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Resumen

Resumen.

El sistema inmune es el encargado de generar una respuesta frente a moléculas
extrafias en el organismo, y esta dividido en dos ramas: el sistema inmune innato y el
sistema adaptativo. El sistema inmune innato constituye la primera linea de defensa contra
organismos invasores o patégenos incluyendo bacterias, hongos y virus. En el caso de los
virus la deteccién temprana de la infeccion viral por parte del organismo es crucial, para
intentar bloquear la replicacidn y la propagacién viral, antes de que se produzca un dafio
irreparable. En lo que se refiere a los peces, esta respuesta estd orquestada por células
(monocitos/macréfagos y natural killer), componentes moleculares, quimicos y fisicos que
son capaces de orquestar una respuesta inmune innata para combatir la presencia del
patdégeno. Las enfermedades virales son algunas de las que mas afectan el desarrollo de la
acuicultura, y especificamente las causadas por los rhabdovirus, entre estos destaca el virus
de la viremia primaveral de la carpa (SVCV), por ser uno de los virus que ocasiona mayores
pérdidas econdémicas. Aunque no es un hospedador natural de SVCV el pez cebra es
susceptible a su infeccion, por lo que lo hemos empleado como modelo de estudio. Es por
ello que realizamos un estudio combinado dirigido al andlisis de las posibles alteraciones
epigenéticas provocadas por la infeccion del SVCV, asi como el estudio del perfil proteémico

establecido en las proteinas de suero de peces infectados con este virus.

En el primer capitulo de esta memoria estudiamos la posibilidad de que la infeccién
con SVCV, provocara la induccién de cambios epigenéticos en las histonas asociadas al ADN.
En nuestro caso dirigimos el estudio al andlisis de las metilaciones en la histona 3 sobre el
cuarto residuo de lisina del extremo N-terminal de la histona H3, que esta estrechamente
asociada con los promotores de los genes activos. A partir de muestras de érganos internos
procedentes de peces infectados, que resultaron activados de forma persistente (con
incremento superior a 1.5 veces) sobre controles no infectados y especificamente aquellos
que estuviesen asociados a la respuesta inmune innata. Los resultados obtenidos
permitieron identificar aquellos conjuntos de genes que estaban mayormente activados en
cada uno de los grupos generados (1, 2 y 5 dias post infeccién) y que nos proporcionaron
indicios acerca de los procesos celulares que se desatan tras la aparicion de una infeccién y
la consecuente elaboracién de una respuesta antiviral. Entre estos: la deteccién de
patogenos a través de los tirs, la de la sefializacion de citoquinas inflamatorias como el tnf-
a, de proteinas de caracter antiviral como el interferdn, la activacién de moléculas como las
CRP que también estan vinculadas al sistema inmune innato y el establecimiento de la
apoptosis como mecanismo de muerte celular. De igual forma se observd que entre los

genes mas activados por la infeccién con SVCV se encontraban aquellos relacionados con el
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e
reconocimiento de patdgenos, citoquinas, interferones y otras moléculas con actividad

antiviral descritas en la literatura.

El segundo capitulo esta dirigido al estudio del perfil proteémico establecido por las
proteinas presentes en suero de peces cebra infectados con SVCV. Uno de los sintomas
descritos para las infecciones con SVCV en los peces es la presencia de hemorragias, y alto
contenido de ascitis, por lo que es l6gico pensar que la infeccién viral causara la aparicion o
cambios de las proteinas circulantes en sangre. De ahi que nuestro interés en esta parte del
trabajo estuviese dirigido a la identificacion a diferentes de proteinas en plasma de pez
cebra infectados a diferentes tiempos post infeccion con SVCV. Ademas de la identificacion
de proteinas habitualmente mayoritarias en plasma, resulto interesante la identificacién de
las vitelogeninas y de la proteina del gen 2 inducido por reovirus de carpa (Gig2), que
mostraron un mayor incremento respecto a los peces control. Esta es la primera vez que se
describe la presencia de la proteina Gig2 en suero de peces infectados. Igualmente se
encontraron niveles elevados de proteinas relacionadas con proceso de apoptosis, asi como
otras relacionadas con la activaciéon del complemento y la cascada de coagulacién, lo que

parece indicar un intento de resistencia a las hemorragias inducidas por la infeccion viral.

Teniendo en cuenta que se ha descrito que la memoria de la respuesta innata es, en
principio, inespecifica, decidimos evaluar la posibilidad de que una molécula
inmunomoduladora de origen flingico pudiera establecer un estado antiviral duradero en
pez cebra, dando lugar a lo que muchos han llamado “inmunidad entrenada”. Los resultados
revelaron que, tanto in vitro como in vivo, existe un conjunto de genes relacionados con el
sistema inmune innato que son estimulados tras la administracion de betaglucanos y esto
conduce a un incremento de la supervivencia frente a infecciones de SVCV. El abordaje
conjunto de epigenética y proteémica nos ha permitido corroborar la participaciéon en la
respuesta anti-SVCV de genes, algunos ya descritos en otros modelos pez/virus, e identificar

otros nuevos (gig2l).
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Abstract

Many economically important freshwater fish suffer diseases caused by viruses, which
results in tremendous losses in aquaculture. The outcome of the virus infection relays in the
virus ability to overcome the host antiviral response. In recent years transcriptomics and
proteomics techniques have come up as novel tools to provide a comprehensive
understanding of the specific molecular processes involved in the response of the infected

fish to the pathogen and its relationship to disease resistance.

Pathogens such as viruses can modulate the host transcriptome and proteome
through a variety of mechanisms. Host chromatin can be one of the targets of the pathogen
leading to changes during the course of infection. Methylation is a common type of histone
modification. Different histone methylation states are a reflection of the epigenetics changes
that may happen after challenge with a pathogen. In this study, chromatin extracted from
internal organs of SVCV-infected zebrafish was analyzed. We found over 7000 differentially
methylated genes at 1, 2 and 5 days’ post challenge. Analysis of ChIP-seq data revealed that
several cell signaling pathways are transcriptionally activated in the infected fish: TGF-3
signaling, TLR’s signaling pathways and apoptosis response, amongst others. Those
pathways represent different responses of the host to external/pathogen stimuli. QRT-PCR
was performed to verify the transcriptional activation of those genes identified by ChIPseq
analysis. A number of genes reported to play a role in the innate immune response were
shown to be up-regulated: TLRs, pro-inflammatory cytokines, interferon, c-reactive
proteins, gig2, mx, tlrs. Overall there is a significant activation of cytokine signaling,
interleukin pathways from day 2 post-infection. GSEA analysis indicated that proteosome
degradation, TGF-beta and TNF pathways are differentlially up-regulated in the SVCV-
infected fish. At the 5 dp.i. time point the apoptosis pathway as well as serum crps are the

gene sets with the highest level of expression.

To investigate the molecular mechanisms underlying SVCV pathogenesis samples
from zebrafish blood were subjected to proteomic analysis. Our data revealed 139, 63, 32
altered host serum proteins at 1, 2 and 5 days p.i., respectively. Particularly, vitellogenins
and gig?2 are present in large quantities in blood from virus-infected fish. Fish response to
SVCV infection appears to occur rapidly, with the expression values of 20 proteins in the
category of response to stimuli peaking at 24 hp.i. This number declined at later times post-
infection. Moreover, up-regulation of the corresponding genes were validated by qRT-PCR,
which further demonstrated raising levels of vitellogenins and gig2. Higher serum

concentrations of vitellogenin protein in the SVCV-infected fish was confirmed by
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immunoblot. This is the first report of an increase of vitellogenin and gig2 blood levels after

viral infection of fish.

To get further insight into the non-specific innate immune response to pathogens as
well as to examine the capacity of fish to gain a innate immune memory (trained immunity),
the immunostimulatory potential of beta-glucan and how it affects SVCV infection was
analyzed both in vitro and in vivo. In a zebrafish cell line beta-glucan treatment led to a rapid
induction of a number of cytokines. Real-time PCR data showed up-regulation of il1b, il6,
il8, il10, tnfa and gig2 genes. All these molecules are involved in the interferon-signalling
pathways as well as in response to pathogen pathways. In vivo, intraperitoneal injection of
a single dose of beta-glucan conferred partial protection against challenge with SVCV.
Examination of the up-regulated genes in the SVCV-infected fish showed increased
transcription of illb, il6, il8, il110, tnfa and gig2 genes in the bea-glucan treatment group,
exhibiting a good correlation with the cell culture data and pointing to a link between a
general activation of the innate immune system and the establishment of a temporary

antiviral state in the fish.

We believe this work makes an important contribution to the understanding of the

cellular and molecular basis of defense against viral pathogens in teleost fish.
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Introduccion General

La acuicultura.

La pesca en los océanos, lagos y rios ha sido una fuente importante de
alimentos, un proveedor de empleo y otros beneficios econémicos para la
humanidad. Sin embargo, pesar del mayor conocimiento y el desarrollo dinamico de
la pesca y la acuicultura, ha llegado a ser evidente que los recursos acuaticos vivos,
aunque renovables, no son infinitos y necesitan ser administrados adecuadamente,
a fin de mantener su contribucion al bienestar nutricional, econémico y social de la

creciente poblacion mundial (Figura 1) [1].

Existen varias razones por las cuales los peces tienen una gran importancia

para el hombre:

1) Tienen un valor bioldgico intrinseco como uno de los eslabones de la
biodiversidad al presentar una gran variedad de formas, tamafios y colonizar
una gran amplitud de habitats acuaticos.

2) Desde tiempos remotos han constituido una de las principales fuentes de
alimentos.

3) Se utilizan como controladores biolégicos de larvas de insectos vectores de
enfermedades.

4) Alto valor cientifico como fuente de informacién biolégica por el escaso
conocimiento que se tiene de algunas especies.

5) Como reserva genética del ambiente acuatico.

Sin embargo, varios de estos aspectos se encuentran en niveles delicados de
estabilidad como consecuencia de la introducciéon indiscriminada de algunas
especies exoticas en diversos depdsitos de agua y la sobreexplotaciéon de muchas de

las especies de interés comercial.

No obstante, durante casi tres décadas, debido al espectacular aumento de la
contaminacion, las técnicas abusivas de pesca en todo el mundo, y la pesca ilegal, no
declarada y no reglamentada, las capturas y desembarques han disminuido y
muchas poblaciones de peces se han reducido a un ritmo alarmante. Y aunque las
perspectivas reales para la pesca de captura son dificiles de determinar porque

dependen de la productividad natural de las poblaciones de peces y los ecosistemas,
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y estdn sujetas a numerosas variables e incertidumbres. Ademas, se prevé que el
futuro incremento de la produccién pesquera y el consumo de pescado asociado se

originen principalmente en la acuicultura (Figura 2).

Utilizacién del pescado Poblacién (miles de millones)
(millones de toneladas) y suministro alimentario (kg per capita)
160 24
140 21

2l

120 18
100 P eetTl 15
80 — e [ 12
&0 / / il I I I 9
40 i 6
20 3
0 0

1950 1955 1960 1965 1970 1975 1980 1985 1990 1995 2000 2005 2010 2014

B Usos alimentarios === Poblacién
B Usos no alimentarios g Suministro de alimentos

Figura 1: Utilizaciéon y consumo de pescado a nivel mundial, desde el afio 1950. Figura tomada del reporte
de la FAO afio 2016 [1].

Por otra parte el agotamiento de las poblaciones de peces tiene consecuencias
negativas para la seguridad alimentaria, el desarrollo econémico y ademas reduce
el bienestar social en paises de todo el mundo, especialmente en aquellos que
dependen del pescado como su principal fuente de proteina animal y de ingresos

para la subsistencia de pescadores en los paises en desarrollo [1].

PRODUCCION PESQUERA MUNDIAL CONSUMO MUNDIAL DE PESCADO
[l Pesca de coptura M Acviculiura ¥l Pasca de captura para Il Acuicultura para
consumo humano consume humano

Figura 2: Niveles obtenidos y esperados en la produccion y consumo de pescado de acuicultura y de la

pesca de captura. Obtenido de los reportes del afio 2016 de la FAO [1].
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Enfermedades viricas en la acuicultura.

Uno de los aspectos que influye negativamente en el desarrollo de la
acuicultura son las enfermedades infecciosas tanto de origen virico como
bacteriano, que pueden causar una alta mortalidad y por lo tanto enormes pérdidas
econdmicas en este sector. La incidencia de las enfermedades infecciosas es mayor
en fase larvaria y alevines. Las enfermedades de peces pueden clasificarse en ocho
grandes grupos: virosis, bacteriosis, micosis, protozoosis, helmintosis,
enfermedades de origen nutricional y otras no infecciosas (congénitas, hereditarias

o de origen ambiental).

En el caso de las enfermedades virales, en el c6digo sanitario para los animales
acuaticos del afio 2016, la Organizacién mundial de Salud Animal, con siglas (OIE)

(www.oie.int/es/) lista 10 enfermedades principales que afectan a los peces, de

ellas 7 son causadas por virus, cinco virus con genoma ARN y dos virus con genoma

ADN [2].

Son precisamente las enfermedades viricas las que ocasionan mayor pérdida
al no existir agentes antivirales especificos y muy pocas vacunas eficaces y/o
autorizadas para el tratamiento de estas enfermedades. Un ejemplo claro de esto lo
constituyen las pérdidas econémicas asociadas a las enfermedades causadas por
rhabdovirus en salmoénidos cultivados durante 2001-2004 en Canad3, estimadas en
unos 200 millones de euros [2]. Otros brotes similares surgieron también en la
misma region, durante los afios 2006-2007. En los ultimos afios (2010-2015) en
Europa se han citado brotes clinicos de rhabdovirus especificamente en Alemania
Suiza, Liechtenstein y Republica Checa, y mas recientemente en Croacia, segin los

datos obtenidos de la OIE [2] (consulta realizada el 24/ene/2017).

Ciertamente, la acuicultura es una actividad significativa en la generacién de
productos alimenticios, que proporciona también empleos e ingresos econémicos
importantes; en el afio 2015 la produccion de acuicultura a nivel mundial ascendi6
a 73,8 millones de toneladas, lo que se estimé en un valor de primera venta de
160.200 millones de USD [1]. Sin embargo, cada afio aumentan las pérdidas por la
presencia de diversas enfermedades, en su mayoria generadas por infecciones, que

provocan un impacto econémico significativo, lo que enfatiza la necesidad de
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estudiar aspectos relacionados con las infecciones que causan mayor morbilidad y
mortalidad en peces, asi como los mecanismos de inmunidad involucrados y las

formas de prevenir y combatir dichas infecciones.

Rhabdovirus de peces.

De acuerdo con la OIE, los virus son los agentes infecciosos mas desvastadores,
dado que producen grandes pérdidas y suponen un grave problema ya que no hay
tratamientos disponibles frente a ellas. La O.LE. establece en su lista de
enfermedades de los peces la declaracién obligatoria de diez enfermedades
infecciosas y parasitarias, de las cuales ocho son viricas [2]. De esta forma y bajo las
directrices de la OIE es de obligatoria declaracién cualquier brote o sospecha de las

enfermedades virales incluidas en la lista [2].

En la Unién Europea, la actividad de las granjas acuicolas estan bajo la
Directiva Europea 2006/88/EC, incorporada a la normativa espafiola a través del
Real Decreto 526/2014, que regula los aspectos relacionados con la sanidad de los
animales producidos y sus productos derivados, asi como también regula la
prevencidon y control de determinadas enfermedades infecciosas. Por tanto, es
obligatoria la declaracion a las autoridades veterinarias competentes de cualquier
brote o la sospecha de enfermedad de anemia infecciosa del salmén (ISA),
septicemia hemorragica viral (VHS), necrosis hematopoyética infecciosa (IHN),
herpesvirosis de la carpa Koi (KHV) necrosis hematopoyética epizootica (EHN) y la
viremia primaveral de la carpa (SVCV). Entre todos los virus que se incluyen en la
lista de la OIE, se encuentran los rhabdovirus, que afectan a los peces tanto en sus
primeras etapas de desarrollo como en fase adulta, y por tanto son responsables de

grandes pérdidas econdmicas.

Tabla 1: virus de peces relacionados en el género Rhabdovirus [2].

abreviatura Generi Distribucion
Hirame rhabdovirus HIRRV Asia, Europa
Virus de Necrosis hematopoyética [HNV En todo el mundo
infecciosa Novirhabdovirus
Virus de la Septicemia hemorragica VHSV En todo el mundo
viral
Rhabdovirus de la trucha de mar STRV Europa
Rhabdovirus de la perca PRV Perhabdovirus Europa
Anguilid Rhabdovirus AngRV Europa
Virus primaveral de la carpa SVCV En todo el mundo
Rhabdovirus de la perca PFRV Spirivirus Europa
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La familia Rhabdoviridae, orden Mononegavirales, comprende 11 géneros de
virus de acuerdo con el Comité internacional en Taxonomias de Virus [3]. Estos virus
tienen forma de bala (figura 3) y estan distribuidos de forma global ya que infectan
tanto especies de vertebrados como de invertebrados [4]. La informacién necesaria
para la replicacién de los rhabdovirus esta contenida en su genoma, una cadena

simple de RNA que puede abarcar entre 9 y 18 Kb dependiendo del virus [5].

Glycoprotein (G) Matrix protein (M) Polymerase (L)

Phosphoprotein (P)

”_ Genomic RNA

Ribonucleocapsid
(RNP)

-} strand RNA genome

N H P H W 6 H = }—s
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Figura 3: A) Organizaciéon gendmica y estructura del virién septicemia hemorragica viral, perteneciente a la
familia Rhabdoviridae. (B) Muestra cdmo se encuentran estructuradas las distintas proteinas junto con el ARN
genémico. Cadena de polaridad positiva o antigenoma conteniendo las cinco proteinas y las regiones no
codificantes. Imagen tomada de Viralzone [6, 7].

Al menos 5 proteinas estructurales son codificadas en el genoma del
rhabdovirus (figura 3); en orden comenzando por extremo final 3" son las
siguientes: proteina de la nucleocapsida (N, peso molecular aproximado 47kDa) se
encuentra distribuida revistiendo completamente el genoma del virus, su funcion es
conferir estabilidad y proteccion a las nuevas cadenas de ARN sintetizadas, ademas
de regular el equilibrio entre transcripcién y replicacion; la fosfoproteina (P, 29
kDa); la proteina matriz (M, 26 kDa); glicoproteina de superficie (G, 57 kDa) y la ARN
polimerasa dependiente de ARN (L, 240 kDa) (Figura 3). Aunque la organizacion del

genoma es comun a todos los miembros de la familia, en algunos casos otras
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proteinas aparecen codificadas como es el caso de la proteina no viriénica (NV) en
algunos miembros del género Novirhabdovirus [8], inclusive también se ha sugerido
por parte de algunos autores que numerosos marcos de lecturas abiertas codifican

variantes de proteinas en las 5 proteinas estructurales en diferentes Rhabdovirus

[9].

En las ultimas tres décadas las investigaciones sobre dos de los Rhabdovirus:
el virus de la Rabia (RAV) y el virus de la estomatitis vesicular, han ido enfocadas al
esclarecimiento del ciclo de replicacion y las funciones moleculares de las diferentes
proteinas que codifican el virus. Profundizando en este ciclo podemos describir que
en un inicio la proteina G, es la responsable de la adhesion del virus a la membrana
de célula y su subsecuente internalizacion a través de la endocitosis mediada por
receptor (Figura 4) [10]. Una vez que las particulas virales estan incluidas en el
endosoma, provocan una disminucién del pH, lo cual desencadena la fusién de las
membranas virales y el endosoma. Este evento permite un desensamblaje de las
particulas virales para una posterior liberacién de su genoma en el citoplasma de la
célula. La teaduccién de las proteinas virales y la replicaciéon del genoma del virus

ocurren completamente en el citoplasma celular.
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Figura 4: Ciclo de infeccion de del virus de la septicemia hemorragica viral. Se muestran pasos del ciclo de
vida del virus: fijacidn, endocitosis, no recubrimiento, replicacién del genoma, transcripciéon de ARNm,
traduccion de proteinas virales, ensamblaje viral y liberacion del virus [10].
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El1 ARN de polaridad negativa sirve de molde para la transcripcién que se lleva
a cabo por la polimerasa del virus, produciendo inicialmente un ARN lider de 48
nucleétidos, seguido de los cinco mensajeros que codificaran para las cinco
proteinas virales, siempre en el mismo orden, N, P, M, G, L. Una vez sintetizadas las
proteinas, el genoma viral pasa a ser replicado produciendo ARN de polaridad
positiva o antigenoma, que servira de molde para la sintesis del genoma que va a ser
encapsidado (de polaridad negativa). La encapsidaciéon del genoma se da al mismo
tiempo que su replicacidn. Los eventos de adsorcion, penetracion, desencapsidacion
y transcripcién primaria tienen lugar durante las primeras horas post-infeccién. La
replicacion, transcripcion secundaria y ensamblaje se dan mas tardiamente, se
calcula que entre las 10-12 horas post-infeccion (figura 4). En algunos rhabdovirus
la duracién de un ciclo completo de infeccién se encuentra por tanto entre 10-12

horas, aproximadamente [6, 10].

Virus de la viremia primaveral de la Carpa (SVCV).

La viremia primaveral de la carpa es una enfermedad ocasionada por el SVCV.
Este virus induce un cuadro hemorragico agudo. La enfermedad es contagiosa a
varias especies de carpa y algunas especies de peces Ciprinidos e Ictaluridos. Este
virus inicialmente fue clasificado como un vesiculovirus y recientemente ha sido
incluido en el nuevo género Sprivivirus [11]. En los ultimos afios cientificos de
China, Canada y Estados Unidos han publicado brotes de SVCV y este virus ahora
mismo supone una amenaza a especies acuaticas no solo en Europa sino alrededor
del mundo (Figura 5). De acuerdo con la secuencias de nucledtidos que codifican
para las proteinas G y P, hay mas de 4 genogrupos Ia, Ib, Ic e Id [12-15]. En lo
referente a la morfologia, organizacién del genoma, proteinas virales y a las

principales caracteristicas del ciclo de replicacién, SVCV es muy similar a VSV [16].

Los brotes de viremia primaveral de la carpa pueden causar una mortalidad
significativa (no solo en carpa sino en otras especies) y poner en peligro la industria
mundial de la acuicultura con pérdidas de millones de délares. Estos brotes de SVCV

usualmente ocurren en la época de la primavera, como bien lo indica su nombre,
cuando el agua alcanza temperaturas entre 10-17 °C y la mortalidad puede llegar a

alcanzar valores entre 70-90% entre los peces infectados.
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La ruta natural de la infeccién es el agua, aunque se conocen especies vectores
de invertebrados. Los sintomas de la enfermedad causada por el SVCV en ciprinidos,
tales como la carpa han sido ampliamente descritos. Entre ellos se destacan nado
aletargado, ascitis abdominal, piel y érganos internos hemorragicos y exoftalmia

(ojos saltones) [16].
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Figura 5. Mapa de distribucion mundial de los focos reportados de viremia primaveral de la carpa. Brotes
a nivel mundial desde el afio 2012. Imagen tomada de la base de datos del sistema mundial de informacién
zoosanitaria (WAHID), Organizacion Internacional de Epizootias. [Consulta: 24-01-2017].

Naturalmente se han registrado infecciones de SVCV de origen natural de las
siguientes especies de ciprinidos: carpa comun (Cyprinus carpio carpio) y la carpa
koi (Cyprinus carpio koi), el carpin (Carassius carassius), la carpa plateada
(Hypophthalmichthys molitrix), entre otras [16]. Aunque el virus también se ha
aislado de los peces silvestres no ciprinidos como bagre europeo (Silurus glanis), y
también se ha informado de que ha sido aislado de la trucha arco iris (Oncorhynchus
mykiss) [17]. Igualmente se ha podido demostrar bajo condiciones de laboratorio
que otras especies como el rutilus (Rutilus rutilus) y el pez cebra (Danio rerio) [18]
son susceptibles a infecciones por el SVCV. En el caso del pez cebra en los ultimos
afios han aumentado los estudios de infecciones con SVCV por bafio de inmersidn,
verificando que los sintomas en los peces cebras son similares a los descritos en
otras especies de peces. La infectividad y el resultado de la infecciéon pueden ser
modulados por la temperatura en diferentes especies de peces. En la mayoria de las
lineas celulares de ciprinidos la temperatura optima de infeccidn se encuentra en un

rango de 20-25°C [19].
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El pez cebra (Danio rerio) como modelo experimental en virologia e
inmunologia.

El pez cebra (D. rerio) (Figura 6) es un pez teledsteo, que pertenece a la familia
de los Cyprinidae (Orden Cypriniformes). En los dltimos afios se ha incrementado
su uso en las investigaciones cientificas y se ha convertido en el modelo de pez mas
estudiado en ciencia. Es especialmente apreciado por su homologia genética con el
humano (compartimos con estos peces mas del 80% del genoma) [20, 21] y ademas
su genoma esta totalmente secuenciado, lo que nos permite que los resultados
obtenidos de los farmacos probados en estos animales sean potencialmente
extrapolables al humano. Este pez normalmente se puede encontrar en rios de aguas
lentas y lagunas de la India, Bangladesh y Pakistan [22]. Esta regidn geografica tiene
clima monzonico, con temporadas lluviosas y secas pronunciadas que tienen un
profundo efecto en los parametros del habitat de este pez, asi como en la quimica de

los recursos hidricos.

Figura 6: Individuo de Pez cebra (Danio rerio) en la que se observa su pigmentacién caracteristica razén por la
cual recibe ese nombre.

Se sabe relativamente poco acerca de la cria de pez cebra y el comportamiento
reproductivo en entornos naturales. Sin embargo, los resultados de una serie de
experimentos de laboratorio, junto con observaciones anecdoticas derivadas de los
afios de uso de este pez como modelo de investigacion, ayudan a tener una idea
razonable de la reproduccion en este animal. Se conoce que las hembras son capaces
de desovar casi diariamente, hay autores que han encontrado que las hembras
desovarian una vez cada 1,9 dias si se alojan continuamente con un macho [23].

Sus embriones son transparentes y se desarrollan en tan s6lo 24 horas, algo que hace
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posible observar los efectos de medicamentos en sus 6rganos internos en formacion.
Otra de las ventajas de este pez es su capacidad reproductiva durante todo el afio y
su rapido desarrollo (las hembras son capaces de poner cientos huevos en una
semana), gracias a esto se pueden realizar diferentes experimentos en una misma
generacion de animales, investigar la evolucién de las patologias e identificar las

causas de las enfermedades investigadas.

Su pequefio tamafio hace facil su almacenaje, ya que caben hasta un centenar
de animales en contenedores de un litro de agua, y su sencillo mantenimiento
decantan finalmente a favor del pez cebra las preferencias de los cientificos como
animal de laboratorio en el siglo XXI. Alcanzan un tamafo entre 6-7 cm como

maximo.

Uno de los trabajos que mas se esta desarrollando en los dltimos tiempos es el
desarrollo de morfolinos para pez cebra, precisamente porque los embriones son
sensibles a las moléculas antisentido de morfolino lo que permite analizar si un gen
determinado es importante para una funcién en particular en el pez, logrando el

bloqueo del gen en cuestion por un tiempo determinado [20, 24].

Igualmente debemos destacar el empleo de peces cebra en el desarrollo de
investigaciones relacionadas con la respuesta antiviral. Precisamente por la
susceptibilidad de este pez a infecciones viricas desarrolladas bajo condiciones de
laboratorio existen varios trabajos realizados con infecciones de SVCV que asi lo

demuestran [25-29]

Inmunidad innata y adaptativa en peces.

La funcién esencial del sistema inmune en todos los vertebrados es la defensa
contra las infecciones. Esto permite la supervivencia del individuo y mantener sus
funciones corporales en un medio, que por naturaleza le es hostil. Las respuestas
inmunes en los vertebrados han sido clasificadas como innatas o adaptativas. El
sistema innato juega un papel instructivo en la respuesta inmune adquirida y la

homeostasis y por lo tanto es igualmente importante en los vertebrados superiores.
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Inmunidad innata.

Hasta hace unos afios, la inmunidad innata se consideraba como una respuesta
rapida frente a un primer encuentro con un patdégeno, inespecifica, incapaz de
generar memoria inmunoldgica y pobremente regulada. En el caso de la inmunidad
adaptativa, que estaba mediada por los linfocitos T y B, era considerada como
especifica, y suficientemente capaz de elaborar una respuesta concreta y distinta
para cada antigeno, ademdas de generar memoria inmunoldgica adecuada para
proteger frente a la reinfeccion y mantenerse regulada [30]. Ademas, se
consideraban respuestas independientes. Sin embargo, este concepto ha cambiado
y actualmente conocemos que ambas respuestas estdn interrelacionadas y

funcionan cooperativamente potencidndose mutuamente (Figura 7) [31].
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Figura 7: Relacion entre la respuesta inmune innata y la respuesta inmune adaptativa [32] .

Ahora bien, para producir una respuesta inmune innata, existen en el
organismo un conjunto de células encargadas de generar esta respuesta. Entre ellas
se encuentran las células fagociticas (macréfagos, monocitos y granulocitos), las
células dendriticas y las células citotoxicas no especificas. Estas células poseen
receptores codificados en linea germinal, que no estidn sujetos a recombinacién
genética, y que reconocen estructuras muy conservadas, denominadas patrones
moleculares asociados a patégenos (PAMP del inglés pathogen associated molecular

patterns,), entre los que se incluyen lipidos, carbohidratos, péptidoglicanos y acidos

37



Introduccion General

nucleicos que se encuentran invariablemente en los distintos grupos de

microorganismos [33].

La activacién de estos receptores conlleva finalmente la expresion de distintas
moléculas de secrecion que diversifican la respuesta antimicrobiana y aumentan la
eficacia de la misma. Este reconocimiento se realiza mediante moléculas
inmunosensoras llamadas receptores de reconocimiento de patrones (PRR del
inglés pattern recognition receptors) que no requieren de exposicion previa a los
PAMP para interaccionar con ellos y generar una respuesta. Los PRR incluyen
receptores similares a Toll (TLR del inglés Toll-like receptor), los receptores del
complemento tipo-3 (CR3), receptores “scavengers” (SR), los receptores de Dectina-
1 (receptores de -glucano), lectina de unién a manano (MBL), proteina C-reactiva
(CRP), proteina amiolide sérica (SAP), CD-14 y proteinas de dominio de

oligomerizacién unidas a nucleétidos (NOD) [34].

En el caso de los peces, para desarrollar esta respuesta inmune lo hacen a
través de un grupo de componentes que conforman la barrera de defensa primaria
contra diferentes patégenos como: virus, parasitos, bacterias y hongos. Esto es
debido a que poseen un sistema inmunolégico que permite el estudio en
profundidad de los aspectos basicos de la inmunidad, asi como las respuestas y su
interaccién con diferentes organismos y patégenos [35-37]. Los peces poseen una
organizacion del sistema inmunitario y mecanismos de defensa similares a los de los
mamiferos, siendo la diferencia mas significativa la carencia de médula ésea y

nddulos linfaticos [38, 39].

Existen otros componentes vinculados a la respuesta inmune, como es el caso
de las células citotdxicas no especificas, que han sido identificadas en peces cebra y
estan consideradas como precursoras de las células natural killer de mamiferos,
pero hasta la fecha no se ha descrito su funcionabilidad [40]. Un aspecto curioso de
la inmunidad del pez cebra es que en sus primeros cuatro dias de desarrollo, no
exhiben adaptacién, de ahi que resulten una herramienta valiosa para el estudio de
la inmunidad innata, ya que se ha comprobado que no es hasta las 4-6 semanas que

la inmunidad adaptativa se vuelve un factor funcional en estos animales [41, 42].
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La existencia de multiples PAMPs y PRRs de deteccién de patdgenos,
especificamente del tipo viral, potencia la respuesta celular y permite una defensa
rapida y eficaz [43]. Los PRRs inician mecanismos de defensa antimicrobianos a
través de varias vias de sefializacién que traen consigo la activacién de genes y la
sintesis de moléculas como citoquinas, quimiocinas y moléculas de adhesion celular
e inmunorreceptores que promueven una respuesta temprana del animal ante las
infecciones [44], y que al mismo tiempo resultan un vinculo de union a la respuesta

inmune adaptativa [45].

La familia de los receptores Toll-like, constituye un grupo importante de PRRs
que reconocen una multitud PAMPs. En la actualidad, se han identificado 24 TLRs
en el genoma del pez cebra [43, 46]. Aunque no se han identificado todos los ligandos
especificos para cada receptor, se sabe que muchas de las moléculas que intervienen
en las vias de sefializacion estan conservadas entre el pez cebra y los mamiferos. Los
TLR han sido estudiados en el pez cebra tanto frente a bacterias como frente a
estimulos virales. En cuanto al reconocimiento de virus, en el pez cebra se han
relacionado con la respuesta contra estos patégenos los siguientes TLRs: TLR3,
TLR7, TLR8a/b, TLR9 Y TLR22 (este ultimo se ha descrito inicamente en peces)

[47]. En la Figura 8 se muestra un diagrama de sefializacién via TLR.

La deteccion de patégenos virales por parte de los PRR conduce a la activacion
de factores de transcripcion tales como los factores reguladores del interferon (IRF)
y el factor nuclear kappa B (NFkB) que inducen la produccién de interferén y una
robusta respuesta inmune inflamatoria [48]. Logicamente esta respuesta
inflamatoria que se inicia después del reconocimiento del virus, es también
importante para la eliminacion de patégenos virales, debido a que una activacion de
NFkB desencadena la transcripcién de genes de citoquinas pertenecientes a la
cascada de inflamacién, como por ejemplo la interleucina-6 (IL6), interleucina-1b

(IL1b) y el factor de necrosis tumoral a (TNFa) [48, 49].
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Figura 8: Vias de seiializacion de los TLRs, que evidencian todos los factores que desencadenan una respuesta
via TLRs. Imagen tomada de publicacién de Zhang y cols [34].

Otro componente importante de la respuesta inmune innata en peces cebras,
es el epitelio y los factores que éste secreta. El mucus que desprende la piel forma la
barrera de defensa primaria entre el pez y su ambiente, debido a que contiene
proteinas y carbohidratos y tiene una funcién protectora previniendo la
colonizacién en su superficie, de parasitos, bacterias y hongos, a través de una
continua pérdida y reemplazo [50]. El mucus, ademas de la mucina, esta compuesto
por precipitinas inespecificas, aglutininas, proteina C-reactiva (CRP) y lisozima, las
cuales constituyen una barrera de defensa quimica primaria. También,
internamente, el mucus tapiza las paredes del tracto digestivo que, junto con pH
extremos y enzimas proteoliticas, sirven de defensa contra potenciales patégenos.
Muchas de estas funciones de reconocimiento y de regulaciéon son parte de la
respuesta en la fase aguda de una infeccidn y es quizas la forma mas antigua de
reconocimiento de “lo no propio” y que se ha conservado en la linea evolutiva. En
los peces pueden representar un sistema de reconocimiento primitivo, mas que una

accidn efectora en la destruccion del patogeno.

Otra de las moléculas con un papel clave y vinculadas en la respuesta inmune

innata son los interferones (IFNs) que intervienen en la lucha frente infecciones
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virales y microbianas [51]. Los IFNs son glicoproteinas producidas por macréfagos,
linfocitos, fibroblastos y células natural killer (NK) y suelen aparecer en respuesta a
una infeccion viral, una estimulacién inmune o una variedad de estimuladores
quimicos [52]. Han sido identificados en muchas especies de peces y
especificamente en pez cebra existen dos grupos diferentes: tipo I y tipo II, aunque
comparten la misma nomenclatura que los IFN de mamiferos, presentan distintas
caracteristicas bioldgicas y estructurales [51, 53]. Entre ellos encontramos subtipos:
[FN¢1 y IFN®3 que pertenecen al tipoly IFN$2 y IFN$4 que pertenecen al tipo II.
La mayoria de los estudios sugieren que los IFNs tienen receptores especificos [54,
55]. Su funcion es participar de forma activa en una urgente respuesta antiviral. La
sefalizacion de estas moléculas da lugar a la induccidén transcripcional de un gran
numero de genes diana ISG (genes estimuladores de la respuesta de interferén: ER-
IFN) los cuales activan varias rutas provocando respuestas versatiles ante las
infecciones. Entre ellos podemos destacar las moléculas los factores de
estimuladores de la expresion de IFN denominados IRF-3 e IRF-7, las proteinas Mx

entre otras.

Otro de los elementos vinculados a la respuesta inmune innata es el sistema
de complemento. El sistema del complemento se compone de diferentes proteinas
séricas y representa un sistema de defensa muy importante en los peces. El sistema
del complemento consiste en una cascada enzimatica compleja que comprende
varias glicoproteinas inactivas, que son activadas por una de las tres rutas de
activacién conocidas: clasica, alternativa y la mediada por lectina [56, 57]. Las
funciones del sistema del complemento incluyen actividad litica (para virus,
bacterias y parasitos) y neutralizacion de exotoxinas bacterianas. También
proporciona sefiales de patégenos potenciales para el huésped y contribuye a la
degradacion de los patdgenos a través del reclutamiento de las células inmunes y
opsonizacién [58]. De esta forma el complemento juega un papel en el aclaramiento
del complejo inmune y participa en las reacciones inflamatorias atrayendo las

células fagociticas al lugar de la lesion [56].

Ademas del complemento, existen otros elementos inmunes no especificos que
no sélo actian como primera linea de defensa contra todos los patégenos, sino que

también desempefian un papel fundamental en el desarrollo de la respuesta inmune
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adquirida. Estos elementos no especificos incluyen péptidos antimicrobianos

(AMPs) que se describiran mas adelante, la lisozima, lectinas, etc. entre otros.

Los AMPs, tienen un amplio espectro de accién relacionados con la interaccion
con el patoégeno a través de su membrana, o afectando blancos internos, como la
replicacién del ADN y la sintesis de proteinas, e interactuando con el huésped con
funciones inmunomoduladoras de la regulaciéon del proceso inflamatorio y de la
cicatrizacion [59]. Se ha demostrado que en condiciones fisiolégicas y durante una
infeccion, la capacidad inmunomoduladora de muchos AMPs es mas importante que
su actividad microbicida [29, 60-63], lo que sugiere que en muchos casos las
propiedades anti-infectivas de los AMPs estan directamente asociada a su activad

como reguladores de la respuesta inmune [59].

Inmunidad adaptativa.

El sistema inmune adaptativo en el pez estd compuesto de un conjunto de
células sistémicas que son las encargadas de procesar la informacién para eliminar
o prevenir desafios de patégenos. El sistema inmune adaptativo en ocasiones es
activado por el sistema inmunitario innato "no especifico”. La inmunidad adaptativa
no es una respuesta especifica contra la presencia de antigenos, y juega un papel
vital en la proteccidon contra infecciones recurrentes mediante la generacion de
células de memoria (inmunidad mediada por células) [38, 64]. Se divide en
inmunidad humoral, basada en la producciéon de inmunoglobulinas (Ig) por los
linfocitos B, e inmunidad celular, mediada por los linfocitos T colaboradores “helper”
(CD4+), los cuales inducen la producciéon de linfocitos T citotéxicos (CD8+) y la
activacion de macréfagos [65-67]. Esta respuesta desarrollada por células T e
inmunoglobulinas (Ig) permite la eliminacién rapida y eficiente de los patégenos
especificos de los peces [66, 68]. Aunque los peces no tienen médula 6sea o nodos
linfoides, el timo, el rifién y el bazo asumen este papel. Los linfocitos son capaces de
proliferar tras el contacto con el antigeno, generando un clon de células antigeno
especificas, algunas de las cuales daran lugar a la respuesta inmune primaria,
mientras que otras permanecen como células de memoria que generaran una
respuesta secundaria. Esta respuesta es mas rapida y de mayor magnitud frente a
las subsiguientes exposiciones al antigeno (respuesta inmune secundaria) [38, 67].

Resulta notable, en peces, que los genes que codifican para los productos del
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complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) de clase [ y del MHC de clase II se
encuentran en cromosomas diferentes. La existencia de dos tipos de MHC implica la
diferenciacién de dos poblaciones funcionales de linfocitos T, cooperadores y

citotoxicos.

En relacion con la respuesta inmune adaptativa de los peces frente a virus, hay
que sefialar que, aunque mas especifica y con memoria, es mas lenta que la innata y
es dependiente de temperatura [68]. Asi por ejemplo en salménidos, la respuesta de
anticuerpos puede tardar en elaborarse mas de seis semanas. Al igual que en
mamiferos, en peces son los anticuerpos los que confieren la especificidad al
reconocimiento. Sin embargo, en el caso de los peces parece existir un repertorio de
anticuerpos menos diversos [38] y fundamentalmente constituido por
inmunoglobulinas (Ig) M e IgT que han sido descritos en trucha [69, 70]. La
inmunoglobulina de membrana (slIg) con funcién de receptor en los linfocitos B, es
la forma predominante de clase M (sIlgM) que mayoritariamente es producida en

peces [69, 70].

Las células B, las células plasmaticas y las Ig se han especializado en la defensa
del entorno, conformando una barrera mucosal [71, 72]. Los peces tienen una
microbiota asociada en cada una de sus barreras mucosales. En las secreciones de
mucosas en los peces teledsteos estan presentes tanto IgT y IgM, son detectables a

nivel de proteina mediante immunoblotting o ELISA [50].

Actualmente existen varios ejemplos de produccién de anticuerpos
neutralizantes en peces contra virus. Uno de los ejemplos que mas destaca es el caso
del estudio realizado por Estepa y Coll, en el cual se detectdé la presencia de

anticuerpos neutralizante en peces supervivientes a infecciones con VHSV [27].

Inmunidad entrenada.

Los recientes avances en la inmunologia de vertebrados estan proporcionando un
nuevo marco conceptual, con el que cambiar nuestra comprension sobre el papel del
sistema inmune innato en la concesién de resistencia a la reinfeccién. De hecho,
informes recientes han demostrado que no soélo las respuestas adaptativas de los

vertebrados tenian memoria, sino también la inmunidad innata como se describi6
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hace afios en plantas e invertebrados [73, 74]. Ademas, en los mamiferos hay
crecientes evidencias experimentales que indican que esta "memoria" podria ser
utilizada para complementar la respuesta inmune adaptativa a las vacunas virales

[75-77], aunque hay que destacar que hasta la fecha no existen evidencias en peces.

Las evidencias recientes revelan que la inmunidad innata de los vertebrados tiene
también "memoria" y otras caracteristicas adaptativas, como el aumento de las
respuestas a las reinfecciones. El término "inmunidad entrenada" se ha propuesto
para describir tales respuestas [74], a pesar de que su existencia habia sido
previamente demostrada en plantas e invertebrados [73]. Los principales rasgos

que definen la inmunidad entrenada son los siguientes:

i) se induce después de la infecciébn y confiere proteccion a través de
mecanismos independientes de células By/o T,

ii) aumenta la proteccién cruzada a patégenos homologos y heterélogos,

iii) en ella funcionan componentes tales como células de macréfagos y natural
killers (NK) [78, 79],

iv) Aumenta la deteccion de patégenos mediante receptores de reconocimiento
de patrones (PRR) y respuestas inflamatorias [76],

v) Y a diferencia de la memoria de las respuestas adaptativas, se asocia a la
reprogramacion epigenética (modificaciones de ADN /histona, miARN, etc.),

en lugar de la recombinaciéon genética [80].

Existen reportes de estudios en mamiferos los cuales sugieren que después de la
inmunizacién, las defensas de vertebrados aumentan las respuestas de reaccion
cruzada de la inmunidad entrenada [76, 80-84]. Un ejemplo de esto es el estudio
realizado por Kleinnijenhuis y cols., quienes comprobaron que tras la vacunacion
con Bacillus de Calmette y Guérin (BCG) este promueve la proteccidon en ratones
contra una infeccidn posterior con el microorganismo C. albicans [83] y a su vez la
activacion de citoquinas inflamatorias [82]. De forma similar Garcia Valtanen y cols,
en otro estudio realizado con monocitos murinos y tratados con C. albicans, fueron
resistentes a una reinfeccion con LPS, y se evidenci6 ademas el incremento de

citoquinas inflamatorias [81].
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Resulta de particular interés el incremento de los estudios en humanos y roedores,
relacionados con la inmunidad entrenada y la administraciéon de betaglucanos [74,
79, 81, 85]. Debido a la posicion de los peces teledsteos como vertebrados iniciales
en el sistema evolutivo, es de esperar que la inmunidad entrenada sea un
mecanismo importante que juegue un rol activo en la estimulaciéon inmune de los
peces tras la administracidon de betaglucanos. Hasta este momento, ningdn estudio
ha investigado de forma concienzuda la inducciéon de inmunidad entrenada en peces
teledsteos después de administrar betaglucanos. Después de una primera revision
de la literatura para obtener indicaciones claras de la inmunidad entrenada por
betaglucanos en peces, nos dimos cuenta de que era dificil atribuir inequivocamente

los efectos observados [86, 87].

Inmunoestimulantes y su efecto en la inmunidad innata y la inmunidad
entrenada,

El desarrollo en los ultimos afios de la industria de la acuicultura, con una gran
densidad poblacional en granjas piscicolas, y asociado a esto, el incremento de
enfermedades infecciosas de rapida expansién, han traido consigo el aumento del
uso de inmunoestimulantes como potenciadores de la ganancia de peso y aumento

de la resistencia a la enfermedad en las granjas de crias de peces.

Un inmunoestimulante es una sustancia natural o de sintesis quimica que
estimula el sistema inmunitario por medio de vacunas especificas (vacunas o
antigenos) o no especifica (independientemente de la especificidad antigénica) [88].
En el caso de los inmunoestimulantes de naturaleza quimica, son aquellos que
existen como elementos estructurales principalmente de las bacterias, hongos
miceliales y levaduras, que activan los leucocitos y por tanto confieren al animal
mayor resistencia a las enfermedades causadas por virus, bacterias, hongos y
parasitos, siendo capaces de actuar sobre los mecanismos de respuesta inmune del

hospedador para el control de patégenos [88, 89]. Entre ellos podemos encontrar:

a) elementos estructurales de las bacterias (lipopolisacaridos LPS, lipopéptidos,

glicoproteinas capsulares y muramilpéptidos);

b) derivados de productos de 3-1,3/1,6 glucanos, provenientes de bacterias,

hongos miceliales y levaduras;

45



Introduccion General

c) carbohidratos con estructuras complejas (glucanos) de varias fuentes

biolégicas incluyendo algas;

d) péptidos presentes en extractos de ciertos animales o hechos por hidrélisis

enzimatica de proteinas de peces, que presentan una actividad antimicrobiana.

En acuicultura, los inmunoestimulantes no especificos han sido ampliamente
utilizados probablemente debido al conocimiento limitado de la respuesta inmune
en los peces y a la facilidad de sus aplicaciones. La valoraciéon del efecto de los
inmunoestimulantes va dirigida a la evaluacién de parametros vinculados a la
inmunidad y sus consecuencias en el sistema inmune innato. Anteriormente
habiamos planteado que el sistema inmune innato tiene componentes celulares y
humorales a través de los cuales realiza su funcion protectora. Entre sus principales
componentes a nivel celular estan los leucocitos, monocitos, macrofagos y

granulocitos [90].

En Salmoniformes, Cypriniformes y Perciformes los tipos celulares mas
abundante son los granulocitos y neutrofilos [91]. En el caso de los neutroéfilos y los
macrofagos, ellos son los responsables de la producciéon de moléculas bioactivas
para el reconocimiento y destruccién de patdgenos, establecer la comunicacién
celular, ademds de activar e iniciar una respuesta inmune adaptativa, para
finalmente crear una respuesta y reparar los tejidos. Otro aspecto importante de
estos tipos celulares es que son responsables de llevar a cabo la fagocitosis, lo cual
constituye uno de los principales mecanismos de la inmunidad innata, al lograr
eliminar bacterias, virus y parasitos. Este mecanismo de eliminacién de microbios
desencadena asi diversos procesos antimicrobianos, incluyendo la activacion de una
respuesta celular, la activacion de radicales libres y la produccién de citoquinas,
todos ellos activados por el interferon gamma (IFN-g) o por el TNFa [88, 92]. Otro
de los aspectos que se ha logrado describir es la activacion de factor nuclear KB (NF-

KB) en respuestas a procesos inflamatorios [92].

En los ultimos afios ha habido un aumento del uso de los inmunoestimulantes
para incrementar la resistencia a algunas infecciones (Nakagawa, 2007). Dentro de
los inmunoestimulantes mas cominmente utilizados en peces, se encuentran los

betaglucanos (principalmente extraidos de la levadura Saccharomyces cerevisiae),
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los probidticos, lipopolisacaridos (LPS) y algunos péptidos antimicrobianos

(betadefensinas, hepcidinas, etc.) [93].

Betaglucanos.

Los betaglucanos son homopolimeros lineales de unidades de glucosa
enlazadas a traviles de enlaces O-glicosidicos del tipo ((1,3), con posibles
ramificaciones a través de enlaces O-glicosidicos del tipo B(1,6) [86, 94]. Se
encuentran en plantas, algas, bacterias, hongos y levaduras [95]. Los betaglucanos
de las levaduras son heteropolimeros que contienen unidades de glucosa y manosa

como principales constituyentes y estan presentes en la membrana celular [86, 93].

Mucho se ha escrito en lo relacionado al mecanismo de entrada de los
betaglucanos, inclusive se han propuesto los receptores de interaccion con estas
moléculas, describiéndose la Dectina-1 (pertenece a los receptores similares a la
lectina tipo C) y el TLR2, como moléculas fundamentales en la sefializacion de los
betaglucanos. La unién cooperativa de la Dectina-1 y el TLR2, inducen un aumento
de la produccion de IL-10, IFNy e IL-2 [96, 97]. Otros estudios han sugerido la
induccién por parte de la Dectina 1 de la interleukina IL-17, la cual, a su vez,
promueve la producciéon de Th17. El gen de esta interleukina (IL-17) se ha descrito
en peces cebra, trucha arcoiris y en la lamprea [86, 98, 99]. En peces, la respuesta de
estos genes es importante en la activacién de células epiteliales, reclutamiento de
neutrofilos, y para la migracion de leucocitos hacia la mucosa por modulacién de la

expresion de receptores de citoquinas.

Ademas se ha demostrado que el reconocimiento de betaglucanos activa
directamente los leucocitos, estimula la fagocitosis, la actividad citotéxica y
antimicrobiana, incluyendo la produccién de especies reactivas intermediarias de
nitrogeno y oxigeno; adicionalmente, estos carbohidratos modulan la produccion de
mediadores proinflamatorios, citoquinas y quimioquinas, como IL-8, IL-1f3, IL-6 y
TNFq, otorgando una mejor y mas rapida capacidad de respuesta, que repercute en

una mayor resistencia a patégenos [100, 101].
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Reprogramacion epigenética.

La epigenética se define como el estudio de los mecanismos que regulan la expresion
génica sin modificar la secuencia del acido desoxirribonucleico (ADN). Esta
disciplina representa un puente entre las influencias genéticas y ambientales en el
desarrollo de un fenotipo. Los cambios epigenéticos permiten que unos genes se
expresen o no, en funcién de condiciones exteriores, y son esenciales en la
diferenciacién celular y tisular que tiene lugar durante el desarrollo embrionario, y

también, en los organismos adultos [102].

Las modificaciones epigenéticas son importantes en la regulacion de los
mecanismos celulares y vias durante el desarrollo embrionario, en la funcién de
memoria, en la inmunidad y en la enfermedad [103, 104]. Aunque las mutaciones
afectan directamente al material genético cambiando el cddigo genético, las
modificaciones epigenéticas cambian la estructura de la cromatina o modifican el
acido nucleico sin alterar el codigo genético. Esto hace que las modificaciones
epigenéticas sean reversibles, flexibles y que rapidamente respondan a los cambios
en el ambiente y otras exposiciones. Basado en esta capacidad, el estudio de las
modificaciones epigenéticas es una importante interfaz entre el medio ambiente y
el genoma [103]. De ahi la importancia del avance en los estudios de epigenética
para ayudar en la comprensién y andlisis de la inmunidad innata y adaptativa, las

enfermedades infecciosas y las enfermedades oncolégicas [102, 105].

Los mecanismos epigenéticos proporcionan una serie de principios reguladores que
definen los cambios en la expresion génica, sin alterar la informacién genética
codificada en el propio ADN [106]. Es importante destacar que estas modificaciones
quimicas del ADN o sus proteinas asociadas son estables y heredables y, por tanto,
determinan el fenotipo celular. Hay un consenso en la literatura sobre el hecho de
que los factores desencadenantes de estos cambios pueden tener influencia en el
epigenoma, tal es el caso de los siguientes ejemplos: cambios ambientales, influencia
de patégenos (incluidos los virus) y una variedad de agentes causantes de

enfermedades inflamatorias y malignas [2].

Las modificaciones en las colas amino-terminales de las histonas (acetilacion,

metilacion, fosforilacién y ubiquitylation) estan asociadas con cambios
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conformacionales en las estructuras de la cromatina [107, 108]. Se conoce que la
metilacion de las colas de las histonas, en algunos casos, genera una estructura
abierta de la cromatina que contribuye a incitar la transcripcién activa [109]. Es
importante destacar que el estado epigenético de las células inmunitarias parece
estar controlado tanto por programas auténomos como por factores bioambientales
tales como citoquinas y factores microbianos [102]. Existen varios trabajos en los
que se ha planteado que las funciones de los macréfagos estan reguladas por
modificaciones de las histonas, estableciendo de esta forma una reprogramacion de
la inmunidad [110-112]. Por ejemplo, algunos procesos de desacetilaciones y
metilaciones en los residuos de lisina, de las colas de las histonas, pueden contribuir
al aumento de la transcripcion de genes de citoquinas inflamatorias, llevando a cabo
un reclutamiento activo de macréfagos y la activacion de la transformacion de

monocitos a macréfagos [113-117].
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Justificacién del proyecto y objetivos

JUSTIFICACION DEL TRABAJO Y OBJETIVOS.

Este trabajo se desarrollado en el marco del proyecto AGL2014-15773-C3
(MINECO) denominado “Buscando aplicaciones para la memoria innata ("trained
immunity") en peces: inmunomoduladores, agentes terapéuticos y vacunas”.
Decidimos desarrollar el presente trabajo de Tesis Doctoral empleando el pez cebra
como modelo animal, dadas las caracteristicas de este pez, su facil manipulacion y
mantenimiento. Teniendo en cuenta ademas que cada dia aumentan las infecciones
viricas por Rhabdovirus, especificamente por SVCV y que las pérdidas econémicas
son cada vez mayores, realizamos este trabajo para profundizar en el estudio de
aspectos relacionados con el sistema inmune y el desarrollo de la respuesta

antiviral.

OBJETIVO PRINCIPAL.

Debido a laimportancia del sistema inmune en la primera linea de defensa frente
a las infecciones viricas con SVCV en peces cebras, asi como en el presente trabajo
se plantea como objetivo principal investigar las principales caracteristicas de la
reprogramacion de lainmunidad innata en el pez durante la infeccién viral, asi como

los principales rasgos que definen la inmunidad entrenada tras una reinfeccién viral.
OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Determinar si existe reprogramacion de la inmunidad in vivo en la respuesta
generada en peces cebra tras la infecciéon con SVCV, centrandonos en la activaciéon
de genes del sistema inmune innato como base molecular del mejoramiento de
una posible inmunidad entrenada.

2. Evaluar el perfil proteémico del plasma de peces cebra infectados con SVCV, para
estudiar las proteinas sintetizadas y liberadas al torrente sanguineo como
resultado de la infeccion.

3. Determinar el posible establecimiento de la inmunidad entrenada en peces cebra,

tras la administracion de betaglucanos, y posterior infeccion con SVCV.
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Materiales y Meétodos

Animales de estudio.

Los peces cebra adultos (D. rerio) (6-7 cm de longitud) fueron obtenidos
comercialmente y mantenidos a 28°C en tanques de 30 litros, equipados con un
sistema de recirculacion de agua declorada. Los peces fueron alimentados
diariamente con alimento comercial. Antes de los experimentos los peces fueron
aclimatados a una temperatura de 22°C condiciones de laboratorio durante 2
semanas. Todos los procedimientos realizados en este trabajo fueron desarrollados
siguiendo el protocolo aprobado por la Oficina Evaluadora de proyectos de la

Universidad Miguel Hernandez de Elche (Cod No.2016/VSC/PEA/00182).

Virus.

La cepa de virus SVCV 56/70, aislado de carpa fue propagado en células ZF4 a
22°C, durante 5 dias hasta lisis total del cultivo celular [13]. Posteriormente el
sobrenadante de células infectadas con SVCV fue clarificado por centrifugacion a
4.000g por 30 minutos y almacenado en alicuotas a -80 °C hasta su uso. Los

sobrenadantes clarificados fueron usados para ensayos in vitro e in vivo.

Células.

La linea celular ZF4 (zebrafish embrionic fibroblast) (ATCC CRL-2050) [118]
obtenida de la ATCC (American Type Culture Collection) fue usada en el desarrollo
de este trabajo. Las células ZF4 fueron mantenidas a 28°C con un 5% de atmosfera
de CO2 con medio de cultivos RPMI-1640 Dutch modificado (Gibco, Invitrogen
Corporation, UK) conteniendo 10% de suero fetal bovino (SFB) (SIGMA, USA), 1 mM
de piruvato (Gibco, Invitrogen Corporation, UK), 2mM de Glutamina (Gibco,
Invitrogen Corporation, UK), 50 pg/mL de gentamicina (Gibco, Invitrogen

Corporation, UK) y 2 ug/mL fungizona (Gibco, Invitrogen Corporation, UK).

Infecciones de peces cebra con SVCV.

Los peces fueron aclimatados a 22 °C durante dos semanas previas a la

realizacion del experimento. En la Figura 9 se incluye el disefio experimental.

57



Materiales y Métodos

( ] Toma de sangre y muestra de
15 animales érganos internos, para epigenetica
| Tomar muestra 6 peces y
k Control sanos j cada grupo: |
| F - 1dia i /
-~ - - 2dias
45 animales - 5dias )
Infectados por bafio Sacar muestra de para western blot
L de inmersidn y protedmica
( e /
0 0 Sacar muestra para
OOO extraccion de RNA

SVCV durante 90
minutos.

Figura 9: Diseiio experimental utilizado para evaluar el efecto de la infeccion por SVCV en el sistema
inmune del pez cebra. Los peces cebra fueron infectados con SVCV por bafio de inmersion a 22°C. Pasadas 1
dia post infeccién se inicié la toma de muestras para diferentes ensayos, luego a 2 dias y posteriormente 5 dias.

Para esto, los peces fueron introducidos en 2 litros de agua conteniendo 104
PFU/mL de SVCV durante 90 minutos a 22 °C. Posteriormente fueron traspasados a
tanques de agua declorada limpia y el flujo de aire fue restaurado (Figura 9) el
disefio experimental. Pasadas las primeras 24 horas de la infeccién, se comenzé con
la toma de muestras de 6rganos de los animales tratados y sin tratar para la
realizacion de los distintos experimentos, asi como la muestra de plasma para el
desarrollo de experimentos de protedmica. En nuestro caso realizamos la toma de

muestras a los siguientes tiempos: 1d, 2 d y 5d.

Inmunoprecipitacion de cromatina.

Para el analisis de la reprogramacién epigenética se realizd6 una
inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP), utilizando el Kit Imprint CHIP (SIGMA,
Missouri, EE.UU) y siguiendo las instrucciones descritas por el fabricante, a
continuacién explicamos brevemente el procedimiento [119]. Primero realizamos
la extraccion del tejido. Los peces fueron sacrificados por sobreexposicién al
anéstesico (MS-222) y se extrajo los érganos internos de 3 peces/muestra,
estableciendo un pool de 3 peces. A manera de resumen en la Figura 10 se observa
un diagrama de trabajo para la obtenciéon de ADN a partir de inmunoprecipitacion

de cromatinas.
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Los tejidos extraidos y mezclados en pool se introdujeron en tubos Corning de
15 mL que contenian para-formaldehido (PFA) (SIGMA, Missouri, EE.UU) al 1%, y
fueron fijados durante 20 minutos. Una vez pasado este tiempo se le anadié glicina
(1,25M) durante 5 minutos para detener la reaccién y se procedio a centrifugar para
eliminar el PFA y, posteriormente los cortes de tejido se lavaron con tampén fosfato
salino eliminando los lavados por centrifugaciéon. Inmediatamente se sonicaron para
obtener la cromatina cortada en fragmentos pequefios y este extracto de ADN se
centrifugé y una muestra fue aplicada en geles de agarosa para verificar el corte del

ADN en fragmentos de 200-500 pb.
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- Purificacién del ADN
- PCR 6 Secuenciacion

- Resolucion en geles de agarosa de los productos de PCR
- Andlisis de Resultados de secuenciacion

Figura 10: Esquema resumido de trabajo para el ensayo de inmunoprecipitaciéon de cromatinas. A partir
de peces infectados se obtuvieron los tejidos de visceras para proceder con la inmunoprecipitaciéon de
cromatinas, siguiendo el protocolo descrito en el kit de inmunoprecipitacién.

Para inmunoprecipitar las histonas unidas al ADN, se incub6 el sobrenadante
obtenido anteriormente en una placa de 96 pocillos previamente tapizada con el
anticuerpo anti histona 3, trimetil, lisina 4 (H3K4Me3) (SIGMA, USA) durante 90
minutos. Una vez inmunoprecipitado el ADN se procedio a revertir la reaccion de

fijacién con un buffer provisto en Kit de ChIP. Y seguidamente se purificé el ADN
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empleando las columnas y tampones provistos en el Kit, obteniendo asi el ADN

completamente purificado.

Secuenciacion del ADN obtenido por inmunoprecipitacion de
cromatinas.

Una vez purificado el ADN inmunoprecipitado, se contrataron los servicios de
la Empresa Bioarrays (Elche, UMH), y se procedié con la secuenciacion de las
muestras. Para esta parte del trabajo se desarroll6 el analisis de las siguientes
muestras infectadas y sin infectar, generadas en nuestro estudio y todas ellas
elaboradas con pool de érganos internos de 3 peces, es decir 6 peces por tiempo
analizado: 2 muestras control (C1 y C2); 2 muestras 1d (T24h1 y T24h2); 2 muestras
2d (T48h1y T48h2) y 2 muestras 5d (T5d1 y T5d2).

Se construyeron las librerias empleando el kit NEBNext Ultra II DNA
Preparacion de librerias para [llumina (Lucigen, Inglaterra) [120]. Posteriormente
se secuenciaron las librerias empleando un equipo Illumina NextSeq500, en modo
2x75. Las lecturas obtenidas se sometieron a un control de calidad mediante el
programa FastQC y un filtrado estdndar mediante el programa Trimmomatic [121].
Seguidamente se realizé6 un alineamiento de las lecturas al genoma D. rerio
GRCz10.85 empleando el programa Bowtie2 [122]. El andlisis de los datos del
experimento ChIPSeq se realizé empleando el programa MACS [123]. Este programa
emplea un algoritmo computacional que identifica las regiones del genoma con
unién a factor de transcripciéon/cromatina/histonas desde los datos de ChIPSeq. El

andlisis se divide en dos pasos:

v Deteccidn de picos y cuantificacion de cada grupoobtenido: (Metilac.xlsx). En
esta fase del andlisis se detectan los picos de lecturas (regiones con un
numero elevado de lecturas alineadas, respecto al conjunto del genoma).

v' Asignacion de picos a genes: Cada pico, de aproximadamente 300 pb, es
asignado a un gen o genes en funcién de su posicion, siguiendo el siguiente
criterio: se define una region que incluye el propio gen y se extiende 100 kb
(100.000 pb) aguas arriba. Cada pico que caiga dentro de este intervalo es
asignado a dicho gen. Debido a que en una regién de 100 kb pueden coexistir

varios genes, cada pico puede ser asignado a un conjunto de genes.
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v Analisis diferencial: el programa MACS, en una segunda fase, es capaz de
detectar cambios de un conjunto de muestras respecto a otro. Este tipo de
andlisis estd indicado cuando tenemos condiciones distintas, como es

nuestro caso, infectados vs control.

Tras la secuenciacién la empresa nos entreg6 los datos pertinentes , que contenian
por cada muestras analizada un listado de genes, con su identificacién en la base de
UNIPROT [124, 125], con el nimero de lecturas, asi como los analisis de incremento
relativo respecto al control no infectado. Las regiones gendmicas enriquecidas en
lectura se detectaron utilizando el algoritmo de agrupacion espacial para la
identificacion de regiones enriquecidas en ChIP (SICER) [126]. Para detectar las
regiones enriquecidas utilizamos el programa IGV (Integrative Genomics Viewer)
que permite la visualizacion de los picos [127]. Estos se obtuvieron ajustando el
tamafio de la ventana a 10kb. So6lo se seleccionaron regiones enriquecidas
estadisticamente significativas basadas en el FDR del 5%. Se realiz6 un andlisis de
algunos de los genes de interés asociados al sistema inmune innato y respuesta a

infeccién viral.

Analisis bioinformatico de los datos obtenidos de secuenciacion.

Incialmente realizamos un analisis bruto de limpieza de todos los datos
obtenidos, eliminando aquellas lecturas que no eran asignadas a ningin gen en
especifico. Una vez concluido este proceso para cada una de las muestras, se
comenzd a trabajar con una serie de programas que permiten el analisis global de
genes y la verificacion de los conjuntos de genes que estaban enriquecidos en los
listados de expresion obtenidos a partir de la secuenciacién. El analisis se realiz6

tomando en cuenta 2 métodos:

1. Un analisis global de todos los genes obtenidos y utilizando la aplicacion del

GESTALT (http://www.webgestalt.org/option.php), la cual tiene incluido
en su base de datos al pez cebra como organismo, lo que permite integrar
el andlisis funcional de conjuntos de genes enriquecidos y su andlisis
estadistico [128]. La particularidad de esta aplicacién es que permite
integrar vias de sefializacién procedentes de la BASE KEGG [129],
REACTOME [130] y de WIKIPATHWAY [131].
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2. El segundo método de andlisis lo realizamos empleando la aplicacién del
GSEA (http://software.broadinstitute.org/gsea/index.jsp). Este programa
nos permite analizar los conjuntos de genes enriquecidos dado un listado
de pathways obtenidos previamente y dirigidos al analisis de ruta de

sefializacién del sistema inmune [132].

Andalisis de los conjuntos de genes enriquecidos en el listado de genes obtenidos
por secuenciacion mediante el GESTALT.

Para determinar los conjuntos de genes enriquecidos en el listado de genes
obtenidos por secuenciacidn, utilizamos la herramienta de analisis de conjuntos de
genes GESTALT [133]. Este listado de genes fue elaborado en cada uno de los grupos
generados (SVCV-1d, SVCV-2d, SVCV-5d), en este caso solo incluimos los genes
identificados. Al realizar el analisis las listas de genes por cada grupo se obtuvo un
listado de los conjuntos de genes que podrian ser los méas enriquecidos, teniendo en
cuenta los genes detectados implicados en las rutas de sefializacién y el conjunto

total de genes de cada ruta. Siendo asi un analisis cualitativo primario.

Analisis del enriquecimiento de los niveles de expresion de diferentes
conjuntos de genes GSEA (del inglés Gen Set Enrichment analysis).

El andlisis de expresion genémica de ADN se ha convertido en un pilar de la
investigacion genomica. El reto no se encuentra tanto en la obtencidn de perfiles de
expresion génica, sino mas bien en coOmo interpretar los resultados para obtener
mas informacién sobre los mecanismos biolégicos. En un experimento tipico, se
generan perfiles de expresion de miles de genes de una coleccion de muestras
pertenecientes a diferentes grupos, por ejemplo infectados con virus y sin infectar
[132]. Los genes pueden ser ordenados en una serie de listas clasificadas por el
investigador en base a funciones biolégicas conocidas, segin su expresion
diferencial entre los grupos. El desafio es a partir de esta lista de genes, obtener
informacién para obtener pistas reveladoras de cémo transcurre el proceso de
infeccién. Un enfoque comtn ha sido centrarse en aquellos genes que muestran una
mayor diferencia [134]. Existen algunos factores que l6gicamente debemos tener en

cuenta:
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i) Que las diferencias biol6gicas entre grupos sean modestas en relacion con
el ruido inherente a la tecnologia de secuenciacion utilizada.

ii) Que podamos obtener una larga lista genes con expresion
estadisticamente significativa y sin ningin significado biolégico
unificador. Evidentemente la interpretacion podria resultar
desalentadora.

iii) Ademas, el analisis de un solo gen puede no tener efectos importantes en
las vias. Esto puede deberse a que los procesos celulares, a menudo,
afectan conjuntos de genes que actdan en concierto. Y un aumento de la
expresion del 20 % de todos los genes listados puede ser mas importante
que un aumento de 20 veces en un solo gen.

iv) Y, por ultimo, y no menos importante, que cuando estudiamos diferentes
grupos, puede que los genes listados con diferencia significativa no

tengan ningun solapamiento.

Para realizar estos analisis se utiliz6 un método llamado GSEA (Gene Set
Enrichment Analysis) que evalda datos de conjuntos de genes. Estos conjuntos de
genes son definidos basandose en conocimientos biolégicos previos, por ejemplo,
informacién publicada, rutas bioquimicas o la expresiéon obtenida en experimentos
desarrollados. El objetivo de GSEA es determinar si los componentes de un conjunto
de genes x tienden aumentar o disminuir su expresién en cuyo caso el conjunto de

genes se correlaciona con el grupo predominante [132].

Primeramente, trabajamos con los valores obtenidos de la secuenciacion de
ADN inmunoprecipitados de cromatina, es decir un listado de genes, con las lecturas
obtenidas por cada gen. Obteniéndose un listado que integraba todos los grupos (y
las lecturas para cada gen a diferentes tiempos: SVCV-1d (infectados con SVCV a 1
dia vs Control no infectado), SVCV-2d (infectados con SVCV a 2 dias vs Control no
infectado), SVCV-5d (infectados con SVCV a 5 dias vs Control no infectado). La lista
de genes secuenciados fue analizada estadisticamente con un t-test métrico. Como
base de datos para el analisis de los conjuntos de genes se utilizé un documento con
84 rutas de sefializacién denominado New47562.GeneSetGenes.gmx y que fue
generado en el laboratorio del Dr. Julio Coll (INIA, Madrid) y gentilmente donado

por éL
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Tabla 1.3: Conjunto de genes (GS) seleccionados a partir del microarray disefiado en el laboratorio del Dr. Julio

Coll, todos ellos relacionados con la respuesta inmune en pez cebra (Agilent's ID 47562).

Nombre ruta genes | Nombre de ruta en KEGG genes | Nombre WIKI ruta genes
e L . Procesamiento y presentacion de Serializacion integrina
Peéptidos antimicrobianos, amp. 9 B 23 e 36
Apoptosis, apo. 36 Apoptosis. 25 Apoptosis-wikipathway. 49
Ol G 36 Celulatv epiteliares e invasion 35 Modulacion de la apoptosis 13
bacteriana. por hsp70.
Cluster de diferenciacion de Serializacion de receptors de Receptor de células B.
; . . 281 F 42 By 94
antigenos antigens, cdi. células B. Wikipathway
quimioquinas, chk 45 Serializacion de quimiocinas. 46 Serializacion de EGFRI. 103
Citocromo, cyp 51 e fi,d complement y 51 Serializacion de EPO. 20
coagulacion.
Proteinas alta movilidad, hmg 11 Deteccion de ADN citosdlico. 24 Cascada Erkl-erk2 MAPK. 71
Proteinas dominio homo, hom 59 Cd'.das gatifiol s Y 31 Fas y la induccion de estrés 28
Helicobacter pylori.
proteinas Heat shock, hsp 97 Serializacion de Fc epsilon RI 59 Seralizacion FGF. 62
Interferon, ifn 36 fe gamma Bz dney 38 Serializacion de proteina G. 17
fagocitosis.
Immunoglobulinas, igs 45 Linaje de ceyh.,tlas 58 Interleukin?. 50
hematopoyéticas.
Interleuquins, ils 47 Hepatitis C. 59 Interleukin3. 65
Quinasas, kin 60 Infeccion de Herpes simple. 85 Interleukind. 38
Macrofagos, mac 37 Infeccion HTLV-I. 104 Interleukin5. 43
Complejo mayor de Sistema immune en la via .
histocompatibildiad, MHC Pt intestinal e IgA. P in e 61
Z)o{temas inducidas por mixovirus, 6 JufluenB]. 36 I B 29
ngztors Titevos fpQeiteg 17 Seralizacion Jak-STAT. 23 Interleukin9. 14
Oncogenes 45 Malaria. 34 1‘4dhes1.0n g e 49
integrinas.
Receptors de células T, tcr 2 Serializacion MAPK. 99 Cascada MAPK. 20
Receptors tipo Toll, TLR 21 Sarampion. 65 Senalizacion MAPK. 36
Tumor necrosis factor, TNF 26 C}totoxzczdad me.dada por 59 Senalizacion P38-MAPK. 27
células natural killer.
s o G e, T 606 Senializacion por receptors tipo 38 Activacion de degradacion en 36
NOD. el proteosoma.
proteinas inducidas por VHSV, VIG 2 }S;e[‘réa_lllzaczon por recepors lipo 42 Senescencia and autophagia. 42
) . . Serializacion receptores de Serializacion del
S O PR F 36 células T. 60 crecimientode hepatocitos. 26
. . Py Receptor células T.
Proteina C reactiva, crp 7 Serializacion de TGF-p. 39 e 71
A;il;laltzaczon receptores fipo 60 Receptor TGF-f Wikipathway. 93
Seiializacion NF-kB . 6o | Senalizacion TGF-f 26
Wikipathway.
Serializacion PI3K-Akt. 73 Serializacion TNF-a. y NF-kp. 111
. , Receptores tipo Toll
Salidas de proteinas. 19 e 53
Procesamiento de proteinas en el 63 Serializacion interferon tipo 11 19
reticulo endopldasmico. (IFNG).
Protedlisis mediada por 55
ubiquitina.

Al realizar el andlisis en el programa GSEA, se obtuvieron los datos de
puntuaciones para conjunto de genes (Enrichement Score) y la normalizacion de este

valor (NES), para corregir los datos con respecto a los genes identificados en los
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conjuntos de genes propuestos. Igualmente se incluy6 en el andlisis el valor de la
tasa de falso positivos (FDR del inglés false discovery rate) y es la probabilidad
estimada de que un gen establecido con un NES dado represente un hallazgo falso

positivo.

En la interpretacion de los resultados, por ejemplo, un FDR del 25% indica que
el resultado es probable que sea valido 3 de 4 veces. Los resultados de analisis del
GSEA nos indicaran los conjuntos de genes enriquecidos con un FDR menor del 25%
como los mas propensos a generar hipdtesis interesantes, pero no obstante
proporciona resultados de analisis para todos los conjuntos de genes analizados.
Otro de los valores que tuvimos en cuenta y de forma principal fue el valor
normalizado de p (valor-p) <0,05, el cual se utiliz6 como valor de corte y este valor
estima la significacién estadistica de la puntuacion de enriquecimiento para un

Unico conjunto de genes.

Visualizacion de interaccion de los genes.

Una vez analizados los listados de genes a través del GSEA, decidimos
desarrollar una visualizacién de las rutas, y para ello se utiliz6 el programa
Cytoscape [135], el cual nos permitié tener una imagen global de las rutas

moduladas por la expresién génica en peces infectados y a diferentes tiempos.

Igualmente se utiliz6 el programa STRING [136] para desarrollar
visualizaciones de interacciones moleculares, lo cual nos permitié6 obtener una

imagen de las interacciones establecidas entre los genes o proteinas de interés.

Ensayo de proteémica.

Primeramente, se realizé6 un experimento de infeccién con SVCV in vivo, y
siguiendo las indicaciones descritas en el apartado “Infecciones de peces cebra con
SVCV”. Para la obtencion del plasma, los peces fueron anestesiados, y
posteriormente desinfectados con etanol al 70%. Seguidamente se les realiz6 un
corte de la cola y se introdujeron en un tubo de 1,5mL que contenia 120 uL de
tampon citrato EDTA y se dejo fluir la sangre. A continuacion, se extrajo el pez y se

procedio6 a centrifugar a 8000 g durante 10 minutos para obtener el plasma para la
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realizacion de los ensayos subsiguientes. En la Figura 11 se muestra en esquema de

trabajo realizado para la obtencién del plasma [137].

40 10 000g
Corte de Cola » 4 — Y >
5
__.——~—/
A ——— Tampon — " 1.5mL PASMA—
O —-——-—3 citrato-EDTA \ 4 -
a4 Sangre del células de la
pez cebra

sangre

Figura 11: Diagrama de trabajo para la obtencion del plasma a partir de la sangre del pez cebra. Figura
modificada del trabajo de Fatemeh Babaei y cols [137].

Las muestras de plasma se enviaron para su analisis al grupo de trabajo del
doctor Alberto Paradela del Centro Nacional de Biotecnologia (CNB). Y el diagrama
de trabajo fue el descrito a continuacién. Las muestras se lisaron con el buffer de
lisis (9M urea/ 2M tiourea/ 5%CHAPS / 2mM TCEP+ cdctel antiproteasas) y se
cuantificaron después con el reactivo de PIERCE 660nm Protein Assay [138]. A
continuacién, las muestras se precipitaron por el método de metanol/cloroformo y
se realizé la digestion de las muestras empleando como enzima de corte la
tripsina. Posteriormente los péptidos obtenidos de cada una de ellas se limpiaron

mediante StageTip-C18 previo al analisis por espectrometria de masas.

Los digeridos obtenidos se cuantificaron a nivel de péptido por fluorimetria y
se inyect6 1 ug de cada digerido en el equipo. El método empleado para la
adquisicion de los datos fue una combinacidon de: cromatografia liquida de 250
minutos a lo largo de la cual se separaron los péptidos por su polaridad (mediante
una columna de fase reversa C-18) y después, los péptidos eluidos se fragmentaron
en el espectrometro de masas TRIPLE-TOF (LC-MS/MS). Los "rawdata" se
exportaron y se lanzé una busqueda usando el motor de bisqueda MASCOT frente
a la base de datos de D. rerio de UNIPROT. Para aplicar un criterio de validez
estadistica, calculamos una FDR (tasa de falsos positivos) del 1% a nivel de péptido
y, en base al calculo de FDR, se filtraron los datos por el score de fragmentacion para
cada péptido correspondiente a cada muestra. De cada muestra se obtuvieron los

siguientes datos PSMS que nos indican nimero de espectros de fragmentacién
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adquiridos, el nimero de péptidos asignados a cada proteina y emPai (exponentially
modified protein abundance index) que proporciona una medida semicuantitativa de
la abundancia de la proteina [139, 140]. Con este valor de emPAI se analiz6 la

abundancia relativa de proteina en la muestra y se comparo a diferentes tiempos.
Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE).

Las muestras de plasma de peces infectados y sin infectar se diluyeron 4:1 en
tampén de muestra 5X (Tris/HCl 60 mM, glicerol 25% v/v, SDS 2% p/v, azul de
bromofenol 0,1% p/v pH 6,8) en presencia de 2-f mercaptoetanol 14,4 mM
(condiciones reductoras) y se desnaturalizaron por tratamiento térmico (100 °C por
5 min). Posteriormente se cargaron en geles en gradiente de acrilamida [141] del 4-
20% (Invitrogen) para separar el extracto de proteinas obtenidas a partir del plasma
de pez cebra. En los geles se incluy6 el marcador de peso molecular (Brad range,
Invitrogen) y el andlisis se realiz6 en condiciones reductoras, empleando un tampén
de electroforesis Tris glicina-SDS (Tris 25 mM, glicina 192 mM y SDS 0,1% p/v) en
el sistema Biorad Mini-PROTEANR 1l. En cada pocillo se adicion6 una cantidad
equivalente a 50 pg de proteina total. Las condiciones de electroforesis fueron 200
V; 250 mA durante 2h. Los geles se utilizaron posteriormente para realizar el ensayo

de western blot.
Deteccion de proteinas de vitelogeninas mediante Western blot.

Tras la electroforesis (1 h 30 min a 200 V, en tampén de electroforesis Tris
glicina-SDS), la proteina presente en los geles se transfiri6 a una membrana de
nitrocelulosa durante 1 h a 100 V en tampdn de transferencia (25 mM Tris base pH
8.6, 192 mM glicina y 20% Metanol) (Biorad, CA, EEUU). La transferencia de
proteinas se verific6 mediante tinciéon de la membrana con rojo Ponceau (Sigma). A
continuacién, y tras lavado con PBS de la membrana, se bloqueé conuna solucién de
8% de leche en polvo desnatada (Molico, Nestle) disuelta en PBS durante 1 hora.
Seguidamente la membrana bloqueada se incubé durante toda la noche con el
anticuerpo (Ac) primario (Ac policlonal de ratén anti-Vitelogenina 2 (Abcam,
Cambridge; United Kingdom) o con Ac policonal de conejo anti-Actina) (SIGMA.
Missouri, EE.UU) diluidos todos 1:3000 en tampé6n de anticuerpo (Leche, 0.5%;

0.05% de Tween-20 diluido en PBS). Una vez concluidas las incubaciones y tras 2
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lavados con tampo6n de lavado (PBS, 0.05 % Tween-20), las membranas se
incubaron durante 45 minutos con el anticuerpo secundario policlonal de cabra
GAM-PO o GAR-PO en el caso necesario (ambos anticuerpos obtenidos de SIGMA.
Missouri, EEUU), diluido en tampé6n de anticuerpo. Seguidamente, se realizaron 4
lavados. La actividad peroxidasa se detect6 utilizando un kit de quimioluminiscencia
ECL (Amersham Biosciences, UK). Las membranas se expusieron a la luz y se
revelaron utilizando el procesador X-OMAT 1000 (Kodak, EEUU). Las bandas
obtenidas se fotografiaron y cuantificaron por densitometria, empleando el

programa Total-LAB.

Determinacion de proteinas activas wusando la técnica de

inmunofluorescencia.

Los experimentos de determinacién de proteinas activas fueron llevados a
cabo sobre células ZF4 previamente tratadas con Zym-Bgc (5ug/mL) durante 24
horas a 28°C. Tras este periodo de incubacién, las células se lavaron con medio RPMI
10% y se mantuvieron a la misma temperatura de 28°C. Tras 24 horas de incubacién
con betaglucano las células fueron lavadas con PBS y posteriormente fueron fijadas
con una disolucion de formaldehido al 4 % en PBS durante 15 min. Después del
lavado, las células se fijaron otra vez con metanol frio durante 15 min a -20 °C.
Seguidamente, fueron incubadas con tampo6n bloqueante (suero de cabra al 5 %,
Triton X-100 al 0,2 % diluido en PBS) durante 1 hora. Pasado este tiempo las células
se incubaron durante toda la noche a 4 °C con el anticuerpo primario (Anticuerpo
primario producido en conejo contra IlI-1B) diluido 100 veces en tampdn de
dilucién: PBS conteniendo 0,3 % de Triton X-100 y 1 % de albumina sérica bovina
(SIGMA. Missouri, EEUU). Luego, las células se lavaron 3 veces con PBS y mas tarde
se incubaron con el anticuerpo secundario (Anticuerpo producido en conejo AF-
488) (SIGMA, Misouri; USA) diluido en tampén de dilucién durante 1 hora.
Seguidamente las células fueron lavadas 3 veces con PBS durante 20 min. Las
monocapas de células fueron observadas y fotografiadas con un equipo Incell

(Analyzer 6000, Cell image system; GE Healthcare).

Para el desarrollo del ensayo de inmunofluorescencia se utilizaron los de

anticuerpos que se detallan a continuaciéon en la Tabla 4. En el caso de los
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anticuerpos: 111b estos fueron gentilmente donados por el Dr. Luis Mercado, Chile.

A quien agradecemos su colaboracién en la realizacion de parte de este trabajo.

Administracion intraperitoneal de betaglucanos a pez cebra (in vivo).

Para evaluar la proteccién frente a la infecciéon con SVCV, o el efecto en el
sistema inmune de los inmunoestimulantes, los peces cebra fueron separados en 2
grupos de 45 peces cada uno. Seguidamente fueron anestesiados por bafio de
inmersién con una disolucién de 50 ug/mL de MS-222 (SIGMA). Uno de los grupos
fue inyectado intraperitonealmente con Zymosan (Zym-Bgc) (5pg disueltos en 10pL
PBS/pez) se utiliz6 un grupo de control de inyeccién que fue inyectado solo con PBS.

En la Figura 12 se observa el disefio experimental aplicado en este ensayo.

Extraccion de
Grganos para
RNA

Extraccién de Extraccion de
6rganos para Grganos para
RNA RNA

Extraccion de
Grganos para
RMNA

Extraccién de
drganos para
RNA

Extraccidn de
drganos para
RNA

Inyeccién de betaglucano
(5 pg/10 pl a cada pez)

Inyeccidn de betaglucano
(5 ug/10 pL a cada pez)

Extraccion de
Grganos para
RNA

Extraccion de
Grganos para
RNA

Infeccién SVCV

Figura 12: Disefio experimental utilizado para evaluar el efecto de los inmunoestimulantes en el sistema
inmune de peces cebra. Los peces cebra fueron inyectados intraperitonealmente con inmunoestimulantes
(Zym-Bgc). Pasados 14 dias se procedid a realizar una infeccién SVCV para verificar los niveles de algunos genes
vinculados al sistema inmune de estos animales.

Después de la inyeccion fueron transferidos a tanques de agua fresca hasta su total
recuperacion, logrando un nado normal. Pasadas las primeras 48 fueron tomadas
muestras de drganos de cada grupo (3 peces) para determinacién de expresion
génica por qPCR. Pasados 14, 16 y 21 dias se procedié a tomar muestras

nuevamente para realizar los mismos analisis.
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Analisis de expresion de génica por qPCR.
Extraccion de RNA y sintesis de cDNA.

A muestras de tejidos de los peces utilizados en el ensayo in vivo se les extrajo
el ARN utilizando el kit E.Z.N.A.® Tissue RNA (Omega Bio-Tek, Inc., United States)
siguiendo las indicaciones del fabricante. La cantidad de ARN extraida se cuantificé
con un espectrofotémetro-modelo Nanodrop. Posteriormente, el ARN se traté con
DNAasa (RQ1 RNAse-Free DNAse, Promega) se resuspendié en agua-DEPC y se

guardé a -80 °C hasta su uso.

En el caso de los cultivos celulares de células ZF4, tratados con Zym-Bgc
(5pug/mL) durante 24 horas a 28°C, tras las incubaciones correspondientes se
procedid a la extraccidon del ARN. En este caso utilizando el kit E.Z.N.A.® Total RNA
(Omega Bio-Tek, Inc., United States) siguiendo las indicaciones del fabricante.
[gualmente, la cantidad de ARN extraida se cuantificd con el espectrofotometro
modelo Nanodrop. Posteriormente, el ARN se traté con DNAasa (RQ1 RNAse-Free

DNAse, Promega) se resuspendi6 en agua-DEPC y se guardé a -802C hasta su uso.

Para obtener el cDNA se utilizaron 2 pg de RNA total y la transcriptasa inversa
del virus “Moloney murine leukaemia virus” MMLV-RT (Gibco BRL Invitrogen, CA,
EEUU). Brevemente, 1uL de cebadores random hexamers (0,5 pg/mL) (Applied
Biosystems, Melbourne, Australia) y 1uL de mezcla de dNTPs 10 mM se incubaron
durante 5 min a 65 °C. Después, se afiadieron 4 pL de tampoén 5x (250 mM Tris-HCl,
pH 8,3, 375 mM KCl, 15mM MgClz) y 2uLde 0,1M ditiotreitol (DTT) y 1uL de la
transcriptasa inversa MMLV y la mezcla se coloc6 en un termociclador con los
siguientes pasos: 10 min a 25°C, segundo paso 50 min a 37 °C, tercer paso 15 min a

70 °Cy finalmente infinito a 4 °C.
qPCR para determinar expresion de genes.

Los ensayos de qPCR se hicieron usando el sistema ABI PRISM 7300 (Applied
Biosystems, NJ, USA) y SYBR Green (Life Technologies, United Kingdon).
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Tabla 3: Secuencia de primers utilizados para determinar la expresion génica de genes vinculados a
procesos inmunidad innata e infeccion.

Secuencia Numero de acceso
en base de dato

Gen

Ef-la 57 -CCACGTCGACTCCGGAAA-3~ AY422992.1
Rv: 57 -CGATTCCACCGCATTTGTAGA-3"
Bdf-2 Fw: 57 -AATGTGCATAATGCCGAAGTACA-3~ NM_001081554
Rv: 57 -ACAACCATGGTGAGCAACAATATATT-3"
il1b Fw: 57 -GAACAGAATGAAGCACATCAAACC-3~ NM_212844
Rv: 57 -ACGGCACTGAATCCACCAC-3~
nod2 Fw: 5" -TTTAGCGGTGACGTCCAGAA-3~ NM_001328044.1
Rv: 57 -GCCTCATAGCCCAGTCACAA-3~
mavs Fw: 57 -CAGAACAACTCAGGCGACAACA-3~ NM_001080584.2
Rv: 57 -TCCTCCTCAGGCTGGTTATTAGTC-3"
mxab Fw: 5 -GGTCTCTGGGAGTCGAAAAGG-3~ AF533769.1
Rv: 5 -AACTCTTTCCCGAGCTTTGGT-3"
il17 Fw: 57 -TCAATCTGAGGACGGAAAGG-3~ XM_009292863.2
Rv: 57 -GCTCCATCTCCTGTTTCAGC-3~
N-svev  Fw: 5 -AGCTTGCATTTGAGATCGACATT-3~ U18101
Rv: 57 -GCATTATGCCGCTCCAAGAG-3~
il10 Fw: 5 -ATTTGTGGAGGGCTTTCCTT-3~ NM_001020785
Rv: 57 -AGAGCTGTTGGCAGAATGGT-3"
inf-phil1  Fw: 5 -AGTTGTGAAAAGCCACCTTCAGA-3~ NM_207640
Rv: 57 -CATGTGTGACACTCAAGGATTGAC-3"
vig1 Fw: 5 -CTTCCTGTCGCTGTTCCCAT-3~ NM_001044897.3
Rv: 57 -TTGCAGTACAGCAGTGGTCT-3~
Vtg2 Fw: 57 -GTGCAACTCATTGCTTCTTCCA-3~ AY729644.1
Rv: 5 -GCTTTTTGGCGTAGGTGGTG-3"
tnf-a Fw: 57 -AAGCCACTTTTCAGTGCAATCC-3~ BC167066.1
Rv: 57 -AGCGCCGAGGTAAATAGTGTTG-3~
gig2l Fw: 57 -GGGGTTTTGCCAGTCTAAGGA-3~ NM_001245989.1
Rv: 57 -GCCAGGTTTTCTGCAGTGGA-3~
tir3 Fw: 57 -TGACTGCACCTGTGAGAGCAT-3" NM_001013269
Rv: 57 -GGACAAAGGATCAAAGTTCATTACAGA-3~
hepc Fw: 57 -CAGCAGGTACAGGATGAGCA-3~ NM_205583.2
Rv: 57 -AGCCTTTATTGCGACAGCAT-3~
rsad2 Fw: 5 -GATGGCTCTCCATGCAGGTT-3" NM_001025556.1
Rv: 57 -CTGCCGGGTGAAATGGTAGT-3~

Las reacciones fueron llevadas a cabo en un volumen de 20 pL, conteniendo 2 pL de
ADNCc, 900 nM de cada primer (tabla 3.5) y 10 pL de master mix SYBR Green (Applied

Biosystems, Melbourne, Australia). Las condiciones de amplificacién fueron un ciclo
de 50 °C, 2 min y 95 °C, 10 min, seguido de 40 ciclos a 95 °C, 15 min, y 60 2C, 1 min.

La expresién de los genes (tabla 3.5) se analizé por el método de 2-22Ctdonde ACt es
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determinado restandole el valor del Ct del gen EF1a, usado como control endégeno,
al valor del Ct objetivo. En la tabla 3, se incluyen las secuencias de primer utilizados

para el desarrollo de qPCR.
Analisis estadistico.

El andlisis estadistico se realiz6 utilizando el programa GraphPad Prism v5.0
(GraphPad Software, EUA). Para comparar los datos de los distintos tratamientos
con el control de células no tratadas se utilizé un test t de Student. Los graficos
representaron las medias de viabilidad celular de cada tratamiento con su
desviacion estandar. Los valores de p<0,05 o menos fueron considerados

significativos y fueron representados con asteriscos (*).
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Cael’tulo I Evaluacion de la reerogramacién eeigenética en peces cebra inﬁectados con SVCV.
INTRODUCCION

Epigenética.

La epigenética (del griego epi: “sobre” y genetikos: “genitivo, génesis, origen”) es la
disciplina que estudia los rasgos hereditarios como consecuencia de cambios en la
estructura de los cromosomas sin afectar la secuencia de ADN [1]. De esta forma, se
entiende por epigenética el mecanismo mediante el cual los factores ambientales son
capaces de modificar el fenotipo sin alterar el genotipo [2]. Entre estos factores se
encuentran la influencia de la dieta [3], el comportamiento [5], el estilo de vida [6] y el

envejecimiento [7].

El ADN no se encuentra en forma lineal dentro del nucleo celular sino
extraordinariamente empaquetado. La informaciéon genética en las células eucariotas
esta codificada en los cromosomas y en el ADN mitocondrial. E1l ADN cromosémico (o
cromatina) puede llegar a compactarse hasta 50,000 veces desde su tamafio original
(Figura 1.1). Esta organizacién posibilita que dos metros de ADN se localicen en cada
nucleo celular pero también deja inaccesibles la mayoria de las secuencias de
nucleétidos para que se pueda producir la interaccidn necesaria con la maquinaria de
la transcripcion celular y, en consecuencia, la expresion funcional de los genes. En los
cromosomas existen complejos de desoxirribonucleoproteinas llamados nucleosomas.
Su organizacion es compleja y muestra un conjunto especializado de proteinas, las

histonas, alrededor de las cuales se enrolla el ADN.

El nucleosoma se compone de un octamero de histonas fuertemente compactadas, H3,
H4, H2A y H2B, alrededor de las cuales se distribuyen aproximadamente 165 pares de
bases de ADN, como las cuentas de un rosario [109]. Esta estructura mantiene la
estabilidad y lo que es mas importante, la inaccesibilidad de los factores de
transcripcién al genoma del ADN, lo cual regula la transcripcién de cada gen [142]. Por
lo tanto, esta organizacién estructural debe, necesariamente, ser dindmica y atravesar
por estadios de mayor o menor compactaciéon que permitan la transcripcién génica

[143].
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Figura 1.1: Organizacién estructural de un cromosoma metafasico. Cada octamero de histona unido a ADN es
un nucleosoma. Las histonas pueden sufrir modificaciones, incluyendo fosforilacion, metilacién y acetilaciéon. Se
representa ademas las colas de histonas sobre las cuales ocurren las modificaciones.

La epigenética estudia la metilacibn del ADN y otros cambios quimicos o
modificaciones que puedan ocurrir en las histonas. A través de estos mecanismos es
posible modular la unién de factores de trascripcién, la expresiéon de genes, la
utilizacion de sitios de inicio de transcripcion alternativos y los llamados sitios de
splicing alternativo [144, 145]. También es capaz de regular el desarrollo [146], la
estabilidad del genoma, la impronta gendmica, la inactivaciéon del cromosoma X y la
identidad celular [147]. De ahi que podamos entender todas estas modificaciones como
mecanismos reguladores de la expresion génica, capaces de modular la mayoria de los
aspectos relacionados con el genoma y el transcriptoma. Es por ello, que se ha
comprobado que bajo un mismo genoma se puedan expresar una inmensa variedad de

fenotipos.

Asi, un mecanismo epigenético puede ser entendido como un sistema complejo para
utilizar selectivamente la informacién genética, activando y desactivando diversos
genes funcionales. Las modificaciones epigenéticas pueden implicar la metilacién de
residuos de citosina en el ADN y/o cambios en la estructura de la cromatina, que son
capaces de regular la expresién génica. Estas modificaciones son fundamentalmente
por acetilacién y metilacion, tanto de bases nitrogenadas como de aminoacidos de las

histonas. La consecuencia de la acetilacion y de la metilaciéon de determinadas histonas
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es un cambio en la capacidad con la que el ADN se enrolla, lo que a su vez hace que
algunas regiones del ADN se puedan leer con més facilidad, mientras que otras resultan
poco accesibles a los activadores de la transcripciéon, quedan de esta forma

“silenciadas".

La regulacion epigenética se establece entre el genotipo y el fenotipo, cambiando la
funcién del locus del gen sin cambiar la secuencia del ADN subyacente. Durante la
ultima década, los progresos en la investigacion en este campo han revelado una serie
de factores epigenéticos que dan forma y regulan el estado de la cromatina, dando lugar
a cambios en los patrones de expresion génica del huésped, y por tanto, a las

alteraciones en los fenotipos [109].

Modificaciones de las histonas.

Las llamadas colas de histonas (N-terminales), se extienden desde la unidad de
proteina globular y son dianas para modificaciones post-transduccionales. Hasta el
momento, se han identificado y caracterizado diversas modificaciones quimicas:
acetilacion de lisina, metilacion de lisina y arginina, fosforilacién de serina y treonina y
la ubiquitinacion. Estas modificaciones se encuentran en las subunidades de las
histonas H2A, H2B, H3 y H4 [148, 149]. En 2001, Jenuwein y sus colaboradores
describieron el cddigo de histonas, con la hipétesis de que un mecanismo de
codificacion dentro de la estructura de la cromatina esta regulado por modificaciones
quimicas en la cola de la histona, un concepto que ahora esta bien apoyado por la
literatura [107]. Las metilaciones de histonas ocurren por la acciéon de la enzima

metiltransferasa (Figura 1.2).

Histonas
H3 H4
\‘ H2A H2B Me Me
' MT

+ Me =i
Me

Figura 1.2: Mecanismo de metilacion de colas de histonas. Metilacién del histonas hace que se mantenga
reprimida o activada la actividad del gen [150].

Ahora sabemos que distintas modificaciones de las colas de histonas interactdan con
diferentes conjuntos de proteinas asociadas a la cromatina (Tabla 1.1). Como resultado

de estas modificaciones, se pueden generar diversas combinaciones en cualquier
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nucleosoma. La regulacidn existente a nivel de nucleosomas y el efecto que tiene sobre
la estructura de la cromatina, esta considerado como un factor determinante en la

transcripcion, la replicacion y el estado de diferenciacion celular.

Tabla 1.1: Algunas modificaciones de las histonas y su papel en la transcripcién [109].

Modificacion Rol en la Sitio de modificacion
transcripcion
Acetilacion Activacion H3ac, H3K9ac, H3K14ac, H3K27ac
Metilacion Activacion H3K4mel, H3K4me2, H3K4me3, H3K36me3,
H3K79me2
Metilacion Represion H3K9me3, H3K27me3
Fosforilacion Activacion H3S10

En los ultimos 20 afios, el desarrollo de muchos métodos bioquimicos, y en particular
de alto rendimiento, ha revolucionado nuestra comprension de la biologia y la funcién
de la cromatina. La utilizaciéon de estas herramientas resulta actualmente muy util en
una amplia variedad de disciplinas bioldgicas, incluyendo biologia del desarrollo,
oncologia o enfermedades infecciosas, como las causadas por bacterias y virus. De ahi,
que hayamos querido realizar este estudio con el objetivo de revisar la influencia del
estado de metilacion de la cromatina sobre la transcripcion de genes vinculados al

sistema inmune innato.
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RESULTADOS Y DISCUSION.

Estudio de la infeccion del pez cebra con SVCV.

Aunque el hospedador natural de SVCV es la carpa, el pez cebra (que también es un
ciprinido) se ha utilizado como modelo experimental para el desarrollo de infecciones
[18, 25, 151]. En trabajos realizados anteriormente en nuestro grupo se puso a punto
el desarrollo de experimentos con infecciones de SVCV en peces cebra [28, 29, 152]. En
el presente trabajo se realiz6é un experimento de infeccion por bafio de inmersion, en
el cual se utiliz6 una dosis de SVCV (1,8 x 104 PFU/mL) a la que los peces fueron

expuestos durante 90 minutos.
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Figura 1.3: Analisis de supervivencia en peces infectados con SVCV. A) curva de supervivencia de peces control
e infectados con SVCV, B) Determinacién de la carga viral por qPCR del gen N de SVCV, utilizando como gen
endégeno EF-1a. C) imagenes de peces muertos por SVCV a 9 dias post infeccién, mostrando los sintomas
caracteristicos.

En la Figura 1.3 A se muestra una curva de supervivencia de uno de los experimentos
realizados, y la infeccién viral desarrollada en los peces tras la exposiciéon a SVCV. En
el grupo control uno de los peces falleci6 a dia 7, pero no se observaron indicios de
infeccion viral en el mismo. En el grupo infectado con SVCV, no hubo sintomas de
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infeccion ni mortalidad hasta 2 dias post-infeccion. Sin embargo, a partir de 3 dias, la
mayoria los peces cebra mostraron un patrén de hemorragias externas en la boca,
branquias, piel lateral o bases de la aleta. Tres dias después de la infeccion se inicia
también la mortalidad en los peces infectados. A partir del dia 7 post infeccién hay un
incremento de la mortalidad, que en el dia 13 ya alcanzaba valores cercanos al 80%. Al
revisar el comportamiento de la carga viral de este experimento, se observé un
incremento de la misma, a medida que aumentan los dias post infeccion (Figura 1.3B),
algo que ha sido descrito de forma coindicente en otros trabajos realizados con SVCV
[29]. De igual forma, se puso de manifiesto la aparicion de sintomas caracteristicos a la
infeccion viral como hemorragias en la piel, branquias, aletas, aparicién de exoftalmia

y nado aletargado, hasta que mueren (Figura 1.3C).

Estudio de la reprogramacion epigenética en peces cebra infectados con
SVCV.

El estudio se realizé a partir del pool de 6rganos internos de peces cebra infectados con
SVCV. Con él se llevo a cabo un protocolo de inmunoprecipitacion de la cromatina con
el ADN unido para posterior secuenciacion. Para la precipitacion de la cromatina,
empleamos un anticuerpo anti histona 3 Lys4-trimetilado (H3K4Me3). La metilacion
del cuarto aminoacido (Lys) del extremo N-terminal de la histona H3, es una de las
modificaciones mas estudiadas y especialmente de su forma trimetilada. El alto interés
en el estudio de este residuo se debe a que esta estrechamente asociado con los
promotores de los genes activos. Varios autores han utilizado la metilacién del cuarto
residuo de lisina en sus trabajos, y han referenciado la activacién de grupos de genes

de interés, en los que esta metilaciéon promueve una activacion persistente [153-156].

Seguidamente, pretendemos observar el repertorio de genes activado tras una
infeccion con SVCV y verificar entre los mismos, los vinculados al sistema inmune. En
la Figura 1.4 se observa un esquema de trabajo a partir del cual se obtuvo el ADN

inmunoprecipitado destinado a secuenciar.
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Figura 1.4: Esquema general de procesos de secuenciacion de la cromatina inmunoprecipitada (ChipSeq),
desde la obtencidén de las muestras al procesamiento bioinformatico.

Por ello realizamos un primer analisis de visualizacién de las zonas enriquecidas de
lecturas y revisamos el comportamiento de genes asociados al sistema inmune innato.
Este trabajo se realizé6 con los datos obtenidos a partir de la secuenciaciéon de
fragmentos de cromatina y la visualizacion empleando el programa IGV (Integrative

Genomic Viewer) [127] y los datos generados a partir del programa MACS [123].

De cada uno de los grupos experimentales (control, SVCV-1d, SVCV-2d y SVCV-5d) se
utilizaron dos muestras, de 3 peces cada una. En cada una de ellas se mezclaron los
organos internos de los tres peces. Los datos crudos de secuenciacién fueron
procesados y se eliminaron todas las lecturas no asignadas a genes concretos.
Finalmente obtuvimos un listado de nombres de genes, que ademads incluia la
identificacién, segliin la base de datos de UNIPROT, de la proteina a la que se
traducirian; los valores de lecturas, o sea, la frecuencia con la que aparecen diversos
fragmantos de un mismo gen y, finalmente, las veces de su incremento respecto al

control (Fold enrichment).
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Visualizacion de las zonas enriquecidas de genes de interés en el sistema inmune
innato.

La cuantificacion de la repeticion de las secuencias ADN de genes unidos a histona H3
trimetilada nos permite observar un aumento de genes activos, potencialmente
dispuestos para ser transcritos, respecto al control. Como gen de referencia interna
usamos el de la actina (actb1), del que su nimero de lecturas era similar en cada uno
de los tiempos evaluados (1, 2 y 5 dias tras la infeccién) como se ve en la Figura 1.5. Lo
que se observa es que este gen esta constantemente activo, con independencia de las
consecuencias que implique la infeccion viral. Como se observa en esta figura, para las
regiones analizadas no hay cambios significativos en la frecuencia de las secuencias de

los genes activos.

10 Kb
SVCV-1d

SvVCcv-2d
Chr: 1 e
SVCV-5d

Control

actb1

Figura 1.5: Visualizacion de las zonas enriquecidas del gen de la actina. Esta se lleva a cabo empleando el
programa IGV [127] y los datos de lectura generados a partir del programa MACS [123]. La altura de los picos indica
la frecuencia de las lecturas obtenidas para esa secuencia.

Seguidamente revisamos el comportamiento de una serie de genes representativos del
sistema inmune innato (que ademas son componentes de una respuesta antiviral) y
sobre los cuales queriamos examinar la abundancia de zonas enriquecidas de lectura.
Como se puede observar en la Figura 1.6 todos los genes analizados en relaciéon con
sistema inmune innato: gig2, tir3, il1b, ifnphil, irf3, mavs, crp2 y crp6 se mostraban
activos durante todos los tiempos evaluados tras la infeccidn con respecto a la situacion

de control no infectado.
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Figura 1.6: Visualizacién de las zonas enriquecidas de varios genes de interés asociados al sistema inmune
innato. La visualizacidn se desarroll6 empleando el programa IGV [127] y los datos generados a partir del programa
MACS [123].

La regulacion de los programas de transcripcion de genes requiere la interaccion entre
los promotores y los reguladores. Las regiones promotoras estan situadas proximas a
los sitios de inicio de la transcripcion génica [157]. De ahi que, si son genes activos la
zona de la regién promotora estard activa y promovera la transcripciéon del gen en
cuestion. A su vez, esta trimetilaciéon se ha visto implicada en la diferenciacién de
monocitos en macroéfagos, estos ultimos vinculados al desarrollo de una respuesta
inmune innata [158, 159]. Estos cambios epigenéticos conducen a estimulos
especificos que pueden activar regiones potenciadoras y conducir a la activacion y
diferenciaciéon de los macréfagos. Entre estos estimulos se destacan: una sefial
inflamatoria a través de la via del tir4, 1a activacion del factor nf-kf, activaciéon de los

factores reguladores del interferon, entre otros [160].
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Andalisis global de los de genes activados en muestras de pez cebra infectados con
SVCv.

Una vez finalizado el andlisis de las zonas enriquecidas de algunos genes activos,
decidimos revisar el estado global de los genes expresados. A partir de los listados con
datos de incremento relativo obtenidos de cada gen, se construy6 un diagrama de Venn
(Figura 1.7) utilizando aquellos genes que tuvieron mas de 1,5 veces de incremento
con respecto al grupo control no infectado y, de esta forma, pudimos revisar los genes
activos que estaban interrelacionados en los grupos infectados. Se encontraron un total
de 7879 genes en el grupo SVCV-1d, 13484 genes en el grupo SVCV-2d y 13256 genes
en el grupo SVCV-5d. Pudimos observar que existian 7653 genes comunes en los tres

grupos evaluados (Figura 1.7).

Al revisar la distribucion en categorias de todos estos genes utilizando la aplicacion de
Gene Ontolgy, que emplea el programa Web-Gestalt, comprobamos que 562 genes
estaban agrupados en respuesta a estimulos de patdgenos y especificamente 131 de
ellos estaban vinculados a la respuesta del sistema inmune (Tabla 1.2). Entre estos
genes destacaban el inf-1y 2, el tnf-a'y sureceptor traf3, algunas quimiocinas, los genes
inducidos por el reovirus de la carpa (gig2), los ifit 14 y 17, il-15, el gen tmem173, el
factor nf-kb. Todos ellos estadn vinculados a la respuesta mediada por el interferdn.
Nuestra interpretacion es que el organismo infectado moviliza todo este conjunto de
genes para orquestar una respuesta antiviral que pueda promover el aumento de su

transcripcion.

SVCV-1d__ SVCV-2d

v' 562 genes de respuesta a estimulos
externos, incluyendo patogenos, y de
ellos 131 pertenecen al sistema inmune.

v’ Genes del sistema inmune se encuentran:
tnf, ifn, citoquinas, receptores tipo toll, y
estimuladores de interferon.

SVCV-5&d

Figura 1.7: Diagrama de Venn de comparacion de genes activos en los grupos evaluados. Se representan
aquellos genes con un incremento relativo mayor o igual a 1,5 respecto al control no infectado.
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Tabla 1.2: Listado de los genes, con mayor incremento tras la infeccién virica, relacionados con la respuesta
inmune, que se encuentran entre los 131 genes comunes en los 3 grupos evaluados.

UNIPROT | Nombre de la proteina Gen
Q4G3H4 Inhibidor del factor nuclear kappa-B quinasa subunidad alfa chuk ikk1
Q501X6 Proteina de unién a la quinasa 1 asociada al receptor de interleucina-1 iraklbpl
Q1ECV8 Factor de necrosis tumoral, proteina 8 inducida por alfa (TNFAIP8) tnfaip8l2a C24
Q77ZV43 Proteia de interaccién Toll tollip
Q7T364 Factor de necrosis tumoral, proteina 8 inducida por alfa (TNFAIP8) tnfaip8l tnfaip8I2
AS5SPLE7 Receptor acoplado a proteina G 183-A gpr183a gpri83
Q6AXL3 Regulador negativo de las especies reactivas del oxigeno nrros Irrc33
Q66179 Sialoprotein K (SelK) selenic selk1
Q803X0 Incorporador de Serine 5 serinc5
Q9W7C0 Factor de unidn del potenciador de linfocitos 1 lefl
Q9PUT2 Molécula CD74, complejo mayor de histocompatibilidad, class I cd74a Iclp-1 iclp1
B8X730 Molécula CD40, miembro 5 de la superfamilia del receptor TNF cd40
Q6NTI2 Zgc:77033 pik3cg
Q66104 Tyrosine-protein kinase (EC 2.7.10.2) Lyn
Q9DFG4 Quimioquinas tipo CXC (Chemokine (C-X-C motif) ligand 14) cxcl14 scuba
Q75822 Interferon gamma ifng1-2 INF-g
E7F7D7 Proteina tipo Gig2 Drel (gen 2i inducido por reovirus de la carpa (GCRV)) gig2i irig
Q5W7F5 Interleukina 11151 (Interleukin 15,-like) (Interleukin-15_1) il1511L-15_1
Q01100 Factor nuclear del potenciador del gen polipéptido ligero kappa en las células B 2 nfkb2
Q6P980 Superoxido-dismutasa (EC 1.15.1.1) sod2
Q5TLE6 Interferon gamma_1 (Interferon, gamma 1-1) ifng1-1 IFNG_1
Q5TYU7 Proteina tirosina kinasa (EC 2.7.10.2) blk bltk
Q6DEGO Factor 3 asociado al receptor de TNF. traf3
F1Q885 Factor de transcripcién asociado a la microftalmia b. mitfb
Q5NE14 Protein kinase containing Z-DNA binding domains pkz
Q8AWF1 Tyrosine-protein kinase (EC 2.7.10.2) yrk
Q6VIB5 quimioquinas (C-X-C motif) ligand 12b cxcl12b sdf1b
093581 IKAROS family zinc finger 1 (Ikaros) (Ikaros) ikzf1 znfnlal
F1QBE9 quimioquinas (C-C motif) ligand 25b ccl25b
Q5PU93 Isoforma C del factor 7 de células T tef7
Q3scce6 Interleuquina 15 il15
B3DIW3 Receptor tipo Toll tirl
E9QCV8 Serine/threonine/tyrosine quinasa 1 stykl
A0A068 Proteina inducida por interferén con repeticiones tetratricopeptidicas ifit14 ifit17a
Q2N1D9 receptor Prostaglandina E2 subtipo EP4 ptger4a
B5KH10 proteina CD4-2 CD4-2
B5L332 CSF3 csf3b csf3
QI9PTF8 C-C motivo quimioquina ccl27a CCL1 ccll
Q7SZX8 Factor de transcripcién de pez cebra vinculante a IGHM potenciador 3a (Tfe3a) tfe3b
A1LIN2 TNFAIP3 que interactuia con la proteina 1 tnip1
K4Q6R6 proteina transmembrana 173 tmem173
A9Y5K7 miembro de superfamilia del ligando del factor de necrosis tumoral 18 tnfsf18

Nos parece interesante resaltar que entre los genes comunes a los tres grupos

estudiados se incluyen los de varias proteinas quinasas, hepcidina, algunas caspasas,
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receptores tipo Toll, e igualmente genes vinculados con la cascada del tnf-a. Las
funciones de este tipo de moléculas en el organismo y su aumento de activacion tras la
infeccion entendemos que suponen los preparativos para la respuesta que
seguidamente el pez generard ante la infecciéon viral. Ademads, algunas de estas
moléculas se han relacionado con un aumento de la capacidad fagocitica a nivel celular

tras la llegada de un patégeno.

Agrupacion funcional de los genes activados en peces cebra infectados con SVCV.

A continuacidn, procedimos a analizar de forma cualitativa los grupos de genes que se
veian afectados como consecuencia de la infeccion en los tres grupos analizados (SVCV-
1d, SVCV-2d y SVCV-5d) respecto al control. Empleamos la aplicacién web GESTALT
(Web based Gene Set Analysis Toolkit) que permite este andlisis para el pez cebra. El
programa en su base de datos incluye informacién de diferentes organismos localizada
en NCBI, la enciclopedia de genomas de Kyoto (KEGG), Gene Ontology, REACTOME y
Wikipathway [161]. GESTALT nos mostré como resultados una distribucién de los
genes identificados en tres categorias: procesos biolégicos, componentes celulares y
funciones moleculares. Nos interesamos por las categorias de procesos bioldgicos
(dentro de ellos estarian agrupados los genes vinculados a respuesta inmune) y
componentes celulares (podrian relacionarse con factores implicados en la entrada de

virus y su replicacion) (Figura 1.8).

Analizando la categoria de los genes agrupados en componentes celulares, los
relacionados con encapsulacion de particulas externas se incrementan en los grupos
SVCV-2d y SVCV-5d. Ademas, se incrementan los genes relacionados con el sistema de
endomembranas a partir del segundo dia tras la infeccién. El sistema de
endomembranas estd implicado en el transito intravesicular entre reticulo
endoplasmico, endosomas y aparato de Golgi; y al verse afectado por la presencia de
los componentes virales podria promover un aumento de la autofagia por parte de la
célula que trata de eliminar organulos defectuosos. Estos fenémenos de autofagia o
generacion de vesiculas han sido planteado por otros autores en trabajos relacionados

con SVCV [162-164].
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Figura 1.8: Distribuciéon en grupos funcionales de los genes pertenecientes a las categorias “procesos
bioldgicos” (rojo) y “componentes celulares” (azul) generada a partir del analisis realizado con GESTALT de las

muestras SVCV-1d, SVCV-2d y SVCV-5d.
El andlisis de la distribuciéon de los genes de la categoria de procesos biolégicos
mostraba varios genes involucrados en la respuesta a estimulos externos, de los cuales

focalizamos nuestra atencion en los vinculados con la respuesta inmune (Figura 1.8).
Anadlisis de las rutas enriquecidas de genes activos en los peces infectados con
SVCV a diferentes tiempos post infeccion.

Para realizar el andlisis por separado de los conjuntos de genes mas activados en cada
grupo utilizamos los datos obtenidos de la secuenciacion de librerias obtenidas de la

precipitacion de cromatina de las muestras de peces cebraa 1, 2y 5 dias post infeccion
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con SVCV. Se analizaron los genes que habian presentado mas de 1,5 veces de
incremento con respecto al grupo control no infectado. Los datos incluidos en GESTALT
nos darian grupos de genes relacionados funcionalmente que se verian activados como
consecuencia de la infeccion viral. En este caso, s6lo se incluyeron 3 bases de datos de
rutas de sefializacion e interaccion: KEGG, REACTOME, Wikipathways; dado que son

las mas ampliamente utilizadas en el analisis de datos de interaccién molecular.

Analisis de rutas enriquecidas de genes activos en el grupo SVCV-1d.

Al revisar las rutas de interacciones moleculares para definir los conjuntos de genes
mayormente enriquecidos en el grupo SVCV-1d (Tabla 1.3), comprobamos que en el
caso de la base de datos KEGG incluian los conjuntos de genes de regulaciéon de la actina
y el citoesqueleto, la ruta de adhesién focal, y la ruta del receptor del factor de
crecimiento epidérmico.

Tabla 1.3: Listado de conjuntos de genes enriquecidos en el grupo SVCV-1d. Se ha usado como herramienta la

aplicacion web GESTALT. Se incluye ademas el nimero de entrada y el nombre de la via de sefializacidn, la cantidad
de genes identificados del grupo en esa ruta y también el valor obtenido de FDR (tasa de falso positivos).

KEGG

ID Nombre #Genes FDR
dre04810 Regulacidn de la actina en el citoesqueleto - Danio rerio 73 6.96e-01

(zebrafish)

dre04510 Adhesion focal - Danio rerio (zebrafish) 71 8.11e-01
dre04012 Sefializacion de ErbB - Danio rerio (zebrafish) 32 7.58e-01
dre04370 Sefializacion VEGF - Danio rerio (zebrafish) 25 8.11e-01
REACTOME

ID Nombre #Genes FDR
R-DRE-162582 Transduccién de sefales 64 7.97e-01
R-DRE-1280215 Sefializacion de citoquinas en el sistema inmune 17 7.97e-01
R-DRE-199418 Regulacion negative de de la PI3K/AKT. 5 7.97e-01
R-DRE-1251985 Seiializacion nuclear por ERBB4 5 7.97e-01
WIKIPATHWAY

ID Nombre #Genes FDR
WP1367 Factor de crecimiento transformante beta (tgf-B) 54 9.71e-01
WP1359 Sefializacion de IL-3 31 9.71e-01
WP1319 Sefializacion de IL-2 23 9.71e-01
WP1329 Sefializacion de integrina Alpha6-Beta4 19 9.71e-01

Todas ellas relacionadas con la necesidad del organismo de mantener su estabilidad
ante una infeccion. En el caso de las rutas mayormente representativas de la base de
datos de REACTOME aparecen la transduccién de sefiales, la sefializacién de citoquinas

en el sistema inmune, la sefializacién nuclear de ERbb4 y la via de regulacién negativa
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de PI3K/AKT. La activacion de la sefializacidn de citoquinas tras una infeccion viral es
algo conocido, son unas de las primeras moléculas que se liberan tras la presencia de
un patoégeno generando una respuesta inflamatoria [165]. Igualmente, existen otros
factores que influyen en el reclutamiento de células del sistema inmune innato y que
también participan en este proceso o también pueden estar vinculadas a la

estimulacion de la respuesta del interferén [53].

Analisis de rutas enriquecidas de genes activos en el grupo SVCV-2d.

De la misma manera quisimos revisar los conjuntos de genes que estaban mas
activados en el grupo SVCV-2d (Tabla 1.4). Enfrentando nuestros datos a la base de
datos de KEGG, los conjuntos mas activos eran los relacionados con la sefializacién de
P53, los receptores tipo Toll y ademds genes relacionados con factores de
transcripcién. Existen estudios en los que la sefializacion a través de receptores tipo
Toll constituyen una de las vias establecidas para el reconocimiento de patégenos y el
establecimiento de la inmunidad innata [166-168]. De igual forma se ha comprobado
que un aumento de los factores de transcripciéon contribuye a un incremento de la
produccién de citoquinas como efecto derivado de la activacion de los receptores tipo

Toll [164].

Adicionalmente, utilizando la base de datos REACTOME nos permitié identificar
también varias vias de sefializacion, entre las que se destacan la del ciclo celular, el
transporte mediado por vesiculas y el trafico de membranas. Anteriormente habiamos
planteado que el transporte mediado por vesiculas es una de las caracteristicas
establecidas en una infeccién por rhabdovirus, que necesita del sistema de membranas
endoreticular de la célula para la sintesis y maduracién de la proteina de su envoltura.
Como se mostro en la Figura 1.8, a partir de los dos dias de infeccién se observa un

aumento de genes activos relacionados con el sistema de endomembranas.
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Tabla 1.4: Listado de conjuntos de genes enriquecidos en el grupo SVCV-2d. Se ha usado como herramienta la
aplicacion web GESTALT. Se incluye ademas el nimero de entrada y el nombre de la via de sefializacién, la cantidad
de genes identificados del grupo en esa ruta y también el valor obtenido de FDR (tasa de falso positivos).

KEGG

ID Nombre #Genes FDR
dre04115 Sefializacion de p53 - Danio rerio (zebrafish) 44 7.58e-01
dre04620 Sefializacion receptores tipo Toll- Danio rerio (zebrafish) 34 7.58e-01
dre03022 Factores de transcripcion basal - Danio rerio (zebrafish) 26 7.58e-01
REACTOME

ID Nombre #Genes FDR
R-DRE-1640170  Ciclo celular 40 9.79e-01
R-DRE-69278 Ciclo celular, Mitosis 36 9.79e-01
R-DRE-5653656 Transporte mediado por vesiculas 34 9.79e-01
R-DRE-199991 Trafico de membranas 31 9.79e-01
WIKIPATHWAY

ID Nombre #Genes FDR
WP1367 Factor de crecimiento transformante beta (tgf-f) 88 6.29¢e-01
WP341 Sefializacion Nodal 61 8.53e-02
WP1359 Senalizacion IL-3 49 1.65e-01
WP1319 Sefializacion de IL-2 36 7.35e-01
WP445 Senalizacion de Ciclo celular, fase G1 a S cell 35 7.35e-01

Por ultimo, el andlisis sobre la base de datos de Wikipathway, revelé que los conjuntos
de genes mas representados fueron los de las vias de sefializacion del factor de
transformacidn del crecimiento tgf-f, las vias de sefializacién de il-2 e il-3, asi como una
de las vias de sefializaciéon del ciclo celular (G1/S). Los factores de crecimiento
transformantes tipo beta (tgf-) son una familia de citoquinas con efectos pleiotrépicos
sobre el sistema inmunolégico y dependiendo de los tipos de células implicados y de
las condiciones circundantes, pueden tener efectos positivos o negativos sobre la
proliferacion de linfocitos, respuesta de algunas citoquinas o inclusive influir en su
expresion. De igual forma, hay trabajos que relacionan un vinculo de tgf-f con el

aumento de la activacion de il-2 [169].

Anadlisis de rutas enriquecidas de genes activos en el grupo SVCV -5d.

Al analizar los conjuntos de genes activados para el grupo SVCV-5d (Tabla 1.5), frente
a la base de datos KEGG, se identificaron los conjuntos de genes que estaban mas
representados y entre ellos se encontraban los de la via de los receptores tipo Toll y la
interaccion citoquina-receptor. Ambas vias de sefializacion estan interrelacionadas
como ya hemos mencionado con anterioridad. Ademas, es l6gico pensar que tras la

activacion de un proceso infeccioso con SVCV se desencadenen procesos de
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reconocimiento de patrones asociados a patégenos y los mecanismos de accion del
sistema inmune innato (interleuquinas y citoquinas) para tratar de contrarrestar la
infeccion viral.

Tabla 1.5: Listado de conjuntos de genes enriquecidos en el grupo SVCV-5d. Se ha usado como herramienta la

aplicacion web GESTALT. Se incluye ademas el nimero de entrada y el nombre de la via de sefializacidn, la cantidad
de genes identificados del grupo en esa ruta y también el valor obtenido de FDR (tasa de falso positivos).

KEGG

ID Nombre #Genes FDR
dre04620 Senalizacion receptores tipo Toll- Danio rerio (zebrafish) 34 5.79e-01
dre04060 Senalizacion de interaccién de repetores citoquina, 41 5.79e-01

citoquina - Danio rerio (zebrafish)
REACTOME
ID Nombre #Genes FDR

R-DRE-1640170  Ciclo celular 40 9.2e-01
R-DRE-69278 Ciclo celular, mitosis 36 9.2e-01
R-DRE-1280215  Senalizacién de citoquinas en el sistema inmune 22 9.2e-01
R-DRE-382551 Trasnporte transmembrana de moléculas pequeiias 27 9.2e-01
WIKIPATHWAY

ID Nombre #Genes FDR
WP341 Nodal Signaling Pathway 60 1.34e-01
WP1359 Seiializacion de IL-3 47 3.82e-01
WP1319 Seiializacion de IL-2 36 3.82e-01
WP1384 Senalizacion de receptors tipor Toll 26 6.73e-01

Analizando nuestros datos sobre la base REACTOME, observamos que los conjuntos de
genes mas representados fueron también los del ciclo celular, la sefalizaciéon de
citoquinas por el sistema inmune y el transporte a través de la membrana de particulas
pequefias. Es légico que al quinto dia post infecciéon con SVCV uno de los conjuntos mas
activos sea el de la sefializacion de citoquinas en el sistema inmune. Precisamente
porque estas tienen la capacidad de modular la amplitud de las respuestas inmunes y
son muchas las citoquinas expresadas para generar una respuesta inflamatoria
producto de la infeccidn viral o inclusive para generar una respuesta antiviral como es
el caso del interferén [46, 165]. En conclusion, los genes relacionados con receptores
tlrs y citoquinas aparecen claramente activados como consecuencia de la infeccién
analizando nuestros datos segun tres bases de datos diferentes. El aumento de la carga
viral, en relacion al tiempo de infeccién, se correlaciona con el relanzamiento de la
activacion de los genes implicados en la deteccién de patégenos y el establecimiento

de una respuesta inflamatoria.
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Analisis de los conjuntos de genes enriquecidos utilizando el programa
GSEA.

Como estudio complementario al del apartado anterior, se llevo a cabo el analisis
cuantitativo de los genes activados por la infeccidn virica empleando el programa
GSEA. Empleamos los listados de genes generados a partir de los datos de
secuenciacion de ADN inmunoprecipitado. Las condiciones para realizar este analisis
fueron iguales que para el GESTALT: se considerd los genes que mostraron un aumento
superior a 1,5 veces respecto al control para cada uno de los grupos infectados (SVCV-
1d, SVCV-2d y SVCV-5d). Se tuvieron en cuenta aquellos genes que incrementaron su

valor en al menos uno de los tiempos de infeccién evaluados.

Conjuntos de genes mds activados en el grupo SVCV-1d.

El andlisis de los conjuntos de genes activados se describe en la tabla 1.6. Se observé
que 80 de los 84 conjuntos de genes analizados estaban activados en este tiempo (Tabla
1.6). Unicamente consideramos aquellos grupos de genes que mostraban un valor de
p<0,05 y entre ellos se encontraban los relacionados con el citocromo P450, el

proteosoma, los factores de transcripcion, tfg-g, y tnf-a.

Tabla 1.6: Conjuntos de

enes sobreactivados en el

rupo SVCV-1d. * p=<0,05.

NOMBRE DEL CONJUNTO DE GENES no de genes ES

identificados
CITOCROMO P450 44 0.5127 1,763 0.00521 *
ACTIVACION DE DEGRADACION EN EL 30 0.4481 1,453 0.02808 *
PROTEOSOMA
FACTORES DE TRANCRIPCION, TRA 176 0.3191 1,226 0.038 *
SENALIZACION DE TGF-BETA 14 0.5270 1,487 0.04179 *
TNF-a 16 0.4982 1,459 0.05056*
SENALIZACION DE TNF-a NF-KB 57 0.3651 1,283 0.081
APOPTOSIS-WIKIPATHWAY 34 0.4163 1,375 0.05811
CRP 7 0.5209 1,237 0.19520
SENALIZACION DE NF-KB 30 0.4170 1,365 0.06432
SALIDA DE PROTEINAS 15 0.4611 1,344 0.09789
SENALIZACION DE JAK-STAT 11 0.4856 1,302 0.13217
GENES ESTIMULADORES DE INTERFERON 7 0.5240 1,256 0.17265
SENALIZACION DE CITOQUINAS 20 0.4115 1,255 0.16274
PROTEOLISIS MEDIADA POR 27 0.3738 1,201 0.20281
UBIQUITINACION
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Tabla 1.7: Genes activados que se han identificado para los conjuntos seleccionados con valor de p<0,05 de la Tabla 1.6.

proteasome TGF-
CYP degradation Transcription factors, TRA beta TNF
cybb psmcl adlican | btafl dmtfl] edar foxq coe2 mbips nr0b2b | ptprq sec63 tcta pu Ithpl viitnf’
cox h2afx Irre bach cendx eef fkd herpu mierla nrl ptprub srf tclvef statla tsp4 daxx
cypl7 psma8 Irc24 btg ccne efhcl Sfkhr ikaros msgn nr2 piplal shcbp tiam stat3 cul didol
cypl9 psmb2 mad cables cenf elf fkh imp3 mesp nr3 pterind shpb teg2641 | tap rbx1 dl
cyp2aal psmd8 o3p camel ceng eknl fosl id mtf nr4 fhdp stat2 tho?2 thx ndr dr
cyp2aall | psmdl3 pbg6b crgnf2 cenh elavl fos insl5 metm nrs hrp2t stat4 thoc tef pitx fas
cyp2aal3 | psmc6 phd20 cmgla ceni elk fox igf1 metrn nfxll pa004 stats tiall treb5 sp4 faslg
cyp2aa4 | psmb6 vgl capsulin | ccninl elks foxp igflr mic2ll nfy ppplr stat7 top2a val creb litaf
cyp2aal | psmel tfng clefll ccnij eaf Jfar igf2 mitf nusapl | nk2.1 sin3a traml zbp89 cdkn2 Ita
cyp2aa8 | psmbl0 mads muscl cenk elofl fxrp igfbp mavs noc3l quaking sin3b ap2 tfl myc otr
cyp2aa9 | psmbl nfic cilp cenll ell frasl insmla | mkk3 npml rab sim taif’ efla tfdp relt
cyp2ad2 | psmcd pcbdl cas cenlt2 elp4 frem ira maltl obr rgl2 sipl tce triffticaml | e2f traf2
cyp2ad3 | psmbS am cnot cenlt3 elal il insra mixip odf2 ralgdsaf6 | ssb cal50 troy rbl traf3
cyp2ad6 | psmd9 atf7ip mcll cenltd bel glscdll irb max olig rasdva smchinge | tcergl trpsl id traf3ipl
cyp2kl6 rpn apc cdc25 cenlts eed 26f1 itih2 minal gats chp smx5 foggy twist acvr traf4
cyp2kl7 | psma2 adar cdc27 ccny ebpl gabp irx myc opal rhot2 sle tef Isg inhbab traf5
cyp2kl8 ubeld agxt2 cdc37 tial erp44 | fof isml c/ebp zorba rhou spl smif lbpl fsta trafb
cyp2k22 | psme2 aicda cdc73 dl44 esama | gtf jnkl mef2 otx rhov sp2 tfam ubtf Ift traf7
cyp2k6 psmd2 arg2 cep29 dach epasl gicerin jmjdS myodl zotx ras sp3 adfll usf rps6k trapl
cyp2nl3 | psmcS arid chesl ddb2 ednl gem Jjam myf otpb rbj sp4 tfap2 vdr ppp2 tradd
cyp2pl0 | psme3 aanat churcl dax ednrb | gfap Jjdp2l mrf4 nfkb2 resl sp7 tfb2m vgll4 rock trafl
cyp2p6 psmb4 ahrrb cntfr dbp eny?2 gli kat2 myog drp53 rest sp8 tfbf1 wsbl ras tnfaip
cyp2p7 sb101 ahr cldn ddx eomes | gerb kaiso mynn rel 3 sp9 btf3 wdr zfyve9a tnfb
cyp2p8 psmb3 asb cldni dhx eph giotfll kpna myhz2 pafl rag specclla | cmaf foxn smad2 mfsf
cyp2p9 psmc3 asflb cpsf dec rtk greml kbtbd8 | mstn ptfla rcbtb spag cmy wtl skp tnfa
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cyp2ul psmb7 atf cstf dis3l efub3b | grl Sfmrl myotl pasg rbl ssfa2 tfep whn mapkl tp53
cyp2x10 psmdl1b ahctf] clf diversin | edm garo kilon neill paxip rarga spic tfdp rfx smad4 tnfr
cyp2x6 psmdl2 zathl clock dnabel2 | ebi3 gc kirre nw3l psipl rxr spsb tfe wwirl smad6
cyp2x8 psmal satb2 mos retp erg gfil krml nhih2 peaf rbp2b spr2 gata xbpl smurf
cyp2x9 psma4 birc brgl dnp63a epb4l | ghr klf nrl pcam retrl spry gbx wl tgfbr2
cyp2y3 uba barh cll7a dmrt epo grpel ku70aa | nbea petl reverb spt her zfbmal tefbrl
cyp20al psmdl0 bhlha cll dr etsrp gtpbp xree neurod Dphf rnaseh2b | src hoxa zfc2b tgfb3
cyp24al psmd3 bhilhe crsp dbnl peal amps larp7 neurog pifl rpp38 stat6 tfiiia zmxil ifngl-2
cyp26b1 psmd7 ndr cc66 dsx efirl ang Ift ngn pitl raver srebf il p73t tnfa
cyp26¢l psmc2 bcl crmpl dusp erm gnl Irp ath3 zfineso | riken stubl maf zranb3 den
cyp27cl psmb8 bcl2 cbfb dnah9 er8l gbp Iztr] ngrl pcbp2 rilpl stk meis bmpr chd
cyp3abs bink cxadr dynll2a ets hiSrt Iztfl npas pbrml | rnf ssatr tf adf7

cyp3cl bcap3l | car dyxicl ety hey lims1 nemo polm rn7sk skiv2 nkx nog

cyp3cd arnt creb e2f ehmt2 | hes Imo nkrf polr2a | ctr sufu nrf2 smadl

cyp39al nxf’ crx e4bp4 etaal hncdet2 Imx nkapl polr3f | rogdi suhl 0sx

cyp4f3 atoh crel edf] ercc hells lyvell nsmce polr3 rora supt pax

cyp4t8 figa cthpl edtf figla hitf smad5 | ntla polr rtf supv3 pbx

cyp4v7 bing ctef zefl fubpl hihl mafg nkrab pontin_ | rxrtf slyl pitx

cyp46a2 bmal cycal ebfl1l ffld hif maft naspl00l | brn ruvlds Srpx runx

cypSl bok cycaal ebf3 fefr hecagl271 | mnt nfil3 pcna sltm smarc Six

cyp8b2 bmp cycab ebf3l fenl hgf mxd nfe2 ppp2r samsn taf smad2

cyp8b3 bon cenb egr flkl hnfl mga nfia ptpn sexa tax1bp smad3

cypll brfl cene ebvgr fog hnf4a mxil nfatc ptprf scrta thp smad4

cyp26al brpfl cendl evi fastl helt mix nfat ptprk sdfl tagap smaf

cypla boc cyedl ecsit foxm hdac mem nfkbiab ptprma | sec6la tal s0x

cyp2aal bs69 cend2a eda foxo hinfp med ncoa pipro sec6lg teill spS

94




Caez’tulo L. Evaluacioén de la reerogramacién eeizenética en peces cebra in[_‘ectados con SVCV.

En la Tabla 1.7 se muestran listados de genes concretos identificados de cada
conjunto de genes activados que incluimos en la Tabla 1.6. Si nos fijamos en los genes
de la ruta del citocromo P450, podemos observar que 44 de los 52 genes se
encontraban activados. En la Figura 1.9a, se observa el mapa de color generado para

la via de sefializacion del citocromo P450.
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Figura 1.9a: Mapa de color de los conjuntos de genes mas activados en el grupo SVCV-1d, con respecto al
control no infectado. Tanto el grupo control (C1 y C2) como el infectado (T24h1 y T24h2) se muestran por
duplicado. El color rojo indica genes sobreactivados, el color azul estado inhibido.

Sabemos que la inmunidad innata comprende tanto barreras fisicas, como la piel, o
quimicas, péptidos antimicrobianos, y células fagociticas utilizadas para mantener
el organismo libre de patégenos. También hay proteinas, como las de la ruta del
complemento, que son capaces de iniciar una cascada de inflamacién o la expresién
de citoquinas [170]. Tanto en mamiferos como en peces se ha descrito una estrecha
relacién entre la biotransformacion de xenobidticos y el sistema inmune [171-174].
En peces se ha demostrado una activacién de genes del complejo del citrocromo
P450 tras una infeccion bacteriana, ademas de un aumento de los niveles de

citoquinas inflamatorias [172, 174, 175].

Otra ruta de genes activados era la del proteosoma, con 30 de 39 genes activados

(Figura 1.9a). Se sabe que el proteosoma es el sistema mas importante de
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degradacién de proteinas defectuosas y en la célula representa un mecanismo
esencial en varios procesos, incluyendo el ciclo celular, la regulacién de la expresiéon
génica y las respuestas al estrés oxidativo. Ademads, se ha comprobado que el
proteosoma juega un papel fundamental en la degradacion de proteinas exdgenas
virales [176]. Para que una proteina sea reconocida y degradada en el proteosoma
es necesario un marcaje previo con ubiquitina [177], y como podemos observar en
la Tabla 1.5 la via de ubiquitinacién de proteinas también se veia activada, aunque
en menor medida que las cinco seleccionadas. Esto sugiere una estrecha relaciéon
entre los productos celulares que se generan tras la infecciéon viral y las vias de

degradacion de las proteinas, tal y como sucede con otros virus, como el VSV [178] .

Para el grupo de genes relacionados con los factores de transcripcion observamos
que 176 genes de los 615 totales de esta ruta estaban activados (Figura 1.9a). En
este caso, la infeccién viral promueve la activaciéon de nf-kf, que, a su vez, puede ser
activado a través de la cascada de citoquinas pro-inflamatorias (estas también las
hemos observado activadas) o el propio tnf-a (activado en todos los tiempos de
infeccion analizados). Es mas, no s6lo los genes tnf-a y nf-kf estan activados sino
también ambas rutas en las que participan los dos genes (Figura 1.9b). Un aspecto
importante a tener en cuenta es que nf-kf3 puede a su vez ser capaz de regular la
expresion il-2, il-6 e il-8. Todos estos aumentos representan un indicador de la
respuesta temprana del sistema inmune innato, lo que concuerda con trabajos

previos realizados en nuestro grupo [25, 27].

Otros factores de trascripcion que se observan activados en el grupo SVCV-1d son
los genes smad, en este caso vinculados a la regulacién del tgf-f (Figura 1.9b), un
regulador general de las actividades celulares con multiples efectos bioldgicos, cuya
identificacién ha permitido entender los mecanismos por los cuales las funciones
celulares estan reguladas en la salud y alteradas en muchas enfermedades, ademas
puede actuar como estimulador de la sintesis de proteinas de matriz extracelular

[179].
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Figura 1.9b: Mapa de color de los conjuntos de genes mas activados en el grupo SVCV-1d, con respecto al

control no infectado. Tanto el grupo control (C1 y C2) como el infectado (T24h1 y T24h2) se muestran por
duplicado. El color rojo indica genes sobreactivados, el color azul estado inhibido.

También se ha planteado que tgf-f es un potente inhibidor de la proliferacion de
células epiteliales, endoteliales, linfoides y mieloides. Y ademas, se ha descrito que
es producido por un gran numero de células, en particular por macré6fagos,
pudiendo tener efectos muy diferentes, e incluso opuestos, dependiendo de la
presencia de otros factores secretados como las citoquinas [179, 180]. El que ocurra
uno u otro tipo de efecto estd determinado principalmente por las citoquinas
expresadas en cada caso. En nuestro caso hemos encontrado activados los genes de
las citoquinas il-1b, il-6 y tnf-a, que conducen a un aumento de la via se sefializacion

de citoquinas inflamatorias, como también observaron Travis y cols. [180].

Tras el andlisis en el GSEA pensamos que seria util representar en un mapa de
interacciones moleculares los vinculos establecidos entre los genes identificados en
los grupos mas representativos obtenidos en el grupo SVCV-1d. Para ello
empleamos el programa Cytoscape, que nos permitié presentar de una manera
visual la interrelacion entre todos los genes identificados. En la Figura 1.10,
podemos observar el mapa de interacciones generado y los clusters o grupos de
genes mas representativos que se identifican. Entre ellos destacan: el grupo de genes
del proteosoma, la via de interacciéon de citoquinas, la sefializacién del tgf-g, asi
como algunas moléculas relacionadas con el reconocimiento de patégenos y el ciclo

celular.
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Figura 1.10: Red de relaciones existentes entre los genes detectados en los conjuntos de genes mas
activados en el grupo SVCV-1d.

Resulta curioso que al observar en detalle el mapa de interacciones existen genes
que se establecen como denominador comun entre varios procesos, tal es el caso de
los siguientes genes: mavs, ifn, faslg, traf6, traf3, tnf-a, mapk1, todos ellos asociados
a procesos vinculados con desarrollo de una respuesta inmune. La activacion de la

todas estas moléculas ha sido descrita por varios autores [166, 181-185].
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Conjuntos de genes con mayvor activacion en el grupo SVCV-2d.

En el analisis de GSEA de los datos del grupo SVCV-2d, se demostré6 que 59 de los 84
conjuntos de genes estaban activados. Cuatro conjuntos de genes mostraron
diferencias significativas con un valor p (p<0,05): genes relacionados con apoptosis,
con el interferén y dos conjuntos de genes relacionados con los receptores tir (Tabla
1.8).

Tabla 1.8: Conjuntos de genes sobreactivados en el grupo SVCV-2d. * p<0,05.

APOPTOSIS-WIKPATHAY 34 1,552 0.01390* 1.0
IFN 17 1,515 0.03047* 0.895
SENALIZACION DE RECEPTORES TIPO TOLL 34 1,455 0.03608* 0.727
TLR 9 1,476 0.03900* 0.825
SENALIZACION DE TNF-a NF-KB 57 1,357 0.05434 0.628
SENALIZACION DE RECEPTORES TOLL 33 1,407 0.06794 0.817
SARAMPION-KEGG 34 1,390 0.06860 0.771
SENALIZACION PI3K-AKT 26 1,363 0.09251 0.680
GENES ESTIMULADORES DE INTERFERON 7 1,385 0.09312 0.682
SENALIZACION DE RECEPTORES TIPO NOD 19 1,34 0.11334 0.705
SENALIZACION TNF-a NF-KB SIGNALING 57 1,34 0.12823 0.637
INDUCCION DE STRESS ViA FAS. 16 1,29 0.16845 0.702

Uno de los conjuntos de genes modulados de forma significativa en el grupo SVCV-
2d es el de los relacionados con la apoptosis. La mayoria de los genes detectados de
esta ruta se mantienen activados, tal y como se observa en la Figura 1.11.
Primeramente, el organismo detecta la presencia del virus por los cambios
bioquimicos asociados con el patrén infecciéon y establece uno o varios tipos de

respuesta para contrarrestarlo, entre ellos la muerte celular programada.

La muerte celular por apoptosis es considerado como un mecanismos de defensa
frente a la infeccién y se puede iniciar por dos vias: la via extrinseca, que se activa
desde fuera de la célula, bien a través de tnf-a o del receptor de muerte FasL, que, a
su vez, activan la via de casp 8 y/o 10; y la via intrinseca, que se inicia por dafios en
el ADN y comunicacion con la mitocondria y el reticulo endopldsmico, que de esta

manera desencadenan la activacion de las caspasas efectoras 3 y 9 [186, 187].
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Tabla 1.9: Genes activados que se han identificado para los conjuntos seleccionados
en la Tabla 1.8 con valor de p<0,05.

Apoptosis IFN Receptores tipo Toll TLR
hells igsf mapkl cxcb4 Irre
faslg gig2 map3k8 pik3rs Irrpl
irflb, irf2, irf3 irf4 ifih stm crfb pscapl
ripk isgf3 traf3 tr7 sarm
casp8, caspb, casp7 y casp9 ifngilrl ripk map2k7 tollip
ikbkg mxa irf7 nfkb2 tirap
map2k4 igf2 excl map2k6 tirl
cflar igflr ifnphi3 map2kl tirl8
tp73 ifi30 ifi30 fos tirl9
dff ifngrl tnfr il12 thr20
pmaipl ifniptt51 ikbkb ccle thr21
chuk ifnitml map3k7 cts tr22
mdm2 ifnphil mapkl4 tr9 tr2
pik3rs ifnphi2 irak3 tr4 tr3
ikbkb ifnphi3 chuk tollip tir4
trafl irfl il8 il18 tlr5-h
casp2 irfl0 myd88 tirap trs
cradd irfll racl tr2 thr7
irf7 irf2 mapkl0 ikbkg thr8
traf3 irf2bp illb irak4 tir9
nfsf irf3 thkl casp8 ticaml
tp53 irf4 traf6 tr6 tolloid
fadd irf5 ikbke pltp
apafl irf7 fadd
iapl irf8 il6
nfkbie irf9 ccls
igfl ifrd akt3a
nup isg2012 tab
mapkl(, mapk3 nsiifnl statla
tradd prkri nfkbiab
badb isgl2 tnfa
bnip irf6 irf6
birc trim33 cd276
Jjun trim trs
tnfr tfdp tir5-h
tpte ifngl-2 tlr3-h
bcl2 tr3
xiap tirl
bbc3 tiré

Especificamente pudimos comprobar que algunos genes vinculados a la via
extrinseca, como es el caso del receptor fasl, tradd, casp8 y tnf-a, se encuentran
sobreactivados a este tiempo de infeccion. El hecho de que genes de caracter anti-
apoptético, como bcl2, presenten un alto grado de activacion, indicaria que la via
extrinseca podria verse favorecida en el desarrollo de la apoptosis, a través de tnf-a
[186]. Esto no quiere decir que la via intrinseca esté totalmente desactivada, puesto

los genes de casp3 y casp8 se mantienen activados.
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Figura 1.11: Mapa de color de los conjuntos de genes mas activados en el grupo SVCV-2d, con respecto al
control no infectado. Tanto el grupo control (C1 y C2) como el infectado (T48h1 y T48h2) se muestran por
duplicado. El color rojo indica genes sobreactivados, el color azul estado inhibido.

Un resultado similar obtuvieron Yuan y cols, que tras un analisis transcriptémico a
células EPC infectadas con SVCV, comprobaron que uno de los conjuntos de genes
mayormente regulado fue el de la apoptosis, y que especificamente la infeccién por
el virus promovia la via extrinseca de muerte [188]. Igualmente, Bjorklund y cols,
demostraron que uno de los efectos de la infeccion con SVCV in vitro (en células EPC)
era provocar apoptosis como mecanismo de muerte celular [189]. En nuestro propio
grupo, en un trabajo realizado con peces cebra rag”/-, mutantes que carecen de
inmunidad adaptativa, también se comprobd que la apoptosis era la via principal

muerte celular en respuesta a la infeccién con SVCV [28].

Otros conjuntos de genes activados fueron los relacionados con los receptores tipo
Toll (tirs), especialmente los genes de los tirs: 1, 2, 3,9, 18, 21 y 22 (Figura 1.11), de
entre los que tIr3 esta implicado de reconocimiento de ARN viral bicatenario. Como
genes también incluidos en los dos conjuntos anteriores también se encuentran los

genes ticam1, tbk1, irf3 e irf7; todos ellos implicados en la activaciéon del conjunto de
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genes del interfer6on (Tabla 1.8). De igual manera que en peces cebra rag/- para los
genes de apoptosis, en este caso también los genes relacionados con interferén se
ven mas activados [28]. En el mismo sentido, se ha propuesto la activacion de tir3
como via de activacion de nf-kf y, a su vez, este ultimo promoviendo la activacién de
ifn a una infeccion viral [166, 181]. En la Figura 1.12 se muestra el andlisis realizado
con el programa CYTOSCAPE y nos permite también comprobar que entre los
clusters de genes activados se encuentran los de los receptores tipo Toll, la via de

sefializacidn de las proteinas mapk, la sefializacién de citoquinas y la apoptosis.

Existe abundante bibliografia que relaciona la identificacion de patégenos a través
de la ruta de receptores tipo Toll con la sefializacion de citoquinas [165] y esta, a su
vez, conecta con mapk y la degradacidon proteolitica de proteinas [53, 190]. Nosotros
observamos como genes activados ifnphi-1, ifnphi3, il6, tnf-a, faslg, casp8y el ifng, lo

que concuerda con la bibiliografia antes mencionada.
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Figura 1.12: Red de relaciones existentes entre los genes detectados en los conjuntos de genes mas
activados en el grupo SVCV-2d.
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Conjuntos de genes mds activados en grupo SVCV-5d.

Al realizar el analisis de los datos del grupo SVCV-5dias, con el programa GSEA
comprobamos que 12 de los 84 conjuntos de genes utilizados para el estudio,
estaban activados en este grupo. Destacan entre ellos el conjunto de genes de las crp
(del inglés c reactive protein), genes de apoptosis y los relacionados con los tir (estos
dos ultimos grupos también activados a 2 dias tras la infeccién). En la Tabla 1.10 se
incluye los conjuntos de genes activados del grupo SVCV-5d y en la tabla 1.11 se

detallan los genes identificados dentro de estos grupos.

Tabla 1.10: Conjuntos de ienes mas activos en el irupo SVCV-5d. * p<0,05.

CRP 7 | 0.7199 1,872 0.00512* 0.08663
APOPTOSIS-w 16 @ 0.4155 1,551 0.01886* 0.22589
TLR 9 | 0.5095 1,439 0.048139* 0.26048
APOPTOSIS 34 | 0.2799 1,246 0.08064 0.38265
INDUCCION DE STRES VIA FAS 16 | 0.3651 1,288 0.14782 0.40149
SENALIZACION DE CITOQUINAS 20 | 0.2463 0,929 0.57425 1.0
GENES ESTIMULADORES DE IFN 7 | 0.3558 0,927 0.51184 0.95484
CITOTOXICIDAD MEDIADA POR 21 | 0.2253 0,874 0.73033 0.96639
CELULAS NATURAL KILLER

NIR 6 0.3586 0,854 0.62380 0.90579

En pez cebra se han descrito siete isoformas de crp, y a excepcion de crp5, el resto
se han identificado en nuestro estudio (Figura 1.13) como activadas. Es conocido
que ante la presencia de una lesién en tejidos locales se activa la liberacién de
sefiales pro-inflamatorias tales como il6, il1b y tnf-a (que ya hemos visto activados
desde el primer dia), que son capaces de inducir la sintesis y liberacion de crp a la
sangre. Se ha planteado que las crp desempefian un papel importante en la
inmunidad innata, como un sistema de defensa temprano contra infecciones viricas
[191]. De la misma forma, nuestro grupo ha mostrado la presencia de transcritos de
los siete genes para crps ante infecciones de VHSV, tanto en peces infectados como

en supervivientes [27].

La via de apoptosis se activo a 2 dias tras la infeccion y se mantiene activada a 5 dias
Tabla 1.10 y Figura 1.13. Nuestro grupo ya ha descrito los mecanismos de apoptosis
en respuesta a infeccion rabdovirus en peces cebra [27, 28]. También en células EPC,
Yuan y cols mostraron que la infeccién por otro rabdovirus (SVCV) promovia el
aumento de casp8 y por consiguiente la apoptosis [188]. Resulta curioso observar

que, tras cinco dias de infeccion, el conjunto de genes relacionado con los tirs se
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encuentra activado, mas adn teniendo en cuenta que constituye un primer paso de
activacion de la inmunidad innata. Una posible explicacién seria que el aumento
progresivo de la carga viral, mantiene la activacién de estos genes, pero no podemos

descartar otras posibilidades.

Tabla 1.11: Genes activados que se han identificado para los conjuntos
seleccionados con valor de p<0,05 de la Tabla 1.10.

crp Apoptosis TLR
crpl trafl hells irf7 Irre tir9
crp2 casp2 faslg traf3 Irrpl ticaml
crp3 cradd irflb irf5 pscapl tolloid
crp4 casp7 irf2 tnfsf sarm
crp5 bok irf3 tp53 tollip
crp6 tnfr ripk fadd tirap
crp7 Ita casp8 apafl tirl
sap mapk3 ikbkg iapl trl8
sapp Ipte map2k4 nfkbie trl9
clg bcl2 cflar igfl tlr20
cls xiap casp6 nup thr21
serping1 bbc3 tp73 mapk10 tr22
c2 irf6 dff tlr2
c4 tradd pmaipl tir3
vwf badb chuk tir4
c3 bnip mdm2 tr5-h
clqgr birc pik3r5 trs
serpine-h casp9 irf4 tir7
serpine jun ikbkb tr8

El hecho de que haya un menor niimero de conjuntos de genes significativamente
activados a 5 dias tras la infeccién sugeriria que algunas de las respuestas mas
tempranas ya han pasado su maximo de expresién. Ademas resulta curioso que en
los grupos SVCV-2d y SVCV-5d se produzca una coincidencia en la activacion de los
conjuntos de genes de apoptosis y tir, lo cual apuntaria en la direccién de activacién

de este mecanismo de muerte de forma persistente tras infecciones virales [27, 28].

La distribucion de los genes detectados en los conjuntos de genes mas activados, a
través de un mapa de interaccién molecular generado con el programa Cytoscape,
nos permitié visualizar las interacciones existentes entre los clusters mas
representados, como el caso de los receptores tipo Toll, la via de sefializacién de las

mapk, el conjunto de apoptosis y la sefializacion de la proteina P53 (Figura 1.14).
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SampleName

TLR

APOPTOSIS

Figura 1.13: Mapa de color de los conjuntos de genes mas activados en el grupo SVCV-5d, con respecto al
control no infectado. Tanto el grupo control (C1 y C2) como el infectado (T5d1 y T5d2) se muestran por
duplicado. El color rojo indica genes sobreactivados, el color azul estado inhibido.

Como ya hemos mostrado anteriormente, existen evidencias en la literatura de la
vinculacién de los receptores tipo Toll con la cascada de citoquinas y estas, a su vez,
con la activacion del interferén [53, 165]. Igualmente hay trabajos que hacen
referencia a la interrelacion existente entre la via de sefializacién de receptores tipo
Toll con los procesos de apoptosis y de la activacion de las proteinas quinasas y P53
[192]. Al revisar en detalle el mapa de interacciones generado a través de Cytoscape,
observamos que existen genes que resultan comunes, por ejemplo: irf3, irf7, casp8,
faslg y tp53. Todos ellos relacionados con procesos del sistema inmune y la

generacion de una respuesta antiviral por la activacion de la cascada del interferén.

aspe

s jLeu
e irafs v
Figura 1.14: Red de relaciones »: a1 ara
existentes entre los genes Gytuselic DNA-sensing odvwds Toll-like receptor
detectados en los conjuntos de signaling pathasay e
genes mas activados en el grupo
SVCV-5d. L g |

ikGkg
RIE |ike recepiar signalng g dsay I i art
v lerpes simpes infectian .
jur
chuk ek
nfibie rrapkz
wiap
Adipoeviokine signaling pothweny 4
cagpd
WMAPK sigraing nathway trat1

trade faly

Foom siariaifg petfesy ApE3
Easp;:

I
i - = o
badb

p53 s_i'gnaj_ing" .
pathway,
. " ‘»
o - apaf
Al

Fazal aghmeion

105



Caez’tulo L. Evaluacioén de la reerogmmacién eeizenética en peces cebra inﬁectados con SVCV.

Incremento relativo de genes activados vinculados a la inmunidad
innata y a respuesta antiviral.

Hasta ahora hemos mencionado distintos grupos de genes que se ven activados
como consecuencia de la infeccion viral y que podrian estar relacionados con un
aumento de la diferenciaciéon y migracién de macréfagos como células implicadas en
la inmunidad innata, asi como la activacién de otras células fagociticas. Por ello,
decidimos hacer un andlisis de forma individual de los niveles de incremento
relativo de algunos genes, obtenidos a partir de la secuenciacién del ADN
inmunoprecipitado y seguir su evolucion en los 5 primeros dias de infeccién con

SVCV.
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Figura 1.15: Perfiles de incremento relativo respecto al control de cada uno de los genes tirs de pez cebra
infectados con SVCV a los tiempos indicados. Los resultados obtenidos fueron evaluados tomando en cuenta
los valores de activaciéon de cada gen en comparacién al control. Se consideraron valores significacitvos los
incrementos mayores de 1,5 veces con p<0,05.

Primeramente, revisamos el comportamiento de los tirs, precisamente por ser una
de las primeras respuestas a la presencia de un patégeno (Figura 1.15) y vinculado
a la activacién de macro6fagos durante una respuesta inmune innata [102, 158].
Anteriormente habiamos descrito que la entrada de un patégeno es detectada en
algunos casos por los tirs, con lo cual es logica la alta activacion de los mismos.
Coincidiendo con nuestros resultados son varios los autores que referencian la

detecciéon de tlrs, ante la aparicion de una infeccion [34, 47, 88, 193] y
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especificamente en las infecciones virales [166, 167, 194-198]. De igual forma Wei
y cols refieren, en un trabajo realizado con infecciones con SVCV en carpa, la

activacion del tIr2 y tIr3 con un comportamiento similar al nuestro [199].
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Figura 1.16: Perfiles de incremento relativo de algunos genes de interleuquinas, teniendo en cuenta los
conjuntos de genes descritos anteriormente. Los resultados obtenidos fueron evaluados tomando en cuenta
los valores de activacion de cada gen en comparacién al control. Se consideraron valores significacitvos los
incrementos mayores de 1,5 veces con p<0,05.

Tras un andlisis de los incrementos obtenidos de las citoquinas, estos nos indicaban
claramente que habia una activacién de los genes de citoquinas inflamatorias (il-1b,
il6 y tnf-a) y también de las pro-inflamatorias (como il-2 e il-12) (Figura 1.16) en
todos los grupos evaluados infectados con SVCV. La mayoria de estas citoquinas son
promotoras de la activacion de la expresion del interferén, con lo cual es logico
obtener incrementos en los niveles de interferones, como se describe mas adelante.
[gualmente otra de las funciones que se les ha atribuido a las citoquinas il-1b e il-6,
es activar el inicio de la diferenciacion de linfocitos Th17 en mamiferos, proceso en
el cual también se ha planteado que estan vinculadas las il-17 e il-23 [200-202]. En
el caso de la il-12 debemos resaltar que ademas de ser la que mas se induce, Reyes-
Cerpa y cols., observaron en truchas una induccién de esta interleuquina tras

infecciones con IPNV [203].
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Figura 1.17: Perfiles de incremento relativo de algunos genes de crp, teniendo en cuenta los conjuntos
de genes descritos anteriormente. Los resultados obtenidos fueron evaluados tomando en cuenta los valores
de activacidn de cada gen en comparacion al control. Se consideraron valores significacitvos los incrementos
mayores de 1,5 veces con p<0,05.

En el caso de las il-1b e il-6 (Figura 1.16), también son responsables de causar
elevacion de las proteinas de fase aguda de infeccion, como las crp, ante un proceso
inflamatorio; lo que concuerda con los niveles de activacion tan elevados
observados para las crp en el grupo SVCV-5d (Figura 1.17) [165]. En el caso de las
crp, algunos autores refieren su vinculacién con el sistema inmune innato, dada su
pronta aparicion en procesos infecciosos [191]. Resultados similares a los descritos
en este trabajo han sido obtenidos en estudios previos en infecciones de pez cebra
con otro rhabdovirus (VHSV)[27]. Otro aspecto a tener en cuenta es que las crp son
consideradas moléculas versatiles en la respuesta inmune innata, ya que podria
activar el complemento y fortalecer la fagocitosis [204, 205]. Su rapido aumento tras
lesiones de tejidos o infecciones, podria estar dado por un aumento de la
diferenciacién y migracién de macréfagos disponibles, asi como de células
fagociticas y su relaciéon con el establecimiento de una respuesta inmune frente a

patégenos [206, 207].

Los IFN de tipo I tienen diversas funciones inmunes, incluyendo la activacion de
defensas antivirales y efectos antiproliferativos. Estan distribuidos ampliamente en
teledsteos, y en células de peces se induce después de infeccion viral o tras la
activacion de los patrones moleculares asociados a patégenos virales, imitando

hasta cierto punto el patrén de expresion de los IFN en mamiferos [165].
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Figura 1.18: Perfiles de incremento relativo de algunos genes de interferén e inducidos por él. Los
resultados obtenidos fueron evaluados tomando en cuenta los valores de activacion de cada gen en comparaciéon
al control. Se consideraron valores significacitvos los incrementos mayores de 1,5 veces con p<0,05.

Como observamos en la Figura 1.18, en todos los grupos los niveles de activacién
para genes de ifn estan incrementados considerablemente. Algo similar mostraron
Aggad y cols., quienes observaron que tras una infecciéon con SVCV en células EPC
aumentaba significativamente los transcritos para los genes ifnphil e ifnphi2, pero
curiosamente no de ifnphi3 [208]. En general, podemos plantear que la activacién
de genes de ifn ocurre en el inicio de la infeccion, pero pronto empieza a disminuir.
La Figura 1.18 muestra la activacion de los genes ifng1-2 e ifnphi4 que son los que
presentan mayor aumento. Los efectos estimulantes del IFN sobre monocitos y
macroéfagos de peces se han descrito en varias ocasiones. En algunos trabajos se ha
planteado que el IFN es capaz de aumentar la producciéon de 6xido nitrico y de
especies reactivas del oxigeno, ademds de promover la actividad de células
fagociticas en varias especies [190, 209-211]. En carpa se ha planteado la capacidad
del IFN de reclutar macréfagos y neutrofilos para mejorar su actividad
antimicrobiana [210]. También se ha descrito que la activacién del receptor TLR3
por la presencia de virus es capaz de promover la activaciéon de los factores de
transcripcién IRF3 e IRF7, a través de TRAF3, que aumentan los niveles de INFs
[212-214]. Por otro lado, se ha demostrado que los INFs son capaces de regular la

respuesta de un panel de genes estimulados por interferén (ISGs), resultando
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esenciales para la proteccion frente a virus [208, 215-220]. Los ISGs mas comunes
que responden a interferén son: mx, isg15, viperina (rsadZ2) y los genes inducidos por
reovirus de carpa (gig) [165] y todos ellos se muestran activados en nuestros

resultados (Figura 1.18).

En estudios realizados en diferentes especies de teledsteos se ha mostrado que la
infeccion viral por rhabdovirus es capaz de inducir la aparicién de transcritos para
los genes mx [216, 220-222]. Para el gen isg15, nuestros datos muestran un modesto
incremento de la activacion en el periodo analizado, lo que concuerda con trabajos
previos que muestran un incremento de los transcritos de isg15 tras la activacion de

la respuesta de interferdn en infecciones con virus de ARN [223, 224].

El gen rsad2 es expresado por células endoteliales y macréfagos en respuesta a
infeccion viral [225] y nosotros observamos un aumento de su activacion a partir
del segundo dia tras la infeccién (Figura 1.18). Krasnov y cols., en salmdn,
observaron un aumento de transcritos rsad2 tras la infeccién IPNV [226]. También
las infecciones con otros rhabdovirus, SVCV [208] e IPNV [227], en otras especies

de teledsteos evidenciaban el aumento de la expresion de transcritos de rsad?2.

En el caso de los genes gig, descritos recientemente, que son inducidos por IFN [198,
228-230], nuestros resultados muestran una clara activacion en todos los tiempos
postinfeccién analizados (Figura 1.18). Algunos estudios plantean que tras una
infeccion viral y la consiguiente deteccion de un aumento IFN, los genes gig2 se
activan conjuntamente con mx [213], inclusive hay investigadores que han llegado

a afirmar que gig2 pueden ser igualmente reguladas por irf3 [231].

Finalmente, se analizaron genes relacionados con la induccién de una respuesta
antiviral directa (Figura 1.19). Acorde a lo que cabria esperar, observamos una
activacion de los genes que expresan péptidos antimicrobianos, como la beta-
defensina 2 (defbl2) o la hepcidina (hamp). Algunos autores han mostrado la
activacion de la hepcidina en respuesta a altos niveles de il-6 [232, 233], con lo cual,
si recordamos los resultados anteriores, esta era una de las citoquinas activadas que
encontramos en todos los tiempos post infecciéon. Otros trabajos plantean la
activacion de hamp en presencia de diversos patrones de reconocimiento de

patégenos [234-236], lo que sugiere que hamp podria estar actuando como
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mediador en una respuesta inflamatoria, limitando el crecimiento de patégenos y

actuando como antimicrobiano sobre los mismos [59].

Para los genes mavs y tbk1 observamos activacién a partir del segundo dia tras la
infeccion (Figura 1.19). Se ha descrito que tras la presencia de ARN viral, el receptor
RIG1 forma un complejo con proteinas MAVS en la membrana de las mitocondrias,
que mas tarde recluta a la quinasa TBK1 y esta es capaz de fosforilar a irf3, para

promover la activacion del ifn [185].
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Figura 1.19: Perfiles de expresion diferencial de cada uno de los genes vinculados a la respuesta a virus.
Los resultados obtenidos fueron evaluados tomando en cuenta los valores de activaciéon de cada gen en
comparacion al control. Se consideraron valores significacitvos los incrementos mayores de 1,5 veces con
p<0,05.

En el caso de los genes traf3 y traf6 (TNF Receptor asociated factor), ambos se
encuentran activados en los 3 tiempos evaluados (Figura 1.19). Estas dos moléculas
son mediadores de la sefializacion de la familia del gen tnf'y se ha demostrado que
estan vinculados ala sefializacion de las quinasas MAP3K. Recordemos que los genes
de mapk estaban activados en todos los grupos evaluados. Varios autores han
coincidido en sefialar la importancia de estas moléculas: en el caso de traf3 algunos
plantean que su acciéon puede estar vinculada a la activacién irf3 y, por tanto,
activando una respuesta antiviral mediante la via de sefalizaciéon del interferén

[237]. Por su parte, en el caso del traf6, muchos plantean que estaria vinculado a la
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activaciéon de las map3k y la activacion de nf-kf promoviendo la activacién de la

transcripcion de genes vinculados a la inmunidad [183].

Validacion por qPCR de la expresion de genes vinculados a la respuesta
inmune innata y a la respuesta frente virus.

Un estado de metilacion de la cromatina que provoque una activacion persistente
de algunos promotores debe corresponderse con una mayor transcripcion de los
correspondientes genes. Por ello, seguidamente realizamos una validacién por gPCR
de la expresiéon de algunos genes vinculados a la respuesta inmune innata y a la
respuesta frente virus. Se realiz6 en ensayo de infeccién de pez cebra con SVCV en
las mismas condiciones que el experimento de CHIP-Seq. En él, se utilizaron
muestras de ADNc, obtenidas a partir de ARN extraido de peces control y de peces

infectados, a los mismos tiempos evaluados anteriormente 1, 2 y 5 dias.

La induccion de la respuesta inmune innata antiviral depende del reconocimiento
de los componentes virales por el huésped. Las células del sistema inmune detectan
virus a través de receptores de reconocimiento de patrones localizados dentro de la
célula o en su membrana plasmatica. En los vertebrados existen varios tipos entre
éstos los receptores tlr. En nuestro caso evaluamos el tIr3 y observamos un aumento
de la expresion de transcritos a partir del segundo dia tras la infeccién (Figura 1.20),
acorde a como sugerian nuestros resultados de inmunoprecipitaciéon de cromatinas.
En varios trabajos se han observado resultados similares a los nuestros con
incrementos de la transcripcién de genes tlr y su posible relaciéon con el aumento de

la produccion de INF [47, 196, 238-241].

Los transcritos mavs y de tbk-1 presentaron incrementos en los diferentes tiempos
evaluados (Figura 1.20) y se ha descrito que estan vinculados a la deteccién de virus
de ARN en el interior de la célula y son encargados posteriormente de activar la
respuesta del IFN a través del gen irf-3 [197, 225, 242] y ademas, se ha planteado

que estaria vinculado a la activacion del gen rsad2 [225].
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Figural.20: Cambios en los perfiles de expresion de varios genes en peces cebra infectados con SVCV.
Los transcritos se evaluaron por qPCR y se expresaron como numero de veces de incremento respecto al control.
Se promedia los valores obtenidos de 3 peces para los tres tiempos post infeccién analizados.

Respecto al gen tmem173 (sting) se observé un aumento de sus transcritos para

todos los tiempos evaluados (Figura 1.20). Estos resultados se hallan en la misma
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linea que los mostrados por otros autores que evaltan los efectos de la infecciéon por
virus tanto con genoma de ADN como de ARN, donde sting promueve una respuesta
antiviral a través de su accion sobre irf3 [243-247]. En el caso del gen del complejo
de histocompatibilidad tipo I (mhc1), también se ve incrementado con respecto al
control a lo largo del periodo estudiado, de modo similar a lo publicado en otros

trabajos [26, 248].
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Figura 1.21: Cambios en los perfiles de expresion de genes de citoquinas en peces cebra infectados con
SVCV. Los transcritos se evaluaron por qPCR y se expresaron como numero de veces de incremento respecto al
control. Se promedia los valores obtenidos de 3 peces para los tres tiempos post infeccién analizados.

Es sabido que los receptores TLR desencadenan un conjunto de respuestas a través
de varias vias que conducen a la expresidn de citoquinas, quimiocinas, moléculas de
adhesion celular e inmuno-receptores. Nuestros datos muestran un aumento de los
transcritos de citoquinas inflamatorias, contribuyendo asi a orquestar una
respuesta antiviral (Figura 1.21). Se ha mostrado que un aumento de la migracion

de leucocitos, en respuesta al incremento de il-1b, podria estar asociado con la
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rapida liberacién de Ca2* intracelular y con la regulacién de los niveles de
transcripcion de los receptores de varias citoquinas [249, 250]. El gen tnf-a es uno
de los primeros en ser expresados tras la infeccion virica, jugando un papel clave en
la inflamacién. Muestra funciones similares a il-1b y ambos son capaces de activar la
respuesta de macroéfagos y fagocitos, que aumentan la secrecion de interferén [251-

253].

El andlisis de los trascritos de los genes para la hepcidina (hepc) y betadefensina 2
(bdefZ) mostré un aumento respecto al control, especialmente para bdef2 (Figura
1.22). Se han publicado trabajos que muestran resultados similares no soélo tras la
infeccion virica de los peces [254-256] sino también siendo tratados con poli(I:C)
[257]. También se ha visto que la activacion por il-6, ante infecciones viricas,

aumenta la expresion del péptido antimicrobiano hepcidina [258-262].

Figura 1.22: Cambios en los

hepc bdef2 perfiles de expresion de genes

30 307 de péptidos antimicrobianos
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10, 104 I_—r_l |=| evaluaron por qPCR y se
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T veces de incremento respecto al
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obtenidos de 3 peces para los

W J_ J_ tres tiempos post infeccién
analizados.

Expresion génica relativa a peces control
I
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Para finalizar este analisis, también seguimos la aparicidn de transcritos de los genes
91921, mx-ab, irf-3, irf-7, rsadZ2 y ifn-phil en respuesta a la infecciéon con SVCV en peces
cebra (Figura 1.23). La transcripcion de estos genes se ve incrementada en
respuesta a INF ante infecciones viricas [28, 29, 213, 228]. Todos estos datos
corroboran los resultados obtenidos en los andlisis CHIP-Seq mostrados con

anterioridad.
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Figura 1.23: Cambios en los perfiles de expresion de genes inducidos por interferén en peces cebra
infectados con SVCV. Los transcritos se evaluaron por qPCR y se expresaron como numero de veces de
incremento respecto al control. Se promedia los valores obtenidos de 3 peces para los tres tiempos post infeccién
analizados.
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CONCLUSIONES.

1. Larespuesta antiviral del organismo ante la infeccién supone una activacién
continuada de genes asociados al sistema inmune innato.

2. Tras la infeccién, la primera linea de respuesta genémica por el organismo
viene representada por la activacion de grupos de genes relacionados con la
degradacién proteica por el proteosoma, con TNF-a y con diversos factores
de transcripcidn; estos ultimos responsables de la activacién de rutas de
genes que veremos aumentados conforme avanza la infeccion.

3. Laactivacion de genes relacionados con interferén es temprana pero pronto
desaparece, como cabria esperar ante su conocido bloqueo por parte de
ciertas proteinas viricas.

4. Los genes relacionados con receptores TLR y con apoptosis se activan y
transcriben a partir del segundo dia y se mantienen hasta el quinto dia tras
la infeccion.

5. Los genes para proteinas CRP se ven activados de forma tardia.
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Capitulo II: Andlisis del perﬁil proteémico de plasma de peces cebra inﬁectados con SVCV.

INTRODUCCION DEL CAPITULO.

Una vez comprobado que existia reprogramacion epigenética y cambios en los
niveles de transcripcién de ciertos genes en peces cebra, tras la infecciéon con SVCV,
decidimos comprobar si, ademas, se veian afectados los niveles de las proteinas, por
ellos codificadas, circulantes en plasma. El empleo de técnicas protedmicas
permiten el estudio a gran escala de las proteinas presentes en el organismo y como
estas varian ante diversas circunstancias [263]. El uso generalizado de técnicas
proteémicas durante las ultimas décadas ha generado gran cantidad de informacion

sobre los perfiles proteicos de los tejidos evaluados [264-269].

La sangre periférica es el medio mas cominmente usado para indicar el estado
fisiolégico de un organismo. Cambios en diferentes indices hematolégicos son
indicativos de las condiciones de salud o de los ciclos reproductivos y estos, a su vez,
dependen en gran medida de las condiciones ambientales [270]. Estos indices
pueden usarse para monitorizar las respuestas de los peces a diversos factores
estresantes [271]. Ademas, debemos tener en cuenta que en plasma hay un conjunto
de biomarcadores para diversas enfermedades, ya que contiene no so6lo proteinas

de la sangre sino también secretadas por todos los tejidos [272].

En este capitulo el estudio estd dirigido al andlisis proteémico de muestras de

plasma, obtenidas a diferentes tiempos tras la infeccién, de peces cebra con SVCV.
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RESULTADOS Y DISCUSION.

Analisis de la carga viral en peces cebra infectados con SVCV.

El andlisis de la carga viral de los peces infectados se sigui6 analizando los niveles
de transcritos del gen para la proteina N del virus. Los resultados muestran un
aumento estadisticamente significativo de los transcritos de este gen respecto al
control, ya desde el primer dia tras la infeccién, pero especialmente dramatica a

partir del segundo (Figura 2.1).
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Figura 2.1: Expresion relativa del gen de la proteina N-SVCV en peces infectados por bafio de inmersion
con este virus. Se extrajeron muestras de un pool de 6rganos internos de 4 peces por cada grupo estudiado. Se
dan valores medios y desviacién estandart. Un * representa una difencia significativa respecto al control
(p<0,05) y *** (p<0,001).

Perfil protedmico de muestras de plasma de peces infectados con SVCV.

Llevamos a cabo un analisis protedmico para la determinacion del patrén de
proteinas presentes en el plasma de los peces infectados y compararlo con el de los
peces control sin infectar. Se tomaron muestras de sangre a los siguientes tiempos:
1, 2 y 5 dias post infeccion. Paralelamente procedimos a tomar muestras de érganos
internos para determinar la expresion génica, tal y como se indica en el apartado

correspondiente de la secciéon de materiales y métodos.
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Recientemente se ha empezado a utilizar el parametro emPAI para determinar la
abundancia relativa de una proteina corregida por el nimero de aminoacidos de la
proteina [139, 273]. Este indice nos permite describir la composicién proteica en

una muestra dado con valores normalizados respecto al total.

Analizamos un total de 3062 proteinas diferentes y para cada una de ellas se
determin6 la abundancia relativa en la muestra (emPAl). En la Figura 2.2A se
muestra el nimero de proteinas identificadas en cada uno de los grupos. En el panel
B de esta figura se muestra, del total de proteinas identificadas en cada grupo,
aquellas cuya abundancia se ve aumentada respecto al control en al menos 1,5 veces.
Curiosamente, este numero disminuye a medida que transcurren los dias tras la

infeccion (Figura 2.2B).

2500+ 150+
A) B) 139
2192
2000 1999 1965
1819
g 2
= £ 100
£ 1500- 2
g o
o o
3 3 63
£ 1000- o
£ £
E : 50-
32
5001
0 T T T T c
& N 2 & NS 2 o
¢ s s s 2 2 2

Figura 2.2: Numero de proteinas detectadas en cada grupo de muestras. A) total de proteinas identificadas
en cada muestra. B) proteinas detectadas con incrementos superiores a 1,5 veces respecto al control en cada
tiempo evaluado.

Del total de proteinas en suero control, el 98% se corresponde con las 150 mas
abundantes, las restantes 2042 se encontraban en concentraciones traza. Entre las
mas abundantes destacaban hemoglobina, apolipoproteinas, serotransferrinas,
actinas, componentes del sistema del complemento, asi como algunas serpinas.
Estas proteinas identificadas son caracteristicas en plasma de peces sanos [137,
270]. En la Tabla 2.1 se muestran las 20 proteinas mas abundantes en el grupo

control.
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Tabla 2.1: Listado de las proteinas mas abundantes detectadas en plasma de pez cebra control. Se indica
el valor promedio del % y la desviacion estandart del valor emPAI respecto al total de proteina de la muestra

(n= 3 peces).
UNIPROT | Nombre del gen Descripcion emPAI, %
Q80375 hbaal Proteina Hbaal OS=Danio rerio GN=hbaal PE=2 SV=1 20,951+8,944
¥
B3DG37 bal Proteina Bal OS=Danio rerio GN=bal PE=1 SV=1 20,698£18,108
¥
Q1JQ69 hbaal Hbaal protein OS=Danio rerio GN=hbaal PE=1 SV=1 18,152£9,388
. i Novel protein similar to zebrafish hemoglobin alpha-adult 1 (Hbaal) 12,932+7,539
QOZM17 | si:ch211-5kI18 | 5_pani rerio GN=si:ch211-5k11.8 PE=1 SV=1
Q1RM32 bal Bal globina 0S=Danio rerio GN=bal PE=2 SV=1 7,781£9,731
Q7SZV9 hbaal nueva alpha-globina 0S=Danio rerio GN=hbaal PE=3 SV=1 7,347+8,852
Q90485 ba2 Hemoglobina subunidad beta-2 0S=Danio rerio GN=ba2 PE=1 SV=3 6,179+8,280
Q6XG62 icn Protein S100 OS=Danio rerio GN=icn PE=1 SV=1 0,344x0,128
0,245+0,205
AOAOR4IKFO apoalb Apolipoproteina A-Ib 0S=Danio rerio GN=apoalb PE=1 SV=1
A3FKT8 icn2 Proteina S100 OS=Danio rerio GN=icn2 PE=1 SV=1 0.2130,160
Q6DGK4 29c:92880 Zgc:92880 0S=Danio rerio GN=zgc:92880 PE=2 SV=1 0,127+0,047
. . . . . 0,125+0,001
Q5BJC7 si:ch211-5k11.6 | Si:xx-by187g17.5 0S=Danio rerio GN=si:ch211-5k11.6 PE=2 SV=1
B3DFP9 apoa2 Apolipoproteina A-I1 0S=Danio rerio GN=apoa2 PE=1 SV=1 0,123£0,093
¥
Q7ZVF9 actbb Actina, citoplasmica 2 0S=Danio rerio GN=actbb PE=2 SV=2 0,1210,032
¥
Q7Zv17 actba Actina, citoplasmica 1 0S=Danio rerio GN=actba PE=2 SV=2 0,1200,032
Q7SXL4 nme2b.2 Difosfato nucleoside quinasa OS=Danio rerio GN=nme2b.2 PE=1 SV=1 0,160,062
Q9DDUS gstpl Glutation S-tranferasa pi 0S=Danio rerio GN=gstp1 PE=1 SV=1 0,114£0,055
B2GS08 actbl Proteina Beta-actinal OS=Danio rerio GN=actb1 PE=2 SV=1 0,110+0,009
. . . . . 0,094+0,039
Q6ZM13 si:ch211-5k11.6 | Nueva alpha globina OS=Danio rerio GN=si:ch211-5k11.6 PE=1 SV=1
XIWGM1 si:dkey- Histona H4 (Fragmento) OS=Danio rerio GN=si:dkey-108k21.12 PE=1 0,092+0,011
108k21.12 Sv=1

En el plasma extraido de los peces infectados después un dia encontramos 139

proteinas con un incremento en su concentracion superior a 1,5 veces respecto al

control; 63 a los dos dias y 32 a los 5 (Figura 2.2B). Utilizando la aplicaciéon web

GESTALT obtuvimos una distribucion de estas proteinas en distintas categorias de

procesos biologicos (Figura 2.3). Algunas de ellas se incluyen en mas de una

categoria.
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Figura 2.3: Resultado comparativo del analisis protedmico del plasma de peces cebra extraido a
diferentes tiempos tras la infecciéon con SVCV.

Entre las proteinas mas abundantes en plasma de peces infectados destacaba la
presencia de varias vitelogeninas, que en la literatura se han relacionado con la
inmunidad que transfiere la madre al huevo. En machos sometidos a cambios
ambientales o quimicos también se ha observado aumentos de la presencia de
vitelogeninas en plasma [270, 274]. Otra proteina que destaca es GIG-21 (codificada
por el gen inducido por reovirus de carpa, isoforma tipo 1). Este es un resultado
interesante si tenemos en cuenta que el gen gig2 esta vinculado con la respuesta a
interferdn y participa en la respuesta antiviral del hospedador [226, 228, 229, 275].
Normalmente esta proteina s6lo se ha detectado en 6rganos [276], por lo que
podriamos pensar que su deteccién en sangre (descrita aqui por primera vez) es

producto de su secrecion al suero sanguineo de los peces infectados.

Tabla 2.2: Listado de las primeras proteinas con mayor incremento en las muestras SVCV-1d. Se indica
las veces de incremento respecto al control determinadas sobre el % de emPAI (n=3 peces).

UNIPROT N"m;r: del Descripcién ;:f;‘;‘:;‘f,z
Q3T7B3 vtg2 Vitelogenina 2 (Fragment) OS=Danio rerio GN=vtg2 PE=2 SV=1 9,7
042364 apoeb Apolipoproteina Eb 0S=Danio rerio GN=apoeb PE=2 SV=1 77

AOAOR4IBP7 rpl8 Proteina ribosomal 60S L8 OS=Danio rerio GN=rpl8 PE=1 SV=1 74
A8BWG]1 vtg2 Vitelogenina 2 protein OS=Danio rerio GN=vtg2 PE=2 SV=1 71

Q1LWNZ2 vtgl Vitelogenina 1 OS=Danio rerio GN=vtgl PE=1 SV=1 7
iocw | msatar | b Comlety XL 1 gebyerido andem doplic 117
F1QGKO gpd1lb Glicerol 3 fosfato deshidrogenasa [NAD(+)] OS=Danio rerio GN=gpd1b 6,3
QIMTC4 vtg2 Vitelogenina 2 0S=Danio rerio GN=vtg2 PE=1 SV=1 6,6
Q90YN8 vtgl Vitelogenina 1 0S=Danio rerio GN=vtgl PE=2 SV=1 6
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F1R2S5 vtg5 Vitelogenina 5 (Fragment) OS=Danio rerio GN=vtg5 PE=1 SV=1 59
F1QF30 tceb2 geétzolr g‘izt;anscripcién de elongacién B (SIII) OS=Danio rerio GN=tceb2 58
F1QV15 vtgb Vitelogenina 6 (Fragment) OS=Danio rerio GN=vtg6 PE=1 SV=1 5,7
E9QFD8 vtg4 Vitelogenina 4 OS=Danio rerio GN=vtg4 PE=1 SV=2 57
F1RBAO vtg4 Vitelogenina 40S=Danio rerio GN=vtg4 PE=1 SV=2 51
QOP421 vtg3 Vitelogenina 3 protein (Fragment) OS=Danio rerio GN=vtg3 PE=2 SV=1 51
F1Q7L0 vtg4 Vitelogenina 4(Fragment) OS=Danio rerio GN=vtg4 PE=1 SV=1 5
Q1LYO08 cpox Coproporfirinogeno oxidasa OS=Danio rerio GN=cpox PE=1 SV=2 5
AOAOR41Y49 vtg7 Vitelogenina 7 OS=Danio rerio GN=vtg7 PE=1 SV=1 4,9
A1XF92 crtacla Proteina acida del cartilago 2 OS=Danio rerio GN=crtacla PE=2 SV=1 4,9
AOAOR4IUAO vtg7 Vitelogenina 70S=Danio rerio GN=vtg7 PE=1 SV=1 47
F1R2T3 vtg7 Vitelogenina 7 0S=Danio rerio GN=vtg7 PE=1 SV=1 47
Q503D8 txndel2 SP\r/(ltleina similar a la tiorredoxina OS=Danio rerio GN=txndc12 PE=1 4,6
Q5BJA1 zgc:114188 Zgc:114188 0S=Danio rerio GN=zgc:114188 PE=1 SV=1 4,6
Q9DFT9 vtg3 Vitelogenina 3 (Fragment) OS=Danio rerio GN=vtg3 PE=2 SV=1 4,6
Q1L8Q7 rpl30 Proteina ribosomal L30 0S=Danio rerio GN=rpl30 PE=1 SV=1 44
FIR1U1 flna ’lj';lra;;n(i;rll\la:gh:lpha (actin-binding protein 280) (Fragment) OS=Danio 4,3
F1QPCO vig3 \S/\i/tflzogenina 3, sin fosvitin (Fragment) OS=Danio rerio GN=vtg3 PE=1 4,2
B8JLZ3 anxalb Annexina OS=Danio rerio GN=anxalb PE=1 SV=1 4,2
E7FFW9 gig2l Gig2-like protein DreL OS=Danio rerio GN=gig2l PE=2 SV=1 41
F1Q9Y2 lgals111 Galectina 0S=Danio rerio GN=lgals111 PE=4 SV=2 41
P62084 rps7 Proteina ribosomal 40S S7 OS=Danio rerio GN=rps7 PE=2 SV=1 38
Q7ZWJ4 rpl18a Proteina ribosomal 60S L18a OS=Danio rerio GN=rpl18a PE=2 SV=1 38
Q804G6 anxaSb Annexina 0S=Danio rerio GN=anxa5b PE=2 SV=1 3,6
F1QVKS ostfl g{;}(;tgr estimulante de los osteoclastos 1 0S=Danio rerio GN=ostf1 PE=4 3,6
Q7ZW95 rpl4 Proteina ribosomal L4 OS=Danio rerio GN=rpl4 PE=1 SV=1 3,6
F1QS51 eeal Antigeno endosémico temprano 1 OS=Danio rerio GN=eeal PE=1 SV=1 34
Q8JHIO sle2545 g?\]n:;lll?ztsl“:;ng);:;asd\(l):zi de solutos 25 alpha, member 5 OS=Danio rerio 3,4
U6BMHS mhelzla Variante del complejo de histocompatibilidad MHCI 1 OS=Danio rerio 3,4
GN=mhc1zla
AOAOB5JQA2 clqc Fragmento C1ql OS=Danio rerio GN=clqc PE=2 SV=1 33
Q6NWD9 twila E\lilw:r;‘f:/lg:, proteina de unién a actina, homolog 1la OS=Danio rerio 3,3
Q6DGX1 suclgl lSi\g/isla Succinato-CoA, GDP-forming, 0S=Danio rerio GN=suclgl PE=2 3,2
Q7T3L3 hsp90b1 Proteina chaperona GP96 0S=Danio rerio GN=hsp90b1 PE=1 SV=1 3,2
B3DFS9 myh11a g/l\;gslina, polipeptido pesado 11, OS=Danio rerio GN=myhlla PE=1 31
A2RV19 zgc:158619 Proteina Zgc:158619 OS=Danio rerio GN=zgc:158619 PE=2 SV=1 31

Otra proteina que se incrementa de forma considerable (7 veces) es el factor de
coagulacion XIII (f13ala.1), un factor anticoagulante. Resultados similares fueron

obtenidos por Choi y cols [277] infectando doradas con diferentes patdgenos.

También detectamos un incremento notable de una variante del complejo de

histocompatibilidad tipo 1 (MHC1). Estas moléculas son las encargadas de exponer
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a la superficie de las células infectadas los fragmentos peptidicos generados por los
proteosomas a partir de proteinas viricas ubiquitinadas y de esta manera se
desarrolla la presentacion antigénica, indicando la presencia de infeccidn para que
células del sistema inmune eliminen estas células. La presencia de estas proteinas

en plasma podria explicarse por la ruptura de células infectadas por el virus.

[gualmente, otras proteinas que aumentan su presencia son las vinculadas a
procesos proteoliticos como calpainas (CAPN2A), catepsinas (CTSK) y las proteinas

de apoptosis (ANXA1B, ANXA5B, CASP6L1).
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Figura 2.4: Red de interaccion de proteina-proteina en el grupo SVCV-1d. Generada empleando el programa
STRING, utilizando como modelo el pez cebra y las proteinas con aumentos en su expresiéon mayores de 1,5
veces respecto al control.

Finalmente, quisimos agrupar las proteinas sobreexpresadas tras la infecciéon en

funcidén de sus interacciones con otras y para ello empleamos el programa STRING,
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que genera mapas de interaccién proteina-proteina (Figura 2.4). De esta forma
distinguimos 3 clusters: vitelogeninas, proteinas relacionadas con apoptosis y
proteinas ribosomales. Como proteina denominador comun entre los tres grupos se
encontr6 la HSP90B1, la cual estaria vinculada a procesos de inmunidad y
sefializacion de TLRs, a través de su funcion como chaperona de proteinas de
membrana [278, 279]. Hay autores que tambien describen su participacion en

procesos de infeccién por virus [280].

Un andlisis similar se realizé en las muestras obtenidas en peces infectados por
SVCV, tras 2 dias de infeccion (SVCV-2d), obteniéndose resultados similares en lo
que se refiere a la identidad y distribucion del conjunto de proteinas mas
abundantes detectadas en el grupo SVCV-1d. En el grupo de muestras SVCV-2d s6lo
se detectaron 63 proteinas con aumentos superiores a 1,5 veces (Figura 2.3). Al
revisar las proteinas mdas representativas en el grupo SVCV-2d, nuevamente
destacan las vitelogeninas, la proteina GIG2l, factor de coagulacién (F13A1A.1) y el

complejo MHC1 (Tabla 2.3).

Otra proteina de interés que aparece incrementada es C1Q1, una molécula
perteneciente al sistema de complemento. En la literatura se ha descrito la funcion
de esta proteina en el sistema de complemento y su implicaciéon en el sistema
inmune innato [56, 90, 270, 281]. También se detectaron aumentos respecto al
control en proteinas como la anexina (ANXA2A) y la caspasa 3 (CASP3B), que
estarian vinculadas al proceso de apoptosis en el organismo, como ya se discutié en

el capitulo anterior.

Tabla 2.3: Listado de las primeras proteinas con mayor incremento en las muestras SVCV-2d. Se indica
las veces de incremento respecto al control determinadas sobre el % de emPAI (n=3 peces).

Nombre del L Incremento

UNIPROT gen Descripcion de emPAl, %
Q3T7B3 vtg2 \Vitelogenina 2 (fragmento) OS=Danio rerio GN=vtg2 PE=2 SV=1 9,9066
E7FFW9 gig2l Proteina Gig2-like DreL OS=Danio rerio GN=gig2] PE=2 SV=1 9,4958
ABWG]1 vtg2 \Vitelogenina 2 OS=Danio rerio GN=vtg2 PE=2 SV=1 8,0899
Q1MTC4 vtg2 \Vitelogenina 2 OS=Danio rerio GN=vtg2 PE=1 SV=1 6,3312
Q3T7B1 vtg4 \Vitelogenina 4 OS=Danio rerio GN=vtg4 PE=2 SV=1 6,1328
F1QV15 vtg6 Vitelogenina 6 OS=Danio rerio GN=vtg6 6,0274
Q1LWN2 vtgl \Vitelogenina 1 OS=Danio rerio GN=vtgl PE=1 SV=1 6,0156
042364 apoeb |Apolipoproteina Eb 0S=Danio rerio GN=apoeb PE=2 SV=1 5,7921
F1QC84 f13ala.1 Factor de coagulacién XIII, Al polipeptido OS=Danio rerio GN=f13ala.1l 5,7495
QOP421 vtg3 \Vitelogenina 3 OS=Danio rerio GN=vtg3 PE=2 SV=1 5,6804
Q1LYO08 cpox Coproporfirinogeno oxidasa OS=Danio rerio GN=cpox PE=1 SV=2 5,5455
Q90YN8 vtgl \Vitelogenina 1 OS=Danio rerio GN=vtgl PE=2 SV=1 5,4985
E9QFD8 vtg4 \Vitelogenina 4 OS=Danio rerio GN=vtg4 PE=1 SV=2 51122
BOBLV9 clql4l Proteina Si:rp71-1g18.3 (Fragment) OS=Danio rerio GN=c1ql4l 4,9138
F1R2S5 vtg5 Vitelogenina 5 0S=Danio rerio GN=vtg5 4,8815
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F1Q9Y2 lgals1l1 Galectina OS=Danio rerio GN=Igals111 PE=4 SV=2 4,6326
AOAOR4IUAOQ vtg7 \Vitelogenina 7 OS=Danio rerio GN=vtg7 PE=1 SV=1 4,4683
F1RBAO vtg4 Vitelogenina 4 0S=Danio rerio GN=vtg4 PE=1 SV=2 4,4204
F1R2T3 vtg7 Vitellogenin 7 OS=Danio rerio GN=vtg7 PE=1 SV=1 4,4032
AOAOR41Y49 vtg7 Vitelogenina 7 OS=Danio rerio GN=vtg7 PE=1 SV=1 4,3876
Q9DFT9 vtg3 Vitelogenina 3 0S=Danio rerio GN=vtg3 PE=2 SV=1 4,0018
F1Q8A0 ctsk Catepsina K OS=Danio rerio GN=ctsk PE=1 SV=1 3,7943
F1QPCO vtg3 Vitelogenina 3 (Fragment) OS=Danio rerio GN=vtg3 3,6188
Serina hydroxy metil ltransferasa 2 (mitochondrial) 0S=Danio rerio
AOAOR4IBM1 shmt2 GN=shmt2 3,5603
Q804G9 anxalZa IAnnexina OS=Danio rerio GN=anxa2a PE=2 SV=1 2,9624
E9QDI1 apocl IApolipoproteina C-1 0S=Danio rerio GN=apocl PE=1 SV=1 2,8879
U3JA28 arpc5b Proteina relacionada con Actin 2/3 0S=Danio rerio GN=arpc5b 2,8656
A0A097  |si:dkey-152p16.6|Proteina similar Beta timosina 2 OS=Danio rerio GN=si:dkey-152p16.6 2,7856
Q61Q17 hspel Proteina Heat shock 10 1 (Chaperonin 10) OS=Danio rerio GN=hspel 2,4549
Q90485 ba2 Subunidad beta- de hemoglobina 2 0S=Danio rerio GN=ba2 PE=1 SV=3 2,3621
A2BFPO phldbla Pleckstrina, family BOS=Danio rerio GN=phldbla PE=4 SV=1 2,3349
AOAOB5JQA2 clqc Fragmento C1q1 OS=Danio rerio GN=clqc PE=2 SV=1 2,2773
F1RDQ5 hexa Beta-hexosaminidasa OS=Danio rerio GN=hexa PE=1 SV=1 2,2606
U6BMH5 mhclzla [Variante complejo de histocompatibilidad MHCI 1 OS=Danio rerio mhclzla 2,2299
F1QTFO hmgcl 3-hydroxymethyl-3-methylglutaryl-CoA lyase OS=Danio rerio GN=hmgcl 2,1062
Q8JH36 vtg1 \Vitelogenina 1 (Fragmento) OS=Danio rerio PE=4 SV=1 2,0820
F1QZL6 gpia Glucose-6-fosfato isomerasa OS=Danio rerio GN=gpia PE=1 SV=1 1,9793
042363 apoal IApolipoproteina A-1 0S=Danio rerio GN=apoal PE=2 SV=1 1,8926
AO0AOR4IUZ2 aldh2.1 |Aldehido deshidrogenasa 2 0S=Danio rerio GN=aldh2.1 PE=1 SV=1 1,8907
BOS6K7 renbp Proteina de unién Renina OS=Danio rerio GN=renbp PE=4 SV=1 1,8433
Q7SXW1 tpm4b Tropomiosina 4b 0S=Danio rerio GN=tpm4b PE=1 SV=1 1,8370
F1Q7K7 casp3b Casapasa 3, bOS=Danio rerio GN=casp3b. 1,7754
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Figura 2.5: Red de interaccion de proteina-proteina en el grupo SVCV-2d. Generada empleando el programa
STRING, utilizando como modelo el pez cebra y las proteinas con aumentos en su expresién mayores de 1,5
veces respecto al control.

Para establecer un mapa de interaccidon de proteinas mayoritariamente expresadas
a este tiempo post infecciéon, incluimos las 63 proteinas con aumentos mayores de

1,5 veces respecto al control en el programa STRING y obtuvimos Figura 2.5. Los
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datos muestran interacciones entre las vitelogeninas y el factor de coagulacién

F13A1A.1, o entre moléculas de caspasa 3 y la actina.

Finalmente realizamos el analisis de los resultados de las muestras de suero de
peces infectados con SVCV extraidas después de 5 dias de iniciada la infeccién. En
este grupo s6lo 32 proteinas mostraron un aumento superior a 1,5 veces respecto
al control. De ellas, s6lo 3 estaban agrupadas en respuesta a estimulos y otras 3 en
procesos metabolicos (Figura 2.3). El hecho de que aparezca un menor nimero de
proteinas de estos dos grupos puede deberse al deterioro del sistema inmune del
pez infectado. En la Tabla 2.4 incluimos las proteinas con mayor incremento en este
grupo. La tabla muestra que la proteina GIG2I alcanza el mayor incremento, lo que
probablemente se relaciona con la progresion de la infeccion. También estan muy
incrementadas las vitelogeninas. Nuevamente se detecta el aumento del factor de

coagulacidn, de la proteina MHC1 y de algunas anexinas.

Tabla 2.4: Listado de las primeras 32 proteinas con mayor incremento en las muestras SVCV-5d. Se indica
las veces de incremento respecto al control determinadas sobre el % de emPAI (n=3 peces).

UNIPROT Nombre del Descripcion Incremento

gen de emPAIL %
E7FFW9 gig2l Proteina Gig2-1 DreL OS=Danio rerio GN=gig2] PE=2 SV=1 6,3736
Q3T7B3 vtg2 Vitelogenina 2 OS=Danio rerio GN=vtg2 PE=2 SV=1 3,4336
ABWG]1 vtg2 Vitelogenina 2 0S=Danio rerio GN=vtg2 PE=2 SV=1 3,1735
Q1MTC4 vtg2 Vitelogenina 2 OS=Danio rerio GN=vtg2 PE=1 SV=1 2,7863
QOP421 vtg3 Vitelogenina 3 (Fragmento) OS=Danio rerio GN=vtg3 PE=2 SV=1 2,7287
F1R1M3 LOC101886968 | Proteina cst14b.2 OS=Danio rerio GN=LOC101886968 PE=4 SV=2 2,7192
F1Q9Y2 lgals1l1 Galectina OS=Danio rerio GN=Igals111 PE=4 SV=2 2,3921
Q1LWN2 vtg1 Vitelogenina 1 0S=Danio rerio GN=vtgl PE=1 SV=1 2,3287
QI9DFT9 vtg3 Vitelogenina 3 OS=Danio rerio GN=vtg3 PE=2 SV=1 2,2839
F1R2S5 vtg5 Vitelogenina 5 OS=Danio rerio GN=vtg5 PE=1 SV=1 2,2123
F1QC84 fl13ala.1 Factor de coagulacion XIII OS=Danio rerio GN=f13ala.1 PE=4 SV=1 2,0759
Q90YN8 vtgl Vitelogenina 1 OS=Danio rerio GN=vtgl PE=2 SV=1 2,0613
AOAOR4IJT8 cct8 Chaperonina- TCP1 OS=Danio rerio GN=cct8 PE=1 SV=1 2,0531
042363 apoal Apolipoproteina A-1 0S=Danio rerio GN=apoal PE=2 SV=1 2,0436
AOAOR4ISK8 khdrbsla Proteina Kh de union RNA-, 0S=Danio rerio GN=khdrbs1a 2,0104
Q6NWD9 twfla Twinfilina, proteina de union a actina, 1a OS=Danio rerio GN=twfla 1,9938
AOAOR4IBP7 rpl8 proteina ribosomal 60S L8 OS=Danio rerio GN=rpl8 PE=1 SV=1 1,9291
U6BMHS5 mhclzla Variante del complejo de histocompatibilidad MHCI 1 0S=Danio 1,9195

rerio GN=mhclzla

F1QV15 vtg6 Vitelogenina 6 OS=Danio rerio GN=vtg6 PE=1 SV=1 1,8953
E9QFD8 vtg4 Vitelogenina 4 0S=Danio rerio GN=vtg4 PE=1 SV=2 1,8694
F1RBAO vtg4 Vitelogenina 4 OS=Danio rerio GN=vtg4 PE=1 SV=2 1,7940
F1QS51 eeal Antigeno de endosoma temprano 1 OS=Danio rerio GN=eeal 1,7058
F1Q7L0 vtg4 Vitelogenina 4 0S=Danio rerio GN=vtg4 PE=1 SV=1 1,6980
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AOAOR41Y49 vtg7 Vitelogenina 7 OS=Danio rerio GN=vtg7 PE=1 SV=1 1,6717
AOAOR4IUAO vtg7 Vitelogenina 7 OS=Danio rerio GN=vtg7 PE=1 SV=1 1,6129
Q1L8Q7 rpl30 Proteina ribosomal L30 OS=Danio rerio GN=rpl30 PE=1 SV=1 1,5962
Q5BLH5 capn2a Calpaina 2, (M/II) large subunit a 0S=Danio rerio GN=capn2a 1,5893
Q6ZM17 si:ch211-5k11.8 | Proteina de homoglobina nueva, subunidad alfa 1 (Hbaal) 1,5778
0S=Danio rerio GN=si:ch211-5k11.8 PE=1 SV=1
AOAOAOMPR4 | si:ch211-15j1.4 | Proteina Si:ch211-15j1.4 OS=Danio rerio GN=si:ch211-15j1.4 1,5568
Q804G9 anxaZa Annexina 0S=Danio rerio GN=anxa2a PE=2 SV=1 1,5539
Q802Z4 zgc:66156 Proteina Zgc:66156 0S=Danio rerio GN=zgc:66156 PE=2 SV=1 1,5268

En el caso del mapa de interacciéon proteina-proteina generado a partir de las
proteinas con mayor incremento en las muestras SVCV-5d empleando el programa
STRING, se observa que el cluster de las vitelogeninas sigue manteniendo una

posicién preferente y una conexion con el factor de coagulacion (Figura 2.6).
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Figura 2.6: Red de interaccion de proteina-proteina en el grupo SVCV-5d. Generada empleando el programa
STRING, utilizando como modelo el pez cebra y las proteinas con aumentos en su expresiéon mayores de 1,5
veces respecto al control.

Cuando analizamos de forma pormenorizada los niveles expresién de vitelogeninas
en el suero de los peces infectados podemos observar que para todas ellas se
incrementa su concentracion varias veces respecto al control no infectado. Dicho
incremento va disminuyendo conforme avanzan los dias tras la infecciéon (Figura
2.7). La vitelogenina es una proteina precursora de la yema de huevo, presente en
las hembras de todas las especies oviparas, incluyendo peces, anfibios, reptiles, aves,

invertebrados y el ornitorrinco. Se sintetiza de forma extraovaricay es transportada
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a través del sistema circulatorio al ovario, donde se internaliza en el ovocito en
crecimiento y es proteolizada para generar otras proteinas de yema de huevo que
posteriormente se utilizan como nutrientes en el desarrollo de los embriones [282,
283]. Inicialmente se creyé que su sintesis sélo se desarrollaba en higado pero
estudios recientes han demostrado que también se expresa en diferentes tejidos que
incluyen piel, agallas, corazon, cerebro, tejido adiposo y musculo [276, 284, 285].
Ademas, se consideraba que esta proteina sdlo se expresaba en las hembras, sin
embargo, se ha demostrado que también estd presente en animales machos
sexualmente inmaduros, aunque en menor concentracién [286, 287].
Recientemente se ha descrito en peces su vinculacidn con la respuesta patégenos,

incluyendo bacterias y virus [288-292].
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Figura 2.7: Niveles de aumento de concentracién las siete vitelogeninas detectadas en el analisis
proteémico para peces infectados respecto al control no infectado.

Esta proteina en los ultimos afios ha sido vinculada a la transferencia materna de la
inmunidad, de hecho hay trabajos que asi lo refieren y plantean que su expresién
podria estar ligada a la presencia de patdgenos, asi como la opsonizacién de
moléculas extrafias [288, 293]. Inclusive hay autores que han asociado su expresiéon
como marcador de polucién en aguas contaminadas [290]. En nuestro estudio se
observd un claro aumento de la abundancia de esta proteina en las muestras de

plasma de peces infectados con SVCV a 1 diay a 2 dias. Ya a los 5 dias post infeccion
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con SVCV se observo una caida. Esto podria sugerir una vuelta a los niveles basales
de expresion tras la estimulacién inicial. Otra proteina con una abundancia relativa
mayor que en la muestra control fue la proteina GIG2l. Las moléculas GIG han sido
identificadas en los dltimos afios y estan vinculadas al IFN como estimuladores de
este dltimo y por consiguiente se han implicado en la respuesta inmune innata [294-
296]. Se ha encontrado expresion de gig2 en diferentes 6rganos, como es el caso del
timo, agallas, piel, corazon, cerebro, rifién anterior, bazo, y muy poca expresion en
higado [230]. Este trabajo describe por primera vez la presencia de esta proteina en

sangre como respuesta a una infeccién viral.

A modo de conclusidn, en la Figura 2.8 se muestra un grafico en el que se incluyen
las proteinas cuya concentracion en suero de peces infectados aumenta mas de 1,5
veces, para todos los tiempos testados post infeccion. Cuatro tipos de proteinas
destacan claramente durante todo el periodo analizado: vitelogeninas, GIG2]1, MHC1

y el factor de coagulacion XIII (f13ala.1).
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Figura 2.8: Representacion de todas las proteinas con mayor incremento respecto al control en las
muestras de plasmas de peces cebra infectados con SVCV. A) Grafico que muestra los aumentos de cada
conjunto de proteinas a distintos tiempos post infeccion. B) Diagrama de Venn que representa el analisis de
coincidencia de las proteinas con mayor incremento en los distintos tiempos.
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Validacion de los niveles de expresion de vitelogeninas y GIG21 en
peces infectados con SVCV.

Para corroborar los resultados obtenidos por proteémica respecto al aumento de la
expresion, tanto de vitelogeninas como de la proteina GIG2l, evaluamos la expresiéon
de sus transcritos mediante PCR cuantitativa. En un experimento de infeccién con
SVCV bajo las mismas condiciones experimentales que el ensayo de proteémicay se
tomaron muestras de érganos internos de 3 peces de cada grupo de estudio (control,
SVCV-1d, SVCV-2d y SVCV-5d) y se evalu6 el perfil de expresion para los genes que
codifican para las siguientes proteinas: N del virus SVCV (N-SVCV), para verificar la
carga viral durante el transcurso de la infeccion; GIG21 y de vitelogeninas (VTG1 y
VTG?2). El andlisis de la carga viral muestra un aumento con el transcurso del tiempo

en el experimento realizado (Figura 2.9).
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Como podemos ver en la Figura 2.10, el seguimiento de la expresion de transcritos
para el gen de la proteina GIG2I durante el transcurso de la infeccién nos muestra
un aumento significativo con respecto al control no infectado. Esto coincide con lo

descrito por Zhang y cols. gig2l en células de carpa infectadas con reovirus [198].
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gig2l Figura 2.10: Expresion I:elativa de transcritos
del gen de la proteina GIG2] en peces
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En la Figura 2.11 se muestra la evolucion temporal de la expresion de transcritos de
los genes que codifican para las vitelogeninas 1 y 2, los cuales se incrementan de
forma significativa. Otros autores también han descrito el aumento de la expresion
trasncritos de vitelogeninas en respuesta a contaminaciones acuaticas pero no en
respuesta a virus [276, 287, 290]. En salmon infectado con el virus de la necrosis
pancreatica infecciosa (IPN) se ha descrito la capacidad neutralizante de la

vitelogenina frente a estas infecciones [292].
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Figura 2.11: Expresion relativa de transcritos de los genes de las proteinas vitelogenina 1 y 2 en peces
infectados con SVCV. Los asteriscos representan diferencias significativas respeto al control sin infectar y se
utiliza como gen enddgeno de referencia EF-1a.
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Estimacion de los niveles de vitelogeninas por Western blot.

En la Figura 2.12 se muestra un ejemplo de los resultados obtenidos en un
experimento de Western blot para muestras procedentes de suero de peces control
e infectados después de 24 y 48 horas. Como anticuerpo primario usamos uno
disefiado especificamente para la vitelogenina 2 de pez cebra. En el suero de los
peces infectados se observa la presencia de la proteina vitelogenina, en
concentracion dependiente del tiempo tras la infeccion. Se utiliza como referencia
interna la proteina actina, cuya intensidad es idéntica tanto en suero de peces

control como infectados.
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Figura 2.12. Determinaciéon por Western blot de los niveles de vitelogeninas en muestras de plasma
infectados y no infectados (control) con SVCV. La imagen superior izquierda se corresponde con un western
blot para vitelogenina y la inferior izquierda es el correspondiente blot para la proteina actina, tomada como
referencia interna. El grafico de la derecha representa el analisis densitométrico de las bandas correspondientes
a la vitelogenina. Se realizaron 2 experimentos y se muestran valores mediostdesviacién estandart. Los
asteriscos indican diferencias significativas con respecto al control: * p<0,05 y ** p<0,01.

Estos resultados concuerdan con los obtenidos por aproximaciones de proteémica
como hemos mostrado con anterioridad. Estos datos sugieren que el aumento de la
concentracion de vitelogenina en los peces infectados sea parte de la respuesta
antiviral. Esta observacion es coincidente con los datos mostrados por Garcia y cols.

encontrados en carpa infectada con IPNV [292].
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Capitulo II: Andlisis del perﬁil proteémico de plasma de peces cebra inﬁectados con SVCV.

CONCLUSIONES.

1. Se ha utilizado el pez cebra como modelo de estudio para seguir el curso de
la infeccién por el virus de la viremia primaveral de la carpa (SVCV)
realizando un analisis del perfil proteémico de su plasma sanguineo.

2. Se ha detectado en el plasma de los peces infectados diferencias
fundamentalmente en cuatro proteinas: vitelogeninas, GIG2l, MHC1 y el
factor de coagulacion XIIIL.

3. Esla primera vez se detecta en plasma sanguineo la presencia de la proteina
GIG2I asociada a una respuesta antiviral.

4. Los cambios mas drasticos en respuesta a la infeccion virica se observaron
en los niveles de las vitelogeninas y podrian estar asociados a la respuesta de

defensa innata frente al virus.
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Capitulo 3: Seguimiento del efecto del betaglucano ante la infeccién por virus SVCV del pez cebra:
implicaciones en la “inmunidad entrenada”.

INTRODUCCION DEL CAPITULO.

En los capitulos anteriores hemos descrito como el pez cebra responde a la infeccién
por SVCV mediante cambios en la cromatina asociada a genes de respuesta a
patégenos, asi como la liberacion en sangre de una serie de proteinas de accién
antiviral. Estos cambios en la cromatina podrian entenderse como parte de un
fenémeno conocido como “inmunidad entrenada”. Tradicionalmente se ha
entendido que la defensa del huésped se ejerce tanto por mecanismos de inmunidad
innata como adaptativa. La inmunidad innata reacciona instantdneamente al
encuentro del organismo con un patégeno y se ha considerado como inespecifica e
incapaz de construir una respuesta elaborada de memoria. Por el contrario, las
respuestas inmunitarias adaptativas pueden reconocer especificamente patégenos
y construir memoria capaz de proteger al organismo contra la reinfeccion [297].
Durante la ultima década, el dogma de que la inmunidad innata es inespecifica ha
cambiado ligeramente. En especial, a partir del descubrimiento de los receptores de
reconocimiento de patrones (PRRs), tal es el caso de los receptores tipo Toll (TLR),
los receptores de lectina tipo C, los receptores tipo NOD o los receptores tipo Rig I,
entre otros [298]. Para ciertos autores la inmunidad innata puede ser capaz de
mostrar caracteristicas adaptativas y ofrecer mecanismos de proteccién frente a la
reinfeccion, de forma independiente a la generada por la inmunidad adaptativa.
Siendo a esto a lo que denominan “inmunidad entrenada” [74]. La inmunidad
entrenada se manifiesta como proteccién contra la reinfeccién por patoégenos
iguales o diferentes. Seria inespecifica, proporcionando un estado de alerta frente a
cualquier patégeno, pero durante un tiempo mas corto que la inmunidad adaptativa
[80]. Estaria mediada por macréfagos y células natural killer y se postula que
representa un mecanismo de reprogramacion epigenética que activa los niveles de

una serie de genes implicados en la inmunidad innata [299].

Existen evidencias en invertebrados (que no poseen inmunidad adaptativa) que
indican que su respuesta celular ante patdgenos puede ser mas efectiva si han sido

preestimulados con el mismo patogeno u otro diferente [73, 78, 80, 82, 300-304].
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implicaciones en la “inmunidad entrenada”.
En teledsteos la administracion de betaglucanos, ya sea en la dieta o por inyeccién
suplementaria, se ha observado que puede potenciar la resiliencia de las células
inmunitarias [305-307] y proteger frente a desafios posteriores in vivo [307]. A nivel
molecular, la mediacién del efecto de los betaglucanos se ejerce aumentando
liberacion de citoquinas inflamatorias a infecciones posteriores con patégenos
iguales o diferentes [74, 308, 309]. Se ha descrito la capacidad protectora de los
betaglucanos frente a infecciones tanto bacterianas [95, 306, 310-312] como virales
[87,313-315]. El Zymosan es un betaglucano frecuentemente empleado en estudios
inmunolégicos, procedente la superficie celular de Saccharomyces cerevisiae [316].
Induce inflamacién de forma experimental a través de la activacién de la cascada de
citoquinas pro-inflamatorias, al ser reconocido por el receptor TLR2 [317]. También
se ha visto que puede elevar los niveles de la quinasa ciclina D2, que, a su vez, media

la activacion de macrofagos [318].

Por todo lo dicho, el objetivo que pretendemos satisfacer con el desarrollo de este
capitulo es analizar el efecto inmunomodulador del betaglucano en pez cebra
infectado con SVCV, asi como su posible implicacion en el desarrollo del concepto de

inmunidad entrenada.
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implicaciones en la “inmunidad entrenada”.

RESULTADOS Y DISCUSION

Estudio del efecto in vitro de la aplicacion de betaglucanos frente a la
infeccion por el virus SVCV.

Andalisis de la respuesta inmune tras la aplicaciéon de betaglucano.

A tal efecto, desarrollamos los experimentos que se detallan en la Figura 3.1, en los
que se utiliza la linea celular de pez cebra ZF4. En este esquema experimental se
proporciona un primer estimulo con betaglucano (Zym-Bgc) a tiempo 0 y pasado 1
dia de tratatmiento se determina la variacién de la expresion de algunos genes
(interleuquinas inflamatorias: il-1b, il-6, il-8, tnf-a) y del receptor nod2. A los 7 dias
del inicio del tratamiento se aplica como segundo estimulo una infeccion con SVCV,

y nuevamente se determina la expresion de estos mismos genes.

Células ZF4

Extraccion de ARN de Extraccion de ARN de
células tratadas cony células tratadas con y
sin betaglucano. sin betaglucano.

1¢f estimulo - Tratamiento con 24 estimulo
betaglucano (10 pg/mL) Infeccion con virus SVCV.

Figura 3.1: Disefio experimental utilizado para evaluar el efecto in vitro del inmunoestimulante
betaglucano.

La linea celular ZF4 es de origen embrionario pero su validez como modelo de
estudio de respuesta inmune esta bien establecido en el campo [118, 319, 320] y es
susceptible a infecciones con rhabdovirus [184, 197]. En las células tratadas con
Zym-Bgc existe un incremento significativo de la expresion de transcritos de todos
los genes analizados (Figura 3.2) con respecto al control no infectado. De igual
forma, la posterior infecciéon con SVCV también supone un aumento en la expresion
de transcritos de todos los genes, en especial de il-8. Para todos los demas genes
analizados, la sola presencia del betaglucano ejerce un papel inmunoestimulante de
similar intensidad que la propia presencia del virus. Rieger y cols. utilizando cultivos

primarios de macréfagos extraidos de rifion de la especie Carassius auratus también
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observaron un aumento de transcritos de il-1b, il-8 y tnf-a tras el tratamiento con

betaglucano [321, 322].
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Figura 3.2: Expresion de transcritos de citoquinas en células ZF4 tratadas con Zym-Bgc (primer
estimulo) y tras un segundo estimulo de infeccién con SVCV. Se realizaron 2 experimentos con duplicados
de cada uno de ellos. Los resultados se expresaron con respecto al control (células sin tratar) y los asteriscos
indican diferencias significativas con * p<0,05, ** p<0,01 y ***p< 0,001.

Después de determinar el aumento de los niveles de transcritos de varias
interleuquinas asociados a la presencia de uno u otro estimulo, quisimos verificar el
aumento de la proteina que debe generarse a partir de dichos transcritos. Para ello
usamos técnicas de inmunofluorescencia con el anticuerpo anti-1L-1B en células ZF4
tratadas con betaglucano. En la Figura 3.3 podemos observar un incremento de los
niveles de IL-1B con posterioridad al tratamiento.

IL-1B Dapi Todo

- - - -

Figura 3.3: Fotos de inmunofluorescencia de células ZF4 tratadas con betaglucano. Se utiliza un anticuerpo
policlonal anti-II-1B.

Betaglucanos
10ug/mL
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implicaciones en la “inmunidad entrenada”.
Datos similares han sido observados tanto in vitro como in vivo en pez cebra,

determinado tanto transcritos como proteina IL-1B [93, 323, 324].

Supervivencia en células ZF4 inmunoestimuladas con betaglucano y
posteriormente infectadas con SVCV.

Para comprobar la posible proteccion del betaglucano como inmunoestimulante en
células ZF4 infectadas con SVCV llevamos a cabo un ensayo viabilidad celular (MTT).
En Figura 3.4 se muestran los resultados de este ensayo: en el panel A se muestra
que el betaglucano no presenta toxicidad hasta la dosis maxima ensayada (20
ug/mL). La infeccion con SVCV en células sin tratar con betaglucano provoca una
disminucion de aproximadamente un 30% de la supervivencia celular. Sin embargo,
las células tratadas con betaglucano recuperan la viabilidad de forma significativa
con respecto a las no tratadas. Esto sugiere que el betaglucano podria ser usado
profilacticamente frente a infecciones virales. Existen estudios en peces que ponen
de manifiesto su efecto protector frente a diversas infecciones bacterianas [325-

328].
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Figura 3.4: Viabilidad celular en células ZF4 estimuladas con betaglucano (A) y en células infectadas con
SVCV durante 24 horas que han sido previamente inmunoestimuladas con betaglucano. Los asteriscos
indican diferencias significativas respecto a células infectadas con SVCV sin betaglucano: *** p< 0,001.

Seguimiento del efecto protector del betaglucano en peces infectados
con SVCV.

En la Figura 3.5 se muestra como cambian los niveles de expresion de transcritos de
varios genes vinculados al sistema inmune innato, en respuesta a la inyeccion

intraperitoneal de betaglucano. Se puede observar que para todos los genes
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implicaciones en la “inmunidad entrenada”.
estudiados el nivel de transcritos aumenta justo inmediatamente después de la
inyeccion del betaglucano, pero no se mantiene a lo largo de las dos semanas
posteriores a la aplicacion del estimulo. En el caso de tnf-a su maximo de expresion
se alcanza a los 14 dias post tratamiento. El aumento de la expresion de transcritos
de citoquinas inflamatorias (il-1b, il-6, tnf-a) en peces tratados con betaglucanos ha
sido descrito tanto en pez cebra como en trucha, en condiciones y dosis similares a

las empleadas en este trabajo [101, 281, 315, 324].
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Figura 3.5: Expresion de transcritos de genes de citoquinas inflamatorias y estimuladores de la
respuesta de interferén en muestras de drganos de peces tratados con betaglucano a diferentes tiempos.

El comportamiento de la expresion de transcritos de los genes tirZ y nod2 en
respuesta al betaglucano fue similar al de las citoquinas (Figura 3.6). Existen
estudios que hacen referencia a la relacion existente entre nod2, tlr2 y la entrada de
betaglucanos y muestran un aumento de la expresién de transcritos de estas dos
moléculas similar alo aqui descrito; del mismo modo también observan un aumento

de las citoquinas inflamatorias [329].

204

*%

15- Figura 3.6: Expresion de transcritos de

genes de tIr2 y nod2 en muestras de drganos

10+ & tr2 de peces tratados con betaglucano a diferentes
& nod2 tiempos.

Expresion de transcritos relativa a peces control

S R R R S
148



Capitulo 3: Seguimiento del efecto del betaglucano ante la infeccién por virus SVCV del pez cebra:
implicaciones en la “inmunidad entrenada”.

Comportamiento de la supervivencia y/o proteccion del betaglucano frente a
svcv

Posteriormente se evalué la mortalidad en cada uno de los grupos experimentales.
El resultado se muestra en la Figura 3.7 en la cual se observan diferencias en los
valores de supervivencia al cabo de 8 dias post infeccion. Con respecto al grupo
control, todos los grupos mostraron un aumento significativo de la supervivencia.
Mientras que el grupo infectado con SVCV obtuvo un 20% de supervivencia, en el
grupo tratado con betaglucano obtuvo un 50 % de supervivencia. Los resultados
indican que los peces tratados con betaglucano son mas resistentes a la infeccion
con SVCV. Siendo una de las pocas evidencias de actividad antiviral por un
tratamiento previo de betaglucanos en peces. Igualmente, al determinar la carga
viral de todos los grupos se evidencié que los peces que pertenecian al grupo de
betaglucano, tenian una menor carga viral que el grupo infectado con SVCV y sin

tratar.

Es cierto que al analizar los resultados cabria pensar que quizas varias aplicaciones
de inmunoestimulantes o una dosis mayor, hubiesen logrado una mayor proteccién
frente a la infeccion viral, pero en nuestro caso solo queriamos establecer si un
compuesto, en principio de origen flingico, puede establecer en el organismo un
estado de proteccion frente a un patégeno no relacionado, como es el virus,
poniendo de manifiesto el efecto de lainmunidad entrenada. Hay trabajos realizados
con peces alimentados con betaglucanos durante dias sucesivos, en los cuales se
alcanza altos niveles de proteccion frente a infecciones bacterianas. En nuestro caso
una sola administracion inyectada de betaglucano a una dosis de 5 microgramos

ofrece un 50% de supervivencia frente a SVCV.

La proteccion de los betaglucanos frente a infecciones bacterianas, ha sido
identificada por varios autores, mostrando que mejora la supervivencia de los peces
frente a patdgenos bacterianos [315, 330-333]. Nuestros experimentos han
demostrado que la tasa de supervivencia de peces cebra infectados con SVCV
después del tratamiento con betaglucano fue mayor que la del grupo no pretratado
con betaglucano. Esto sugiere que el betaglucano tendria la capacidad de activar la

respuesta antiviral en los peces infectados.
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Figura 3.7: Determinacion del porcentaje de supervivencia y la carga viral en cada grupo utilizado en el
estudio. A) % de supervivencia en cada grupo de estudio a 8 dias post infeccién en peces inyectados con
betaglucano. B) Seguimiento de la carga viral en todos los grupos de estudio mediante qPCR con la
determinacion del gen N de SVCV. Los asteriscos indican diferencias significativas de supervivencia con respecto
al grupo de peces sin tratar *** p<0.01.

Expresion génica en peces inyectados con betaglucano.

Paralelamente a este estudio, un grupo de peces previamente inyectados con
betaglucano fue sometido a una infeccion con SVCV y se determind la expresion de
transcritos de varios genes en estos peces a diferentes tiempos, el resultado se
observa en la Figura 3.8a y b. En general, el doble estimulo hace que aumente la
expresion génica. Con lo cual el aumento de esta expresion génica podria estar dado
por la respuesta previa presentada a la presencia del betaglucano y podriamos estar
ante un ejemplo de inmunidad entrenada. Tras la administracén del betaglucano, los
primeros genes implicados son precisamente los de los receptores tipo Toll y NOD,
ambos vinculados al reconocimiento de patégenos. Tras determinar la expresion de
transcritos de tirZ2 y nod2 desencadenantes de la respuesta inmune innata,
observamos su aumento ya a los 2 dias post administracion, pero en el caso tir2 se
mantuvo incrementada a lo largo de todo el estudio; y para el gen nod2 también se
incrementa su expresidn, pero no de forma tan contundente como el tir2 (Figura
3.8a). Hay trabajos que muestran un aumento de ambas moléculas tras infecciones

con betaglucanos coincidiendo con lo aqui descrito [184, 329].
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Figura 3.8a: Expresion de transcritos de genes vinculados a inmunidad innata en peces inyectados con
betaglucano (Zym-Bgc = 5ug/pez) y posterior infeccion con SVCV. Se determiné la expresion relativa
mediante gPCR con respecto al control de peces sin tratar y utilizando un gen endégeno (Ef-1a). Se realizé un
analisis estadistico empleando un test de Tukey, y no en todos los genes se observaron diferencias significativas.
Los asteriscos indican * p<0,05.
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implicaciones en la “inmunidad entrenada”.
La il-1b, il-6 y el tnf-a son consideradas citoquinas inflamatorias que aparecen en
una respuesta temprana y que son capaces de estimular la producciéon de muchas
citoquinas [165]. En truchas por ejemplo se ha observado un aumento de estas
citoquinas durante infecciones bacterianas [334], virales [335] y de parasitos [336].
Otras citoquinas inflamatorias como es el caso de il-8 e il-10 mostraron niveles
incrementados de expresion tras la infeccién con SVCV, algo logico si tenemos en el
establecimeinto de una respuesta inflamatoria, coincidiendo con otros trabajos
publicados de infecciones con virus [315]. Otro resultado interesante que podemos
observar es el aumento de la expresion de los genes antivirales ifn-phil (Figura 3.8a)
y gig2l (Figura 3.8b), lo que podria explicar la mayor supervivencia de los peces
tratados con betaglucanos. Sugiriendo que estos peces serian capaces de orquestar

una respuesta inmune mucho mayor al ser inyectados con betaglucano.
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Figura 3.8b: Expresion de transcritos de genes vinculados a inmunidad innata en peces inyectados con
betaglucano (Zym-Bgc = 10ug/pez) y posterior infeccidon con SVCV. Continuacién de la Figura 3.8a.
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implicaciones en la “inmunidad entrenada”.

Los resultados obtenidos en este trabajo acerca del comportamiento de algunos
genes vinculados al sistema inmune innato, nos ayudarian en la comprensién de una
nueva estrategia para el control de enfermedades viricas. Estudios realizados en
peces previamente tratados con betaglucanos y posteriormente sometidos a
infecciones bacterianas, refieren una proteccion alta precisamente por el efecto de
la aplicaciéon del betaglucano [315, 332, 337, 338]. Hasta la fecha no existe
descripcion en literatura del efecto en pez cebra de un tratamiento previo con

betaglucanos y posteriormente infeccion con virus SVCV.

Precisamente al recordar los resultados obtenidos en el capitulo de epigenética,
comprobamos que los genes analizados en este apartado, resultaban activados tras
una infeccién con SVCV. Sin embargo, en esta parte del trabajo, tras revisar la
expresion génica posterior a un estimulo previo con betaglucano, y un desafio
posterior con el virus SVCV, evidencian el establecimiento de una respuesta inmune
mucho mayor. Nuestros resultados sugieren que un primer desafio con un agente de
naturaleza microbiana es capaz de desencadenar una respuesta inmune entrenada
aun mayor tras un segundo estimulo, en este caso diferente (infeccién con SVCV).
Hasta la fecha la mayoria de los estudios realizados de inmunidad entrenada hacen
referencia al uso de betaglucanos como profilacticos, que luego son capaces de
desencadenar una respuesta inmune frente infecciones bacterianas y micoéticas [82,
339], aunque existe un estudio en humanos donde se indica la inducciéon de cambios
epigenéticos por la presencia de betaglucanos [340]. Una probable explicaciéon seria
la creacion de una especie de memoria entrenada por parte del sistema inmune ante

la invasion de patogenos y las células que lo componen [74, 297, 303, 341] .
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Capitulo 3: Seguimiento del efecto del betaglucano ante la infeccién por virus SVCV del pez cebra:
implicaciones en la “inmunidad entrenada”.
e

CONCLUSIONES.

1. El estudio in vitro, realizado en células ZF4 tratadas previamente con
betaglucano, evidencié el aumento de la expresiéon de transcritos de genes
asociados con el sistema inmune innato.

2. El estudio in vivo con peces cebra tratados previamente con betaglucano y
posteriormente infectados con SVCV, evidencié que son mas resistentes a la
infeccion que los peces infectados sin tratar con betaglucano. Siendo la
primera vez que se muestra el uso de betaglucanos en la protecciéon de
infecciones posteriores con otros patogenos.

3. El aumento de la expresion de citoquinas inflamatorias y de genes
relacionados con la detecciobn de patdgenos en los peces tratados
previamente con betaglucano y posteriormente infectados con SVCV, sugiere
que podria estar mediado por la respuesta previa presentada a la presencia
del betaglucano y, de ser asi, estamos ante un ejemplo de inmunidad

entrenada.
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Discusion general

Los resultados obtenidos en cada uno de los apartados de esta memoria se han
discutido en los capitulos correspondientes, pero consideramos pertinente realizar
una discusion general, que correlacione unos con otros y aporte una vision mas

integradora del contenido de esta Memoria de Tesis.

En los dltimos afios se han incrementado el nimero de estudios que buscaban un
mejor entendimiento del desarrollo de una infecciéon viral con SVCV. Las
modificaciones epigenéticas pueden ser provocadas por patégenos y conducen a un
cambio en el patron de la transcripcion general del organismo. En el primer capitulo
exploramos la posibilidad de que la infecciéon con SVCV en el modelo del pez cebra
provocara la inducciéon de cambios epigenéticos en las histonas asociadas al ADN.
En nuestro caso dirigimos el estudio al analisis de las metilaciones de la histona H3
sobre el cuarto residuo del aminoacido lisina del extremo N terminal, que esta
estrechamente asociada con los promotores de los genes activos
transcripcionalmente [109, 153]. Se conoce que las regiones promotoras estan
situadas préximas a los sitios de inicio de la transcripcién génica, promoviendo la

transcripcion del gen en cuestion [157].

Ademas, la trimetilacion de la histona 3 se ha visto implicada en la promocién de un
aumento de la transformacién de monocitos en macro6fagos, estos ultimos
vinculados al desarrollo de una respuesta inmune innata [158, 159]. Entre los
estimulos que provoca la trimetilaciéon de la histona H3 destacan: una senal
inflamatoria a través de la via del tir4, la activacion del factor nf-kf y activacion de

los factores reguladores del interferén, entre otros [160].

Precisamente nuestro interés fundamental radicé en la identificacion, a diferentes
tiempos postinfecciéon con SVCV (1, 2 y 5 dias), de los genes que resultaron activados
de forma persistente, con atencion especial a aquellos que estuviesen asociados a la
respuesta inmune innata. Un analisis de los genes mas activos permitié identificar
los conjuntos de genes mayormente activados en cada uno de los tiempos post
infeccion evaluados, lo que nos proporcioné indicios acerca de los procesos
celulares que se disparan tras la aparicion de una infeccidon y la consecuente
elaboracion de una respuesta antiviral. Se identificaron activados los siguientes

conjuntos de genes: i) degradacion por el proteosoma; ii) genes relacionados con los
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receptores tirs; iii) genes relacionados con la cascada de citoquinas inflamatorias
incluyendo el tnf-a; iv) el conjunto de genes del interferdn; v) el conjunto de genes
de las crp, y vi) el conjunto de genes de la apoptosis. La implicacidn de todos ellos ha
sido descrita en el desarrollo de una respuesta del sistema inmune innato frente a
infecciones virales [25,27,177,179]. El reconocimiento de los elementos virales por
los PRR del huésped es esencial para la iniciacién de una respuesta inmune antiviral
innata apropiada [342-344] y la posterior activaciéon de la inmunidad adaptativa.
Este proceso conduce finalmente a la produccién de ifn tipo 1 por el organismo y de
otras moléculas inducidas por IFN y citoquinas inflamatorias, intentado asi
restringir la replicacion viral [345]. La Figura 13 muestra un esquema final que
representa cdmo interactian los genes que aparecen a lo largo de esta Memoria en
el contexto de las distintas rutas de sefializacion celular que se modulan tras la

infeccion por SVCV.

Infeccion Viral

Citoplasma

Endosoma

»
w%#—/ﬂqﬁ

[ Genes antivirales

Figura 13: Esquema de las rutas de seiializacion celular asociadas a la generacion de una respuesta
antiviral en los peces cebra infectados con SVCV. Todas las moléculas representadas aparecen en algin
apartado de la memoria.
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Otros genes que resultaron activados por la infeccién con SVCV, y no se encuentran
en los conjuntos de genes descritos anteriormente, fueron mavs, el factor 3 asociado
al receptor de tnf (traf3) y tbk1, todos ellos vinculados a la activacién del interferén
a través de la fosforilacion de los factores reguladores del interferén irf3 e irf7 [346,
347]. Todos estos genes promueven el aumento de la expresion génica de otros
genes tales como ifnphi-1, ifnphi-2, ifnphi-4, las isoformas de mx y de la proteina 2
(rsadZ?), todos ellos activados en nuestro estudio durante los primeros cinco dias
post infeccién, y que son los responsables de conferir un estado antiviral contra
SVCV [348]. Si ello se traduce en protecciéon o supervivencia del pez es dificil de
evaluar ya que los peces son sacrificados para obtener la cromatina, sin saber cuales
seran supervivientes. Sin embargo, podemos inferirlo de nuestros propios
resultados con betaglucano o de otros estudios en los que un estado de activacion

de estos genes supone una mayor supervivencia a la infeccién [81-83] (Figura 13).

En consecuencia, podemos afirmar que, tras una infeccién con SVCV, se desencadena
una reprogramacion epigenética de células del sistema inmune innato que conduce
a una activacién de la respuesta génica, y tiene como propdsito generar una
respuesta antiviral a través de la via de sefializacién de los receptores tipo Toll,
interconectandose con la cascada de inflamacién y posteriormente, con la activaciéon
de la cascada del interferén, como molécula efectora antiviral. En general, nuestros
resultados apuntan a que se trata de una respuesta rapida en la que muchos genes

alcanzan su maximo de activacion a las 24 horas post infeccidn.

Como complemento al analisis del estudio de epigenética realizamos un estudio de
protedmica de plasma de peces cebra infectados con SVCV, a los mismos dias post
infeccion que en el estudio de epigenética (1, 2 y 5 dias). Un primer analisis
numérico de las proteinas sobreexpresadas en cada tiempo nos mostré que el
numero total de proteinas disminuia con el tiempo, lo cual podria estar relacionado
con una respuesta rapida que luego no se mantiene, bien por ser una activacién
transitoria de la expresion, o bien por el deterioro del pez conforme progresa la
infeccion. En el listado de las proteinas identificadas, ademas de las normales
circulantes en plasma como hemoglobina, apolipoproteinas, o serotransferrinas
entre otras, identificamos dos proteinas predominantes en el plasma de individuos

infectados: GIG2], una proteina relacionada con la respuesta del organismo frente a
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una infeccidn, y las vitelogeninas, proteinas relacionadas con la reproduccién e
inmunidad materna, ambas. Otras proteinas detectadas a lo largo del estudio estan
relacionadas con procesos de apoptosis (anexinas y caspasas) [270, 280], asi como

con la cascada del complemento [280].

El caso de la proteina GIG2] esta considerada como una de las proteinas inducidas
por interferén y que participan en el desarrollo de una respuesta antiviral [230, 294,
295]. Esta es la primera vez que se identifica mediante protedmica en muestras de
plasma en peces cebra infectados con SVCV. Por otro lado, las vitelogeninas son
proteinas que en un principio se habia planteado que estaban relacionadas con la
inmunidad materna de transferencia, pero han salido a luz estudios que describen
su deteccion en animales machos que estan sometidos a estrés y que habitan en
aguas contaminadas con productos quimicos [276, 290]. Resulta interesante

ademas, el hecho de que las vitelogeninas sean capaces de neutralizar el IPNV [292].

Como modelo de una respuesta inespecifica mediada por el sistema inmune innato,
intentamos revisar el posible efecto de la administraciéon de betaglucano sobre la
inmunidad de peces cebra que serian posteriormente desafiados con SVCV. Los
resultados obtenidos ponen de manifiesto que un tratamiento previo promueve el
aumento de la supervivencia a una posterior infecciéon con SVCV, lo que esta
asociado a un incremento de la expresién de genes relacionados con el sistema
inmune innato. Los resultados mas interesantes de esta parte del estudio estriban
en que se obtienen expresiones incrementadas de los genes evaluados como son las
citoquinas inflamatorias (il-1b, il-6 y tnf-a) [101, 315, 324] y las moléculas de
reconocimiento de patégenos (tirZ y nod2) [48, 329] y los genes ifnphil y gig2l, en
los individuos pre-tratados con betaglucanos e infectados con SVCV, en comparacion
a los no tratados con betaglucanos. En general, el betaglucano provoca una
estimulacion por si solo y tras un segundo estimulo con SVCV se consigue mantener
incrementada la estimulacién provocada. Los altos niveles de expresion tras la
administraciéon del betaglucano de los genes analizados en esta parte del estudio han
sido descritos en otros trabajos realizados [87]. En conjunto, estos resultados nos
sugieren que podriamos estar ante un fenémeno de “inmunidad entrenada”, dado
que hay un incremento de la respuesta inmune tras la infeccién con el segundo

patégeno, en este caso SVCV. Por tanto, podriamos considerar que la administracion
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de betaglucanos como potenciador del sistema inmune de cara a incrementar la
supervivencia ante infecciones con SVCV tengan una utilidad practica en

acuicultura.

Como continuacién légica de esta linea de trabajo, nuestros pasos irfan dirigidos a
evaluar si las células del torrente sanguineo (macréfagos y monocitos) son capaces
de generar una respuesta de inmunidad entrenada. Igualmente nos planteamos
desarrollar la determinacion de la expresidn génica de gig2 en células del torrente
sanguineo, y corroborar si la respuesta de las vitelogeninas viene dada por la
presencia del virus SVCV, asi como examinar en mayor profundidad su actividad

antiviral.
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