidos (con 4 de los 15 metabolitos identificados) y
también estuvo presente la de las purinas, pero también destacd el metabolismo de los
carbohidratos, los lipidos o la taurina. En este drgano se observd mas dispersién o

descentralizacion que en el higado en las rutas implicadas.

Con el objetivo final de seleccionar metabolitos para las terapias metabdlicas, se
establecieron los siguientes criterios: (i) los metabolitos y sus derivados o precursores que
estén presentes en las rutas generales en dos 0 mas grupos, tanto en higado como rifién vy (ii)
en caso de compuestos similares tendra preferencia el mdas simple. De esta manera, se
seleccionaron los siguientes metabolitos: cisteinilglicina, adenina, acido succinico, acido

glutamico, glutation, taurina y N-Acetil-manosamina.
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Tabla 5. Rutas metabdlicas generales KEGG con mayor niimero de metabolitos modulados en higado entre los grupos comparados?.

Rutas generales involucradas (y sus KEGG IDs)

Grupos comparados

RC/SC SI/SC RI/RC RI/SI

Nucleotide metabolism
Purine metabolism MSAICAR iﬁdezzi‘s:tchcil:éc acid A Adenine
(M00048, M00049, M00050, M00958, M00959) Y GMP Jza;:
Amino acid metabolism
Cysteine and methionine metabolism ;Itag;rir:]n;sljl;-GrLLiamyl-L- A Glutathione
(hsa00270, M00609, M00034) ¥

JSAM
Proline metabolism (M00015, M00970, M00972) J L-Proline
Polyamine biosynthesis (M00133) JSAM
Aromatic amino acid metabolism JL-Tyrosine
(M00025, M00040, M00044, M00042, M00043) y
Cyanogenic glycoside biosynthesis (M00369) J L-Tyrosine
GABA (gamma-Aminobutyrate) shunt (M00027) Mabat J L-Asparagine ij:s:ylsucamc acid
Glutathione metabolism (M00118, hsa00480) J L-gamma-Glutamyl-L-cysteine M Glutathione MCys-Gly

Metabolism of cofactors and vitamins

Thiamine and Pyridoxal-P biosynthesis
(M00898, M00124, M00916)

NPyridoxal phosphate

Coenzyme A biosynthesis (M00120) J Phosphopantothenate
Other pathways
ml)tlzc;:))ndrlal ROS formation (N01392, N01393, USAM AGlutathione
Aminoacyl-tRNA biosynthesis (hsa00970) ASESTS J L-Proline
E— J L-Asparagine
T gpcpdl

Glycerophospholipid metabolism (hsa00564)

Jsn-Glycero-3-
phosphocholine

T agpcpdl

1 Andlisis realizado en GenomeNet incluyendo en la busqueda tanto los metabolitos como los genes modulados (todos los nombres se presentan como se extraen
de la base de datos). En negrita, genes modulados transcripcionalmente: ADK, adenosine kinase; ABAT, 4-aminobutyrate aminotransferase; GPCPD1,

glycerophosphocholine phosphodiesterase 1.
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https://www.genome.jp/module/hsa_M00048
https://www.genome.jp/module/hsa_M00049
https://www.genome.jp/module/hsa_M00050
https://www.genome.jp/module/hsa_M00958
https://www.genome.jp/module/hsa_M00959
https://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?16863128296881/hsa00270.args
https://www.genome.jp/module/hsa_M00609
https://www.genome.jp/module/hsa_M00034
https://www.genome.jp/module/hsa_M00015
https://www.genome.jp/module/hsa_M00970
https://www.genome.jp/module/hsa_M00972
https://www.genome.jp/module/hsa_M00133
https://www.genome.jp/module/hsa_M00025
https://www.genome.jp/module/hsa_M00040
https://www.genome.jp/module/hsa_M00044
https://www.genome.jp/module/hsa_M00042
https://www.genome.jp/module/hsa_M00043
https://www.genome.jp/module/hsa_M00369
https://www.genome.jp/module/hsa_M00027
https://www.genome.jp/module/hsa_M00118
https://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?168629994935364/hsa00480.args
https://www.genome.jp/module/hsa_M00898
https://www.genome.jp/module/hsa_M00124
https://www.genome.jp/module/hsa_M00916
https://www.genome.jp/module/hsa_M00120
https://www.genome.jp/entry/N01392
https://www.genome.jp/entry/N01393
https://www.genome.jp/entry/N01394
https://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?168629994935364/hsa00970.args
https://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?168629994935364/hsa00564.args

Tabla 6. Rutas metabdlicas generales KEGG con mayor numero de metabolitos modulados en rifidn anterior entre los grupos comparados™.

1

Grupos comparados

Rutas generales involucradas (y sus KEGG IDs)

RC/SC SI/SC RI/RC RI/SI
Carbohydrate metabolism
Central carbohydrate metabolism L J/Succinic acid
(M00009, M00011, hsa00620) Y Maleic acid Taco Paco
Glyoxylate cycle (M00012) J Maleic acid Maco Maco
Methylaspartate cycle (M00740) Jd Maleic acid J Glutamic acid
Lipid metabolism
Phosphatidylcholine (PC) biosynthesis (M00090) J Citicoline
Glycerolipid and glycerophospholipid metabolism o .
(hsa00561, hsa00564) J Citicoline M Dihydroxyacetone
Nucleotide metabolism
Purine metabolism (IM00958) J Adenosine
Amino acid metabolism
Ornithine metabolism (M00028) J Glutamic acid
Arginine metabolism (M00845) A e el Maco

Proline metabolism (M00015, M00970)
Histidine metabolism (M00045)
GABA (gamma-Aminobutyrate) shunt (M00027)

Glutathione metabolism (M00118, hsa00480)

1aco

J Glutamic acid
J Glutamic acid
J Glutamic acid
J Cys-Gly

J Glutamic acid
J Glutathione

J'Succinic acid

Other pathways

CMP-Neu5Ac biosynthesis (M00922) MN-acetyl-D-mannosamine

Taurine and hypotaurine metabolism (hsa00430)  45-L-Glutamyl-taurine

J N-acetyl-D-
mannosamine
J Glutamic acid

L N-Acetylneuraminic
acid
A 5-L-Glutamyl-taurine

1 Andlisis realizado en GenomeNet incluyendo en la bisqueda tanto los metabolitos como los genes modulados (todos los nombres se presentan como se exponen
en la base de datos). En negrita, genes modulados transcripcionalmente: aco, aconitate hydratase.
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https://www.genome.jp/module/hsa_M00009
https://www.genome.jp/module/hsa_M00011
https://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?168676163964419/hsa00620.args
https://www.genome.jp/module/hsa_M00012
https://www.genome.jp/module/hsa_M00740
https://www.genome.jp/module/hsa_M00090
https://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?168676163964419/hsa00561.args
https://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?168676163964419/hsa00564.args
https://www.genome.jp/module/hsa_M00958
https://www.genome.jp/module/hsa_M00028
https://www.genome.jp/module/hsa_M00845
https://www.genome.jp/module/hsa_M00015
https://www.genome.jp/module/hsa_M00970
https://www.genome.jp/module/hsa_M00045
https://www.genome.jp/module/hsa_M00027
https://www.genome.jp/module/hsa_M00118
https://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?168629994935364/hsa00480.args
https://www.genome.jp/module/hsa_M00922
https://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?168676163964419/hsa00430.args

4.5 Morfologia de los materiales poliméricos encapsulando metabolitos

Se elaboraron fibras poliméricas encapsulando dacido palmitico por tratarse de un
metabolito con actividad antiviral [69] y un acido graso comun en metabolismo general; y
colesterol, por ser un metabolito precursor mds econdmico del 25-hidrooxicolesterol, también
con actividad antiviral en pez cebra [70], ademas de servir como modelos de encapsulaciéon
de metabolitos lipidicos. Se utilizé el PMVEMA-ES como matriz biocompatible y se prepararon
diferentes concentraciones de metabolitos modelo (1, 5 y 10 % p/p). Se optimizaron las
condiciones experimentales para evitar la formaciéon de defectos. Gracias a la técnica del
electrohilado, se obtuvieron fibras por encima de una micra en las condiciones ambientales

del momento (temperatura de 27 °C y humedad relativa del 40 %) (Figura 10).
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Figura 10. Imagenes representativas de microscopia electronica FESEM-Zeiss e
histogramas de frecuencia de diametros de fibras A) de PMVEMA-ES al 27 % p/p; B) con
colesterol y C) con 4cido palmitico, al 10 % p/p, respecto al polimero. Escala 5 um.

El tamano medio de las fibras fue de 1,2 + 0,2 um para las compuestas solo por
PMVEMA-ES, 2,0 + 0,4 um para las fibras con colesterol al 10 % p/p y de 2,3 £ 0,3 um para las
fibras con acido palmitico al 10 % p/p. Se observé un aumento del didametro al incorporar los

metabolitos, que fue mas acusado en el dcido palmitico.
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5. DISCUSION

Las enfermedades infecciosas son uno de los retos mas importantes de la acuicultura.
Su impacto econdmico y ambiental hace que sea urgente desarrollar nuevas terapias como las
basadas en el inmunometabolismo [7, 11, 33]. Aunque el metabolismo es una pieza clave de
la respuesta inmune, aun no se conocen claramente las alteraciones metabdlicas que
subyacen a las respuestas inmunes de los individuos resistentes a las enfermedades
infecciosas. Por lo tanto, es esencial conocer estos mecanismos para la investigaciéon de
nuevas dianas terapéuticas [51]. En este estudio, se han empleado dos familias de rodaballo
con diferente susceptibilidad a la infeccidn por A. salmonicida para estudiar las alteraciones

metabdlicas relacionadas con esta resistencia y el proceso infeccioso.

Nuestros resultados sugieren que las rutas metabdlicas alteradas en el higado son las de
los nucledtidos, los aminoacidos y los cofactores y vitaminas principalmente, mientras que en
el rifidn anterior se vieron afectadas varias vias ademas de las de aminodcidos y nucledtidos,

como las de los carbohidratos y la taurina.

Se establecieron ciertos criterios para la seleccidén preliminar de candidatos a evaluar
una potencial aplicacion como terapias inmunometabdlicas. Se establecié que debian estar
presentes diferencialmente en dos o mas comparaciones, en los dos érganos y con preferencia

en compuestos derivados o precursores mas simples.

La cisteinilglicina fue seleccionada debido a su presencia tanto en higado como en rifién
en dos comparaciones diferentes. Se escogié la adenina por ser el mas simple entre
compuestos relacionados encontrados como la adenina, la adenosina y un derivado, el acido
adenilsuccinico. El acido succinico se eligio de entre el acido succinico y el acido
adenilsuccinico por ser mas simple. El acido glutamico fue seleccionado por su presencia en
muchas de las rutas del rifidn y su participacién en el dipéptido L-gamma-glutamil-L-cisteina
en el higado. El glutation se encontré en ambos érganos y la taurina en dos comparaciones
diferentes en el rifidn. Por Ultimo, la N-Acetil-manosamina se seleccioné por su presencia en
dos comparaciones, en este caso solo en el rifdn. En resumen, los compuestos seleccionados
preliminarmente fueron cisteinilglicina, adenina, acido succinico, acido glutdmico, glutatién,

taurina y N-Acetil-manosamina. Algunos de estos metabolitos seleccionados han sido
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asociados por otros autores con propiedades protectoras contra enfermedades infecciosas o

estan relacionados con la respuesta inmune.

En estos resultados y seleccion inicial no hay que olvidar que el metaboloma es muy
variable y que en los analisis se representa una “fotografia” tomada de los compuestos que se
encuentran en un momento dado, por lo que los resultados de la identificacion de metabolitos
y rutas alteradas por estos se deben tomar con precaucién. Por lo que, es necesario aun
determinar si estos metabolitos pueden favorecer la respuesta inmune o si en cambio son

inocuos o si son perjudiciales, sobre todo en el caso del rifidn al ser un érgano excretor.

Los resultados obtenidos del analisis de rutas que integra la informaciéon de
transcriptomica y metabolémica no revelaron mucha informacidon adicional debido a la
escasez de solapamiento de genes y metabolitos en las rutas. Especificamente, se observé que
muchos de los genes modulados estaban implicados en el metabolismo de lipidos, pero no fue
posible identificar o confirmar la identidad de muchos de los lipidos en los ensayos de
metaboldmica. Por lo tanto, se ha constatado la necesidad de complementar la identificacion
de lipidos mediante enfoques dirigidos o mas detallados de este grupo de metabolitos

teniendo en cuenta los genes implicados en el estudio de transcriptdmica.

En cuanto a los grupos de compuestos, se ha descrito que los nucledtidos tienen un
papel importante como sefializadores durante los procesos de inflamacién y coordinan las
respuestas inmunes frente a patégenos y tumores [28, 71]. Se ha estudiado ampliamente el
efecto de la suplementacidon de peces con nucledtidos durante mas de 25 afios, y se ha
demostrado que pueden aumentar el crecimiento, la resistencia a enfermedades virales,
bacterianas y parasitarias. Ademas, tienen efecto sobre la inmunidad innata y adaptativa, ya
gue pueden modular la actividad de los macréfagos como la fagocitosis y la actividad de las

células NK, asi como la actividad de los linfocitos y la produccién de inmunoglobulinas [72].

Por otro lado, se han atribuido numerosas funciones de los aminoacidos en la respuesta
inmune, ya que regulan rutas clave y se requieren para la sintesis de diversas proteinas,
incluyendo citocinas y anticuerpos [73]. Durante la respuesta aguda frente a infecciones
aumenta la demanda en higado de aminoacidos para la sintesis de proteinas y la activacion de
las vias de sintesis de glucosa, satisfaciendo asi las necesidades del sistema inmune vy la

respuesta aguda en el higado [74]. El papel de los aminodacidos en este estudio no se ha
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definido con exactitud, pero su presencia recurrente en ambos dérganos sugiere que
desempeiian un papel importante. Algunos aminoacidos en particular llaman la atencién por
su relacién con otros metabolitos, como el dipéptido glutamilcisteina, cisteinilglicina y el acido
glutdmico, ya que sus componentes pueden formar el también identificado tripéptido
glutatiéon (Glu-Cys-Gly). Este es un protector hepdtico que participa también en la ruta de
formacion de especies reactivas de oxigeno, una ruta implicada en la inmunidad innata
antibacteriana [75]. Por lo tanto, a pesar de su posible inviabilidad econémica para un uso a

gran escala, podria resultar muy interesante su estudio en profundidad.

Otra alteracion destacada es la del metabolismo de la taurina. En otro trabajo se observé
gue la taurina era un metabolito clave y que estaba mas presente en el grupo de tilapias
supervivientes frente a las moribundas que fueron infectadas con E. tarda, y ademas la
administracion exdgena de taurina aumenté la supervivencia [76]. También se ha visto una
modulaciéon del metabolismo de la taurina en el camardén patiblanco donde los individuos
enfermos no moribundos expresaron altos niveles de taurina en respuesta a una infeccion
bacteriana [77]. Lataurina es un importante antioxidante y regulador del estado redox celular

[73], clave en el metabolismo energético y muscular [78].

El acido glutdmico es un precursor del neurotransmisor gamma-aminobutirico (GABA),
qgue inhibe la respuesta de células T y la inflamacién, lo que podria balancear la respuesta
inmune exagerada. Ademas, el glutamato forma parte del glutatién, que es un antioxidante
celular que elimina radicales libres e interviene en muchos puntos clave del metabolismo

celular [73].

La N-Acetil-manosamina es un precursor del acido neuraminico y otros derivados
conocidos como acidos sidlicos, que forman parte de los residuos de azucar de las
glicoproteinas en las membranas celulares. Los acidos sidlicos estan involucrados en la
comunicacion celular y muchos patdgenos los reconocen y se unen a ellos para utilizarlos [79],
sin embargo, también pueden enmascarar otros receptores celulares. Las bacterias pueden

secretar sialidasas para desenmascararlos y facilitar la unién y propagacion del patégeno [80].

La elevacion del acido succinico es frecuente en pacientes con sepsis, y se ha observado
gue aumenta el suministro de energia y mejora el prondstico de la sepsis a través de diferentes

mecanismos epigenéticos y de expresion génica. Sin embargo, un aumento excesivo puede
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conducir a la generacion elevada de radicales libres, lo que puede ser beneficioso para
eliminar una infeccidon o perjudicial si empeora la sepsis o produce hipoxia [81]. Se ha
estudiado la suplementaciéon de camardn patiblanco con acido succinico encontrandose que
aumento la capacidad inmune de la resistencia al estrés por amoniaco y su crecimiento [82].
Sin embargo, su implicacién en algunos tipos de cdncer hace que su administracion en masa

pueda ser desaconsejable [83].

En otro estudio en que se empled la misma bacteria, se investigaron las alteraciones
renales de metabolitos 7 y 14 dias tras una infeccion por inmersidon de salmones atlanticos y
se vieron alterados metabolitos como fumarato, alanina, valina, glicina, aspartato, colina,
glicerofosfocolina y betaina. Se agruparon en vias metabdlicas que incluyen el ciclo de citrato,
glucdlisis/gluconeogénesis, el metabolismo del triptéfano y el ciclo de la urea. También se
observaron cambios en el 3-hidroxibutirato y la fosfocolina que no estaban involucrados en
estas cuatro vias metabdlicas [84]. Ademas, en esta misma especie se observaron cambios en
el perfil de lipoproteinas y colinas y, en menor proporcion, de carbohidratos, glicerol o betaina
[85]. Estos resultados a pesar de haberse obtenido con el mismo agente patégeno difieren de
los de este trabajo y un factor que puede influir es que se emplearon salmones atlanticos en

lugar de rodaballos.

Un aspecto resefiable es que los resultados entre dérganos no son directamente
comparables, ya que el higado es el érgano metabolizador general de todo el organismo,
reflejando una afectacion del metabolismo general. Por otro lado, el rifidn anterior, aunque
tenga una parte relacionada con la formacién de células hematopoyéticasy el sistema inmune,
es un érgano excretor. Por lo tanto, desde el punto de vista metabdlico es mas interesante el
higado, mientras que la disminucién de metabolitos en el rifién anterior durante las

infecciones puede deberse a disfuncién renal.

Por otro lado, es importante tener en cuenta que la identificacién de los compuestos se
ha realizado de manera tentativa y requiere la confirmacién mediante el uso de patrones
comerciales. Sin embargo, una de las limitaciones de este estudio y de la metaboldmica en
general es la dificultad para identificar aquellos compuestos que aun no han sido
caracterizados. Esto se debe en parte a que la metabolémica es una ciencia relativamente

reciente y que las bases de datos disponibles aun son incompletas. También, los patrones
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comerciales que permiten la identificacidon inequivoca de compuestos no siempre estan

disponibles o tienen costos inasequibles.

Otra de las limitaciones de nuestro estudio es que solo se dispone de tres réplicas
analiticas por grupo, a pesar de que se dispone de 15 réplicas bioldgicas experimentales. Esto

disminuye el poder estadistico del estudio y no permite la eliminacién de valores atipicos.

La seleccién de candidatos para las terapias metabdlicas es un proceso complejo y debe
ser estudiado el efecto protector de su administracion y su toxicidad en diferentes niveles,
tomando los datos de este tipo de estudios con cautela. Otro factor importante es el de la
disponibilidad de los compuestos para ser comprados y, sobre todo, de su viabilidad
econdmica para su uso a mayor escala. Puede haber compuestos que sean beneficiosos para
las especies acuaticas pero su aplicacidon no sea posible por su coste adicional. En esos casos
se deberd recurrir a compuestos que actlen como precursores o intermediarios de los
compuestos activos. En este contexto, las fibras poliméricas que encapsulan el colesterol son
un ejemplo de precursor mads asequible del 25-hidroxicolesterol con actividad antiviral [70].
Es importante destacar, que estas fibras, son un ejemplo de proteccién y mejora de la
estabilidad para su administraciéon, que actian como transportadores de compuestos

bioactivos [38].

En resumen, este estudio ha revelado alteraciones en diversas rutas metabdlicas del
higado y rifidn anterior en la resistencia y la infeccion del rodaballo por A. salmonicida, pero
diversas limitaciones deben abordarse en futuras investigaciones. Se debe comprender el
papel de algunos metabolitos en la respuesta inmune, asi como explorar la identificacion de

otros y estudiar el potencial efecto protector de los candidatos a terapias inmunometabdlicas.
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6. CONCLUSIONES

Las principales conclusiones del trabajo son:

e Se haidentificado un total de 20 y 14 metabolitos diferenciales en higado y rifién
anterior, respectivamente, entre todas las comparaciones relevantes de los
grupos experimentales de este trabajo.

e En dichas comparaciones, las principales rutas metabdlicas afectadas en higado
son las del metabolismo de nucledtidos, aminoacidos y cofactores, mientras que
en rifidn anterior son las del metabolismo de aminodacidos, carbohidratos y
taurina.

e Los metabolitos cisteinilglicina, adenina, acido succinico, acido glutdmico,
glutatidn, taurina y N-Acetil-manosamina se han seleccionado como candidatos
para terapias inmunometabdlicas.

e Los metabolitos lipidicos son encapsulables en fibras poliméricas electrohiladas
de alrededor de 2 um de didmetro segln el procedimiento utilizado en este

trabajo.

Las proyecciones futuras de este trabajo son:

e Validacion de laidentidad de los marcadores metabdlicos mediante el andlisis de
la masa exacta, el tiempo de retenciéon y los patrones de fragmentacion
experimentales de patrones comerciales.

e Complementacidon de la identificacion de lipidos dirigida o de manera mas
detallada teniendo en cuenta la expresion diferencial de genes implicados en el
estudio de transcriptémica.

e Evaluacién de la toxicidad y del efecto protector de los candidatos a terapias
metabdlicas sobre cultivos celulares de peces, modelo de larvas de pez cebra
(Danio rerio), y finalmente sobre peces in vivo.

e Analisis de los metabolitos obtenidos en el suero de peces, para su confirmacion

y uso como técnica no destructiva de seleccion de reproductores.
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Figura S 1. PCA de los datos metaboldmicos de las comparaciones por parejas del higado, a
la izquierda en modo de ionizacién positivo y a la derecha en modo negativo.
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