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Resumen

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

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

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

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

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

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

necesarias para la induccion inicial de una respuesta inmune efectiva.

Ademas, en diversos estudios se ha comprobado el potencial inmunoestimulante

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

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

B-glucano experimental (-glu/Sh).



2. ANTECEDENTES
2.1. Vibriosis

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

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

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

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

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

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

parahaemolyticus utiliza oxigeno como aceptor final de electrones cuando genera



5

ATP, por lo que realiza respiracion aerobia y es clasificado en pruebas

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

2.3. Factores de virulencia y patogénesis

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

2.3.1 Adhesién

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

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

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

2.3.1.1 Factores de virulencia implicados en la vibriosis

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

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

2.3.1.2 Sistemas de secrecion tipo Il (T3SS)

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

dos T3SS que tiene V. parahaemolyticus.

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

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

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

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

2.3.1.4. Sistema de secrecion tipo -2 (T3SS2)

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

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

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

potencia.

Polar Flagellum

(Swimming)

Receptor
b for QS

\ \ Receptor

MAM 7
(Adhesion)

TLH
’ Lateral Flagella

(Swarming)

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

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

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

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

2.5 B-glucanos utilizados como inmunoestimulantes en peces

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

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

hasta invertebrados.

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

atraen y activan células.

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

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

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

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

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

sistema inmune (Saijo et al., 2007).

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

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

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

2.6.2 MINCLE

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

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

2.6.3 Receptores de reciclaje

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

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

estructura de colageno; por sus siglas en inglés).

2.6.4 TLR2

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

2.6.5 CR3

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

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

2.6.6. Lactosilceramida

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

2.7. Respuesta inmune en peces.

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

innato y adaptativo.

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

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

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

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

el bazo tiene un rol importante en la memoria inmune.

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

produccion de citocinas.
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2.8 Tejido linfoide asociado a intestino.

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

colonizacion de patégenos.

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

respuesta inmune en el intestino de los teledsteos.



19

Lamina
opria

" . 7
AMPs migT {2 Antigen uptake Macrophage IgM* cell U—']:' M cell
Y v ND in fish @ loMce

Tight juncti migh <

SkiEngien Y “* @ Commensal ‘ T cell @& ® IgT plasma cell D Goblet cell
1R \#‘R/ sigT "~ bacteria

pig

Dendritic cell ; IgT* cell @« "' IgM plasma cell & Epithelial cell
Sc plgR % slgM

Wad I

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

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

membranales (McGuckin et al., 2011). La cantidad de células globet varia en los
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intestinos de los peces segun el organismo patdgeno que infecte (Dezfuli et al.,
2012). En los peces, también es conservada la capacidad que tienen las células
globet de entregar antigenos solubles a las células dendriticas en la lamina propia,

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

2.9.1.1. Células del sistema inmune innato

2.9.1.1.1. Monocitos y macréfagos.

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

activados: innatos, clasicos, alternativos, y regulatorios.

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

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

inflamatorias.

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

macrofago anti-inflamatorio.

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

receptor de la proteina G.

2.9.1.1.2. Leucocitos polimorfonucleares

Los leucocitos polimorfonucleares (PMNs; por sus siglas en inglés) son células
que tienen su origen a partir de la linea mieloide con una estructura distinta
basada en la forma polimérfica de sus nucleos y en el numero de granulos

presentes en el citoplasma. En peces, la forma de clasificacion de las células es
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distinta ya que no necesariamente se dividen por la tincion &cido o basica, y esto
depende mucho de la especie de pez. Ademas, los diferentes tipos morfoldgicos
de granulocitos no todos estan siempre presentes en cada especie de pez. Los
neutroéfilos son el tipo predominante de leucocitos polimorfonucleares encontrados
en la mayoria de los peces, pero en algunas especies de peces teledsteos
también han sido reportados granulocitos basicos o acidos, ademas de los

neutrofilos.

2.9.1.1.2.1. Neutrofilos

Las células que son primeramente reclutadas en un proceso de inflamacién son
los neutrofilos. Son conocidos principalmente por su capacidad antimicrobiana a
través de su fuerte capacidad fagocitica y de su poder de contener trampas
nucleares extracelulares (NETs; por sus siglas en inglés) y su capacidad de
degradacion en sus granulos citoplasmaticos que contienen mediares solubles,
enzimas, péptidos antimicrobianos y moléculas con potencial REDOX. También,
poseen la capacidad de activacion y maduracién de otras células del sistema

inmune.

2.9.1.1.2.2. Eosinofilos y basdfilos

Los eosindfilos son los leucocitos PMN que retienen colorantes 4cidos tal como la
eosina. En mamiferos, estas células son las principalmente implicadas en la
destrucciéon de parasitos intracelulares y las que modulan las reacciones
inflamatorias presentes en alergias. Los eosinofilos han sido descritos en muchas
especies de peces. En la dorada, una especie estudiada en esta tesis, se ha
observado que los eosindfilos muestran una alta expresion de la molécula del
complejo mayor de histocompatibilidad Il (MHC II; por sus siglas en inglés) y de la
capacidad fagocitica, sugiriendo con esto el rol de estas células en la presentacién

de antigenos (Cuesta et al., 2006).

Por su parte, los baséfilos son un tipo de leucocito granular poco descrito en
peces, lo mas que se conoce es las caracterizaciones basadas en su morfologia y

su contenido de grandes granulos metacromaticos (Ellis, 1977).
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2.9.1.1.2.3. Mastocitos

Los mastocitos en peces tienen propiedades estructurales y funcionales similares
a las de los mastocitos en mamiferos. Los granulos de estas células contienen
fosfolipidos y mucopolisacaridos, y ademas presentan fosfatasas alcaninas y
acidas y acilsulfatasas. Estudios hechos en peces teledsteos indican que, como en
mamiferos, los precursores de mastocitos dejan el sistema hematopoyético y
entran a los tejidos por el torrente sanguineo y posteriormente ocurre la
maduracion. Posteriormente, estando en el sitio de dafio o infeccion los mastocitos
actian degranulando y posteriormente actian con inflamacién y vasodilatacién
(Dezfuli y Giari, 2008).

2.9.1.1.2.4. Células Rodlet

En teledsteos, las células Rodlet son células secretorias que estan localizadas en
el endotelio del sistema cardiovascular, el epitelio del intestino, y en otros epitelios
de muchas especies de peces. Su principal funcion es la degranulacién de
parasitos secretando sustancias que estan presentes en el citoplasma y que

contribuyen a la eliminacion de parasitos.

2.9.1.1.2.5. Células dendriticas

En peces, no ha sido identificada una publicacion bien definida de células
dendriticas (DCs; por sus siglas en inglés) con las capacidades que se tienen
identificadas en mamiferos. Sin embargo, algunos estudios recientes identifican
leucocitos con caracteristicas y funciones similares a las de las DCs. En el pez
zebra, una poblacion celular de leucocitos, con alta afinidad por la lectina
aglutinante del cacahuate y con la morfologia clasica de las DCs de mamiferos y
con funciones similares como la capacidad de fagocitosis de bacterias y activaciéon
de linfocitos T por la presentacién de antigenos fue identificada por Lugo-Villarino
et al., 2010. En trucha arcoiris, se implementd un protocolo a partir de mamiferos
de enriquecimiento de DCs a partir de tejidos de bazo y rifidn cefalico. Las células
obtenidas fueron capaces de fagocitar, tenian una morfologia parecida a las DC
clasicas y se activan a partir de TLRs. Sin embargo, es necesario profundizar mas
acerca del conocimiento de estas células. Aun no es posible diferenciarlas por

marcadores moleculares de las células B ya que ambas son consideradas
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presentadoras de antigenos profesionales y capaces de fagocitar y presentar
epitopes a través de MHC I, tal y como se realiza en mamiferos, por lo que es
necesario marcadores especificos para peces entre los receptores CD19 y
receptores como CD205 y llevar a cabo su caracterizacion completa (Johansson et
al., 2012).

2.9.1.2. Moléculas del sistema inmune innato (factores solubles)

2.9.1.2.1. Complemento

El sistema del complemento es un mecanismo antiguo del sistema inmune
presente en organismos vertebrados e invertebrados. Consta aproximadamente
de 30 proteinas, asociadas al citoplasma y la membrana citoplasmética. Tienen un
amplio rango de funciones, entre las que se incluyen la eliminacién del patégeno
invasor, respuesta inflamatoria, la limpieza de los desechos de las células y
modulacién de la respuesta inmune adaptativa. Existen tres vias de activacion de
estas moléculas: la via clasica, la via alternativa y la via lectinas. Las tres, inviuyen
un complejo de proteasas. La C3 convertasa inicia la formacion de complejos para
iniciar la degradacion y eventos de activacion de opsoninas, componentes

quimiotacticos y la activacion de C5.

La via clasica forma parte de la respuesta inmune adaptativa y requiere de
inmunocomplejos (complejos de antigeno-anticuerpo) para la activacion del
complejo C1 que junto con el complejo C2 y C4 conforman la formacién de la
proteasa C3 comvertasa. Por otro lado, la via alternativa y la via lectina pueden
activarse por la hidrolisis del complejo C3 o antigenos sin la presencia de
anticuerpos como parte de la respuesta innata. En la via alternativa, la activacion
espontdnea de C3 y su union a la superficie de los microbios conduce a la
interaccién con los factores plasméticos B y D y finalmente conducen la formacion
del complejo proteasa C3 convertasa. La via lectina, esta basado en la interaccion
de lectinas, como la unibn a manosa y ficolinas con motivos de azucar
encontrados en la superficie de los microbios activando de esta manera un
sistema de proteasas asociado a serin-proteasas que activa los componentes C2 y

C4 del complemento de una manera similar a la via clasica (Nakao et al., 2011).
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2.9.1.2.2. Lectinas

Las lectinas son carbohidratos oligoméricos unidos a proteinas caracterizados por
el reconomiento de carbohidratos con alta afinidad a moléculas de azucar. En su
gran mayoria se encuentran ubiquitinadas y esta regula la funcion en la mediacién
intereacciones célula-célula, regulacion de homeostasis y para el reconocimiento
de carbohidratos por el sistema inmune. En los peces, existe una gran diversidad
de lectinas de las cuéles han sido descritas familias como lectinas tipo C,
galectinas, pentraxinas, lectinas tipo X, calnexinas, y calreticulinas. También,
lectinas descritas por Unicamente en peces: las lectinas tipo F, lectinas con union
a ramanosa Yy las puflectinas. La expresion de estas lectinas es especifica en
diferentes tejidos lo que sugiere el distinto rol en la inmunidad innata y adaptativa
en peces (Vasta et al., 2011). Algunas lectinas se unen con ligandos exdgenos,
mientras que otras se unen a los azlcares presentes en la superficie de sus
potenciales patégenos; ademas participan en su reconocimiento y opsonizacion,
algunas lectinas juegan roles efectores adicionales como la activacion del
complemento y regulacion de las funciones inmunes. Por otro lado, algunas
lectinas en peces median procesos no inmunes a través del reconocimiento de

ligandos exogenos (Vasta et al., 2011).

2.9.1.2.4. Lisozima y proteasas

La lisozima es una enzima mucolitica que actia sobre las paredes de
peptidoglicano catalizando la hidrélisis de los enlaces entre el acido N-acetil
muramico Yy la N-acetil-D-glucosamina. Esta enzima es producida por monocitos-
macrofagos y neutrofilos. Por tanto, abunda en tejidos linfoides, en suero y moco.
La lisozima encontrada en suero ha sido identificada en practicamente todas las
especies de acuicultura y se ha demostrado su participaciéon en respuesta ante
infecciones, estrés fisioldgico y en la modulacion de la homeostasis (Fast et al.,
2002; Lie et al., 1989; Saurabh y Sahoo, 2008).

Entre los otros factores humorales esta la a-macroglobulina, que puede inhibir las
proteasas de los patégenos actuando en contra de los patégenos (Armstrong y

Quigley, 1999) y enzimas liticas como las hidrolasas y catepsinas que han sido
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descritas en peces, pero su rol en el sistema inmune ha sido poco explorado.
Estas enzimas son capaces de hidrolizar proteinas presentes en membrana de los
patdégenos, interrumpiendo asi la adhesién a tejidos y, por tanto, evitando

infecciones (Magnadotir, 2006).

2.9.1.2.5. Moco

El moco representa la interfase bioquimica entre los peces y el ambiente acuoso
externo que esta continuamente expuesto a microbios y estresores. Toda la
superficie en contacto con el ambiente externo esta cubierta por una capa mucosa
incluyendo la piel, las branquias y el intestino. La composicién, estructura y grosor
del moco puede variar dependiendo de las condiciones de ubicacién de los peces,
las condiciones fisiolégicas e inmunoldgicas. Las funciones de esta barrera
mucosa incluyen aspectos mecanicos, inmunoldgicos y fisiolégicos. EI moco es
producido por células secretorias y esta compuesto de una matrix de
glicoproteinas (mucinas) que confieren una estructura gelatinosa y contiene
diversos factores humorales del sistema inmune con actividades bactericidas y
bioestaticos contra patégenos que incluyen inmunoglobulinas, factores del
complemento, péptidos antimicrobianos, proteina C-reactiva, lectinas, lisozima,
enzimas proteoliticas, fosfatasas y esterasas (Alexander y Ingram, 1992 vy
Palaksha et al., 2008).

2.9.2 Respuesta inmune adaptativa

La respuesta inmune adaptativa basicamente en peces es similar a la de
mamiferos mediandose principalmente por los linfocitos B y T, asi como las
células NK (Natural Killer por sus siglas en inglés). En mamiferos, los linfocitos B y

T median la respuesta inmune especifica y por lo tanto una respuesta adaptativa.

Las células B expresan sus receptores de antigenos en la superficie y se
conoce como receptor de células B (BCR; por sus siglas en inglés). Estas células
secretan inmunoglobulinas (Igs) o anticuerpos; mientras que las células T
contienen el receptor de células T (TCR por sus siglas en inglés) que se une a
receptores de superficies celulares. En ambos casos, los receptores estan

compuestos por la region variable mdaltiple (V), region diversa (D) y la region de
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union (J) estos segmentos son combinados en conjunto aleatoriamente junto con
el segmento constante (C). Este receptor maduro es nombrado como receptor de
antigenos VDJC. Este proceso produce un vasto repertorio de estructuras para el

reconocimiento de antigenos en las células T y B.

2.9.2.1. Células B y anticuerpos

En peces, las células B producen 3 diferentes isotipos de Igs, los cuales son
IgM, IgD e IgT que esté ultima en el pez cebra ha sido llamada IgZ (Danilova et al.,
2005). Las inmunoglobulinas IgM e IgD son esenciales su presencia en todos los
peces teledsteos e IgT/Z solo en algunos teledsteos (Fillatreau et al., 2013). En
peces, al igual que en mamiferos, la principal funcién de las células B son la
produccion de anticuerpos y la presentacion de antigenos; y en el caso de los
peces teledsteos también incluye la activacion de la fagocitosis y capacidad
antimicrobiana (Salinas et al., 2011). Una vez que las células B son activadas por
un antigeno, parte de esta progenie se convierte en células secretoras de
anticuerpos (ASC; por sus siglas en inglés), mientras que otras se convierten en
células de memoria de medio y largo plazo. La presencia y caracteristicas de
estas células B en distintos 6rganos esta distribuida de acuerdo a las distintas
especies. Sin embargo, se conoce claramente que IgM e IgT estan presentes en
todos los tejidos mucosos e IgT se ha visto en su mayoria de las veces en las
infecciones virales o en la vacunacién con ADN. Como dato importante, en peces,
la mayoria de las células B se encuentra presente en el intestino donde la
poblacion celular es alrededor del 54.3%, seguido de la sangre, bazo y rifidn
cefalico (Zhang et al., 2010).

2.9.2.2 Células T

Las células T son caracterizadas por la presencia del receptor de células T
(TCR) para el reconocimiento de antigenos. Las células T reconocen antigenos
unicamente mediante el proceso de presentacion de antigenos por MHC 1y Il
Estas células ademas pueden clasificarse por las cadenas del receptor TCR los
cudles son ap-T y y&-T. Las células T af son catalogadas como las células T

convencionales, mientras que las céulas T yd reconocen antigenos de manera
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similar que reconocimiento de patrones y estdn mas dentro de las células de la
respuesta inmune innata, presentdndose en epitelio representando alrededor del

2% de todas las células T.

Las células T af, son dividas a su vez, como células Tc (Células T
citotdxicas) y células Th (células T helper). Las células Th son distinguidas a su
vez por la presencia de glicoproteinas en membrana en CD8 y CD4. En peces
teledsteos, han sido descritos distintos tipos de células Th, entre las que
predominan las Thl, Th2, Th1l7, Th22 y T reg (Células T reguladoras). Las células
Thl son encargadas de secretar citocinas efectoras como interferén gamma (IFN-
y) y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) para el control de organismos
patogenos intracelulares, asi como la produccion IL-2. Por otro lado, las células
Th2 estan relacionadas a estimulacion de células B y el control de organismos
patdgenos extracelulares a través de la secrecion de anticuerpos, produciendo IL-
4, IL-5 e IL-13. Por su parte, las células Th17 producen IL-17 junto con IL-21 e IL-
22 y se han visto envueltas en el control de infecciones bacterianas extracelulares,
asi como infecciones fungicas. Por ultimo, las células Th22 son una poblacién
recientemente descubierta y se ha observado secreta IL-22 pero no IL-17 estando
implicadas principalmente en la reparacion epidermal (Kleinewietfiell y Hafler,
2013).

2.10. ToxA como antigeno candidato a vacuna en peces

Esta toxina fue identificada en Photorhabdus luminescens, bacteria que
mantiene una relacion simbiética con nematodos entomopatogénicos (Waterfield
et al., 2005). La ToxA juega un rol importante con la Tox B, ya que se requiere que
actuen como toxina binaria y estas dos proteinas son codificadas por los genes pir
Ay pir B, y son necesarias para que exista una toxicidad en mosquitos (Blackburn
et al., 2006). Se ha observado que la patologia de la toxina PirAB (binaria) en la
larva de la polilla afecta el epitelio del intestino medio, provocando inflamacion y
desprendimiento de las membranas apicales (Ahantarig et al., 2009). En el sector
acuicola, esta toxina binaria PirAB-like se ha visto implicada en la infeccidn

causada por V. parahaemolyticus en camarones provocando la enfermedad de la
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Necrosis Aguda del Hepatopancreas. La patologia es similar a la del intestino

medio de los insectos afectados por dichas toxinas (Han et al., 2015).

Lee et al. (2015) caracterizaron estas proteinas por cristalografia y
describieron que la ToxA presentd homdlogia estructural con el dominio Ill de la
proteina Cry de Bacillus thuringiensis, relacionada con la capacidad de reconocer
receptores expuestos en membranas celulares. La funcién de este dominio
presente en la proteina Cry funciona interactuando a un receptor al azicar GalNAc
en el dominio peptidasa. El enlace con este dominio ayuda a la proteina Cry a
interactuar con el receptor caderina, el cual produce un oligbmero que provoca la
formacion del poro. Por este poro e interaccion de produce la desestabilizacion
i6nica y rompimiento del citoesqueleto celular. Esta similitud estructural de ambas
toxinas sugiere que ToxA/ToxB de manera binaria usan una estrategia parecida

para la muerte celular.

La ToxA ha sido evaluada en peces anteriormente y demostré tener un
potente efecto estimulante y protector frente a un reto bacteriano (Reyes-Becerril
et al., 2016). Los resultados de esta investigacion mostraron que los efectos son
en el sistema inmune humoral (SOD, CAT, Mieloperoxidasa y actividad anti-
proteasa) y expresion de los genes inmunoglobulina M (IgM) y IL-13 después de

un reto bacteriano frente a Vibrio parahaemolyticus.
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3. JUSTIFICACION

La vibriosis causa pérdidas millonarias a nivel mundial en acuicultura y no
existe una vacuna comercial efectiva por lo que se requieren alternativas para el
control de esta enfermedad. Entre las opciones se encuentra el antigeno ToxA y la
levadura K. lactis y sus B-glucanos que podrian fortalecer el sistema inmune y

aumentar la resistencia contra la vibriosis causada por V. parahaemolyticus.
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4. HIPOTESIS

Si la administracion de levaduras probiéticas y sus B-glucanos asi como la
ToxA confieren proteccién contra la vibriosis, entonces, K. lactis M3, sus B-
glucanos o la combinacion de B-glucanos: ToxA estimularan una respuesta
inmune y aumentaran la resistencia contra la vibriosis causada por V.
parahaemolyticus en peces.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general
Evaluar la respuesta inmune y la inmunoproteccion inducida de K. lactis M3
y sus B-glucanos en combinacién con la ToxA contra la infeccion por V.

parahemolyticus en peces.

5.2 Objetivos particulares
1. Caracterizar in vitro e in vivo el potencial probi6tico e inmunoestimulante de

K. lactis M3.

2. Evaluar in vitro e in vivo el potencial inmunoestimulante de p-glucanos de K.
lactis M3.

3. Caracterizar in silico el receptor de reconocimiento de $-glucanos, MINCLE

del huachinango (Lutjanus peru).

4. Analizar in vitro e in vivo la actividad inmunoestimulante y protectora de la

combinacion de B-glucanos de K. lactis M3 con la ToxA recombinante.

5. Analizar la respuesta inmune innata entrenada en peces por el -glucano
obtenido de K. lactis M3
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Ensayos in vitro de la levadura Kluyveromyces lactis M3
6.1.1 Cultivo de levaduras

La levadura cepa M3 identificada como Kluyveromyces lactis fue cultivada
en medio YPD liquido (peptona 20g/L, dextrosa 20g/L y extracto de levadura 10 g/
L) ademasse le agregd 1uL/mL de medio de cloranfenicol (50 mg/mL) se incubd a
las siguientes condiciones: 30°C con agitacion constante a 120 rpm durante 48
horas para obtener la biomasa fresca necesaria para los siguientes

procedimientos.

6.1.2 Tolerancia a pH

Para el ensayo de tolerancia a distintos valores de pH las levaduras
fueron inoculadas a una dilucion de 1:10 v/v en medio liquido de YPD que
estaban ajustados a distintos pH (2.5, 3.5, 4.5 y 5.5) que fue ajustado con
HCI al 2 M. Como control, se utilizdé medio YPD ajustado a pH 6.5. Los
cultivos fueron incubados a 30 °C, 120 rpm durante 30 minutos. Mas
tarde, se realizaron diluciones seriadas inoculando 100 uL de cada dilucion en
placas Petri con agar YPD por triplicado. Las placas fueron incubadas a 30

°C y se monitored el crecimiento durante 24 h.

6.1.3 Tolerancia a sales biliares

Biomasa de levadura fue ajustada a una concentracién de 1x10° células/mL en
tampén PBS. Para el ensayo de tolerancia de sales biliares, el medio YPD fue
preparado con sales biliares de dorada en una proporcion de 50% de medio YPD,
40% de PBS y 10% de bilis de dorada), posteriormente las levaduras fueron
inoculadas en un 10% y se incub6 durante 90 minutos a 29 °C con agitacion de
150 rpm. Posteriormente se realizaron diluciones (10, 102y 10%) y se incubaron

en placa durante 24 horas.

6.1.4 Tolerancia a salinidad

El crecimiento de la levadura K. lactis M3 fue evaluado en medio YPD
en presencia de distintas concentraciones de NaCl (Cloruro de Sodio; 0, 1.5, 3y
6.5 %) de acuerdo a Font de Valdez y Taranto, 2001. 5 mL de medio
YPD
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conteniendo las concentraciones de NaCl inoculado con 50 pL de cultivo primario
de levadura. Cada tubo fue incubado a 30 °C por 24, 48 y 72 horas. Se tuvieron

tubos control sin inocular como controles negativos.

6.1.5 Adhesion a intestino de dorada

Las levaduras fueron ajustados a una concentracion de 1x10° células/mL en
tampon PBS (pH 7.4) y éstas fueron marcadas con DTAF (5- (4,6-diclorotriazinil)
aminofluoresceina) de acuerdo a la técnica de Tovar et al., 2002. Para el ensayo
de la capacidad de adhesion, el intestino de dorada (Sparus aurata L.) fueron
disectados para obtener segmentos de intestino posterior. Esta seccién fue lavada
con PBS e incubada con 200 pL de levaduras etiquetadas con DTAF durante 30
minutos. Se realizaron 3 lavados con PBS de la seccion posterior a la incubacion
para remover el exceso de levadura marcada con DTAF. Luego, las secciones
fueron ensamblados en cortes frescos y montados en portaobjetos para su

visualizacion en microscopio.

6.1.6 Ensayo de hidrofobicidad y autoagregacion celular

Para la realizacion de esta técnica, se cultivo la levadura un dia antes y se ajusto
hasta una absorbancia éptima de 0.5 £ 0.02 medida tomada a 600 nm (DO inicial).
Las levaduras fueron lavadas dos veces con tampén PBS y posteriormente, 3 mL
de estas células fueron puestas en contacto con 1 mL de xileno, la suspension se
mezclé y se incubd durante 30 minutos a 29 °C hasta observar dos fases de
separacion. Se tomé la fase acuosa y se midié6 su absorbancia a 600 nm por

triplicado (DO tiempo).

% hidrofobicidad de super ficie celular = (1 — ———2) (1)
Para la técnica de autoagregacion celular, se ajusté la absorbancia 6ptima de 0.3
+ 0.02 medida tomada a 600 nm (DO inicial). las células fueron lavadas dos veces
con PBS. Posteriormente, 4.5 mL de esta solucion fueron resuspendidas con
vortex e incubadas a 4 °C por 4 h 'y 24 h. Se tomé 200 uL de suspension y se
midié la absorbancia por triplicado a 600 nm (DO tiempo). El porcentaje de

autoagregacion fue calculado de la siguiente manera:
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% de autoagregacion = (1— %} {2)

6.1.7 Actividad DPPH

La actividad captadora de radicales libres fue medida por el método de DPPH. De
forma breve, se ajusto la levadura a una densidad 6ptica de 1.0 equivalente a 1 x
10°® células/mL en buffer de PBS. Dos mililitros de levaduras intactas se afiadieron
en contacto con 2 mL de solucion de DPPH al 0.4 mM (Preparada en metanol
absoluto) y mezcladas, posteriormente se incubaron a 29 °C durante 30 minutos
en oscuridad. Después de la incubacion la reaccion fue centrifugada a 8000 xg
durante 10 minutos a 4 °C y la absorbancia del sobrenadante se ley6 por triplicado
a 517 nm. PBS mas solucién de DPPH fue utilizada como blanco y BHT como
control positivo. La capacidad captadora del radical DPPH fue reportada como:

Actividad captadora de radical DPPH = (1 = %) X 100 (3)
anco

6.1.8 Actividad ABTS”

La capacidad captadora del radical ABTS+ de las levaduras fue determinada de
acuerdo al método de Ji et al. La captacion del radical ABTS+ fue producida por el
contacto entre el reactivo ABTS con de 5.5 mM persulfato de amonio (solucién
ABTS+) y esta solucion es dejada durante toda la noche a reaccionar a
temperatura ambiente. Antes del uso de la solucion, la solucibn ABTS+ fue diluida
con agua destilada y ajustada a una absorbancia de 0.7 a 734 nm. 150 puL de
levaduras intactas en PBS fueron mezclados con 1.35 mL de solucion de ABTS+ e
incubados durante 10 min a 29 °C posteriormente, la solucion fue centrifugada a
8000 xg durante 10 minutos a 4 °C y el sobrenadante fue medido a 734 nm. PBS
mas solucion de ABTS+ fue utilizada como blanco y acido ascérbico como control

positivo. La capacidad captadora del radical ABTS+ fue reportada como:

Actividad captadora de radical ABTS = (1 - %) X 100 (4)
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6.1.9 Actividad captadora de anion superoxido

Para el ensayo de la actividad captadora el anién superoxido primeramente se
preparé un buffer con los siguientes reactivos: 50 mM de buffer fosfato sodio-
fosfato monobasico, 13 mM de metionina, 100 uM de EDTA pH 8.0, 75 uM de
NBT, 2 uM de riboflavina. Posteriormente, se puso en contacto 50 pL de células
intactas disueltas en PBS con 1 mL del tamp6n anterior. Se incub6 con luz directa
durante 10 minutos a 29 °C y posteriormente se centrifugé a 8000 xg durante 10
minutos a 4 °C se tomaron 200 pL por triplicado y se realiz6 una lectura en
espectrofotometro a 560 nm. PBS mas el tampon fue utilizado como blanco y BHA

como control positivo. La capacidad captadora del anion SO fue reportada como:

Actividad captadora del anion 50 = (1 —%) X 100 (5}

6.1.10 Ensayo de potencial reductor férrico

Para realizar el ensayo FRAP (Por sus siglas en inglés; Ferric Reducing
Antioxidant Power) se realiz6 de la siguiente manera, se preparé una solucion
FRAP con 25 mL de buffer acetato (40 mM), 2.5 mL de solucion TPTZ (10 mM) y
2.5 mL de FeCl; (20 mM), posteriormente se incub6 75 pL de células intactas
disueltas en PBS mas 1425 pL de solucion FRAP. La mezcla fue incubada en
oscuridad durante 30 minutos a 30 °C, la muestra se centrifugé a 8000 xg durante

10 minutos a 4 °C y se tomaron 200 pL de sobrenadante y se leyeron a 593 nm.

6.1.11 Perfil de &cidos grasos en K. lactis M3

Los lipidos totals fueron extraidos de K. lactis M3 de acuerdo al método de Folch
et al., 1957 y metil esteres fueron generados por transesterificacion de catélisis
acida de los lipidos totales de acuerdo a Morrison y Smith, 1964. La extraccion fue
realizada con n-hexano y las muestras fueron separadas por cromatografia de
gases (GCMS-TQ8030, Duisburg, DE). La temperatura fue programada en el
cromatografo de gases por 5 minutos a una temperatura inicial de 140 °C e

incrementos a una velocidad de 3°C/min hasta 230 °C, posteriormente este
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incremento se realiz6 a una velocidad de 2 °C/min hasta llegar a 240 °C de
temperatura por 12 minutos. El inyector y la flama de ionizacion fueron
posicionados a 260 °C. Helio fue usado como acarriador de gases a una presion
de 300 kPa, y los picos fueron identificados comparando los tiempos de retencion
con los estandares apropiados de metil esteres de acidos grasos. La

concentracion fue expresada como un porcentaje total del contenido.

6.1.12 Viabilidad celular

La viabilidad celular en leucocitos para este ensayo fue medida mediante la
técnica de MTT. Esta consistio en poner en placas de 96 pozos de fondo plano los
leucocitos a una concentracion de 1 x 10° células/mL en contacto con K. lactis M3
incubadas durante 12 h y 24 h. Posteriormente, se determiné la viabilidad de las
células usando la técnica de MTT el cuél se basa en la reduccion de la sal soluble
de tetrazolio (3-(4,5-dimetilthiazol-2-il)-2,5-difenilltetrazolio bromuro) de color
amarillo a color azul, formando un producto insoluble a causa de la succionato
dehidrogenasa mitocondrial. Después de la incubacién con la K. lactis M3 las
células fueron lavadas con PBS y se agregaron 200 uL por pozo de una solucién
de MTT (1 mg/mL). Seguido de 4 horas de incubacion, la placa fue centrifugada a
1500 rpm durante 10 minutos a 23 °C y después las células fueron lavadas de
nuevo Yy los cristales de formazan fueron solubilizados con 100 yL de DMSO. Las
placas fueron agitadas durante 5 minutos a 100 rpm en oscuridad y después la

absorbancia fue leida a 570 nm y 690 nm en un lector de microplacas.

6.2 Ensayos in vitro del B-glucano aislado de Kluyveromyces lactis M3
6.2.1 Extraccion del B-glucano.

Se parti6 de un cultivo de levaduras de acuerdo a la seccién 5.1,
posteriormente las levaduras fueron escaladas a matraces de cultivo de 3 L.
Después, fueron cosechadas en frascos de centrifuga de 250 mL, a 6000 rpm
durante 15 minutos. Después, la levadura fue liofilizada por toda la noche y el

peso seco igual a 2 g fue utilizado para partir con la extraccidén de B-glucano.

El B-glucano a partir de biomasa liofilizada se extrajo de la siguiente

manera: se agregaron 40 mL de solucién de NaOH al 3% en bafio maria a 100°C
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durante 3 h, posteriormente, los glucanos fueron mantenidos a temperatura
ambiente por una noche. Después, la suspensién se centrifugd a 8,000 rpm
durante 15 minutos para colectar el extracto insoluble y resuspenderlo en 40 mL
de solucion de NaOH al 3%, calentarlo en bafio maria a 100°C durante 3 y
mantenerlo una noche a temperatura ambiente. El material obtenido fue
resuspendido con 0.5 N de &cido acético a 75 °C por 6 horas y separado por
centrifugacion a 8,000 rpm durante 15 minutos. La fraccion final fue resuspendida
en etanol absoluto, hervida y centrifugada de nuevo. Este ultimo paso fue repetido
por 3 ocasiones. Finalmente, la fraccidn colectada fue lavada cuidadosamente con
agua destilada y liofilizada durante 48 horas. El producto final fue utilizado para

realizar los ensayos correspondientes.

6.2.2 Andlisis de Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

25 mg de B-glucano fueron disueltos en DMSO-dg y llevados a andlisis de RMN de
H. El anélisis fue corrido a 80 °C en un espectrémetro Bruker Avance 600 Mhz.
Los desplazamientos quimicos por RMN fueron referidos para el residual DMSO-
de de protdbn multiple de resonancia a 2500 ppm. El datos espectrales y
condiciones fueron las siguientes: 25 ppm de ancho espectral centrado a 5 ppm,
32768 puntos de datos, 15 s de pausa, 32 exploraciones y 0.2 Hz de apodizacion

exponencial.

6.2.3 Peso molecular

El peso molecular de B-glucano fue determinado por cromatografia de exclusion
de tamafio con dispersién de luz multi-angulo (SEC-MALS, Wyatt, Santa Barbara,
CA) con una columna de retencién (Shodex OHPAK SB804 HQ + SB 803HQ in
series, Shodex, Tokio, JP). Se utilizé estandar (P-MWBGS, Megazyme Inc.,
Chicago, USA) de 650,000 g/mol a 35,600 g/mol para calibrar el método de

determinacién del peso molecular del 3-glucano.

6.2.4 Medicion del contenido de carbohidratos
Para la realizacién de esta prueba de disolvio B-glucano aislado de Kluyveromyces
lactis M3 a una concentracion de 2.5 mg/mL fueron calentados en autoclave a 135

°C durante cuatro horas. Se tomaron muestras una hora y cuatro horas posterior y
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el sobrenadante fue filtrado a través de filtro de 0.2 um. El contenido de
carbohidratos fue determinado por el método de fenol-acido sulfirico de acuerdo
al método de Dubols et al., 1956. Por lo tanto, se afiadieron 12.5 pL de fenol (80%
peso/volumen) y se afiadié 1.5 mL de acido sulfurico concentrado a las muestras.
Después, las muestras fueron incubadas en bafio maria a 25 °C por 30 minutos.
La densidad oOptica fue medida a 490 nm. Glucosa se utiliz6 como curva estandar

de referencia.

6.2.5 Viabilidad celular

Fue realizada de acuerdo a la técnica de MTT explicada en la seccién 5.11.

6.2.6 Caracterizacion antioxidante de 3-glucano KIM3.
5.2.6.1 Determinacién de la capacidad captadora de radical H (Ensayo DPPH).

La actividad captadora de radical superéxido fue analizada de igual manera
que la seccion 5.9. El B-glucano KIM3 fue disuelto en metanol a concentraciones
de 50-300 pg/mL.

6.2.6.2 Determinacion de la capacidad captadora de radical superéxido.

La actividad captadora de radical superoxido fue analizada de igual manera
que la seccién 5.8. El B-glucano KIM3 fue disuelto en metanol a concentraciones
de 50-300 pg/mL.

6.3 Ensayo in vitro de B-glucano KIM3 en leucocitos.
6.3.1 Disefio experimental

Para este experimento, se probaron 2 dosis de (-D-glucano aislado de K.
lactis M3 y un control para evaluar la proteccion de este frente a un reto con dos
bacterias patdgenas de peces, V. parahaemolyticus y P. damseale. Se administro
en dieta 125 mg y 250 mg por kilogramo de pez diariamente a doradas durante 20
dias. Al finalizar, se extrajeron leucocitos de rifidon cefalico como se describe en la
seccién 5.2. Una concentracion final de leucocitos de 1 x 10 ° células/mL fueron
retados durante 24 horas con las bacterias V. parahaemolyticus y P. damseale a
una concentracion de 1 x 10 ° células/mL. Al finalizar ese tiempo, se realizaron los

siguientes analisis que se describen a continuacion.
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6.3.2 Viabilidad celular

La viabilidad celular fue medida por citometria de flujo, de acuerdo a la
técnica de IP (loduro de Propidio). 50 uL leucocitos fueron puestos en tubos FACS
de 5 mL y se afadieron 50 uL de loduro de Propidio (IP; 400 ug/mL; Sigma-
Aldrich) a cada tubo muestra. Los tubos fueron mezclados gentiimente y
analizados en un citrometro de flujo (FACScalibur, Becton Dickson, Madrid, Spain)
con un laser de argon ajustado a una densidad 6ptica de 488 nm. El analisis fue
llevado a cabo con una adquisibn de 5000 células a una velocidad de 300
células/s. Los datos fueron colectados por dos parametros de granularidad versus
tamafio y se midi6 el porcentaje de células tefiidas con IP estimandose con este el
porcentaje de células muertas (células fluorescentes en color rojo detectadas por
el canal FL2). Las células no tefiidas con IP (detectadas por el canal FL1) fueron

tomadas como células viables.

6.3.4 Ensayo de fagocitosis

Este estudio fue realizo por citometria de flujo. Células liofilizadas y atenuadas por
calor de S. cerevisiae cepa S288C fueron lavadas dos veces y ajustadas a una
concentracién de 10® células/mL en medio suplementado de RPMI. Las levaduras
fueron marcadas con isotiocianato de fluoresceina (FITC, por sus siglas en inglés;
a una concentracién de 5 mg/mL) a 22 °C con agitaciébn constante durante 15
minutos. Las levaduras fueron lavadas dos veces con PBS para eliminar el FITC
que se encontraba libre en la solucién. Para el ensayo de fagocitosis, 60 uL de
levaduras marcadas fueron incubados con 100 pL de leucocitos estimulados. Las
muestras fueron centrifugadas a 1500 rpm durante 5 minutos a 23 °C.
Posteriormente, se resuspendieron y se incubaron a 23 °C durante 30 minutos en
oscuridad. Al final de la incubacién, para detener la reaccién se afadié 400 uL de
PBS frio a cada reaccién. La fluorescencia de las células que no fueron
fagocitadas fueron apagadas afiadiendo 50 pyL de azul de tripan frio. Todas las
muestras fueron analizadas en un citometro FACSCalibur (Becton Dickinson) con

un laser de argén ajustado a 488 nm.
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6.3.5 Explosién respiratoria

La técnica de explosion respiratoria fue realizada de acuerdo al método de
quimioluminisencia. Brevemente, 100 uL de tampon Hanks balanceado en sales
que contenia 1 mg/mL de forbol meristato acetato (PMA) y 10* M de luminol y se
afiadieron a 100 pL de leucocitos incubados previamente a las condiciones
anteriores. Las placas fueron agitadas e inmediatamente leidas en un
quimioluminometro (BMG, FluoStar Galaxy). Las medidas fueron desarrolladas en
30 ciclos durante 2 minutos cada una. Las cinéticas de cada reaccion fueron
analizadas y el maximo de la pendiente de cada curva fue calculado. Las muestras

control contenian leucocitos que no tenian la levadura.

6.3.6 Actividad peroxidasa

El ensayo se realiz6 con leucocitos tratados con levadura atenuada a distintas
temperaturas. Posteriormente, 20 yL de leucocitos tratados se incubaron durante
10 minutos con 0.002% de CTAB (Bromuro de cetiltrimetilamonio) a 60 rpm.
Posteriormente, 100 yL de 10 mM de TMB y 5 mM de H,O, fueron afadidos y dos
minutos después la reaccién se detuvo con 50 yL de 2M de acido sulfurico. La
absorbancia de las muestras se leyé a 450 nm en un lector de microplacas. Las

muestras control se utilizaron leucocitos sin levadura.

6.3.7 Oxido nitrico

La produccion de oOxido nitrico fue determinada de acuerdo a Neumann et al.,
1995. Se agregaron 100 uL de moco y fueron incubados con un volumen igual de
solucion de reactivo de Griess (1 mg/mL) en placas de 96 pozos, se mezclaron y
se incubaron en obscuridad durante 15 minutos. Se leyd la absorbancia en un

espectrofotometro de placas a una densidad Optica de 562 nm.

6.4 In vivo levadura administrada a dorada (Sparus aurata L.)
6.4.1 Cultivo de levaduras.
La levadura M3 identificada como Kluyveromyces lactis fue cultivada en

medio YPD liquido y fue crecida de acuerdo a la seccion 5.1.
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6.4.2 Elaboracion de las dietas experimentales.

Se realiz6 la elaboracion de dos dietas experimentales que fueron
elaboradas de acuerdo a Civera y Guillaume (1989). Las dietas fueron
sumplementadas con el 1.1% y 0.55% de Kluyveromyes lactis M3, asi como una
dieta control que no contenia la levadura. Pellets de comida para peces fueron
pulverizados en seco y tamizados a través de un filtro de 0.5 mm después se
afadio la levadura fresca a los porcentajes correspondientes y se afiadio agua en
un 40% del peso total de las dietas a preparar. Posteriormente, el producto fue
pasado a través de una maquina para elaborar pasta, los pellets resultantes fueron
dejados secar a temperatura ambiente durante 24 h, después los pellets fueron
tamizados a un tamafio aproximado de 2 mm. Las dietas contenian 45% de
proteina cruda, 13% de lipido, 3% de fibra cruda, 9% de cenizas y 30% de

nitrégeno.

6.4.3 Disefio experimental.

Se evaluaron dos dietas experimentales y una dieta control las cuéles
fueron administradas por via oral diariamente en un 2% del peso total de cada
pez. Para este experimento se utilizaron un total de 72 peces de dorada (Sparus
aurata) de un peso aproximado de 20 + 10 g (Figura 1). Los peces fueron
aclimatados en los tanques donde se llevd a cabo el experimento durante una
semana y fueron alimentados con dieta comercial. Cada tratamiento estuvo por
duplicado y cada tanque tenia un total de 12 peces. La temperatura del agua se
mantuvo en 25 + 2 °C, oxigeno disuelto y una salinidad de 20 ppm. Las dietas
fueron administradas diariamente durante un periodo total de 37 dias. El esquema
consistido en un muestreo al dia 15 y 30 de alimentacion de las dietas (n=6; peces
por tratamiento). El dia 31, se realizoé un reto infeccioso con la bacteria patdogena
V. parahaemolyticus a una dosis de 1 x 10 ° células/mL la cual se administré via
intraperitoneal en 10 pL de tampon de fosfatos (PBS). Posterior al reto infeccioso,

el dia 37 se realizé un muestreo final (Figura 2).
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Figura 4. Esquema del montaje de tanques para el bioensayo in vivo. Cada
tanque contenia 12 doradas, los cuales fueron alimentados con una dieta
comercial y aclimatadas una semana antes de iniciar con las dietas
experimentales.

Dia 0 Reto: V. parahaemolyticus (1 x 10 8 células/ml)
Muestreo Muestreo
| | M uelstreo

Dia 15 Dia 30 Dia 37

Figura 5. Linea del tiempo de muestreos e infeccion del ensayo de dieta de K.
lactis M3 en dorada.
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6.4.4 Obtencion de las muestras

Se tomaron tres peces de cada réplica (6 peces por tratamiento) y fueron
sacrificados a tres tiempos diferentes: dia 15, dia 30 y una semana posterior a la
infeccién con V. parahaemolyticus (dia 37). En cada muestreo, los peces fueron
anestesiados con aceite de clalvo (0.2 %) y posteriormente sacrificados de
acuerdo al codigo de ética profesional de la Universidad de Murcia. Se tomaron
muestras de moco de piel, sangre, intestino en PBS, intestino en acido fosférico
(0.1%) y para analisis de expresion de génica se tomaron muestras de bazo, rifion
cefalico, higado, intestino y piel las cuéles fueron depositadas en nitrégeno liquido

y llevadas inmediatamente a ultracongelacion (-80°C).

6.4.5 Determinacién de poblaciones celulares por la técnica de DiOCg

Leucocitos de sangre periférica de dorada se obtuvieron para la determinacién de
esta prueba. Se preparo una solucion de DiOCsg (3,3-dihexiloxacarbocianina) a una
concentracion de 500 pg/mL en etanol absoluto. Posteriormente, la solucién fue
diluida en una relacién 1:10 en buffer Hanks. 10 pL de leucocitos fueron incubados
en obscuridad por 30 minutos y mezclados con 40 pL de soluciéon DIOC6 y esto
fue examinado en un citdbmetro de flujo (FACSCalibur). Los andlisis fueron
analizados por tamafio y complejidad para crear las regiones de poblaciones

celulares.

6.4.6. Pruebas en moco.
6.4.6.1 Actividad antiproteasa.

El analisis de actividad antiproteasas se llevo de la siguiente manera: Se
preparé tripsina a una concentracion de 1mg/mL y azocaseina a una
concentracion de 1.6 mg/mL ambas disueltas en solucion amortiguadora de
fosfatos. Se preparon microtubos estériles con 10 yL de cada una de las muestras
de moco y se agregaron 30 pL de tripsina. Se tuvieron dos controles uno positivo y
otro negativo. El control positivo se preparé de la siguiente manera: 40 uL de
tripsina + 250 yL de azocaseina. El control negativo de la siguiente: 40 uL de
solucion amortiguadora de fosfatos + 250 yL de azocaseina. Posteriormente se

agregaron a las muestras los 250 uL de azocaseina. Las muestras se incubaron
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por 1 hora tapadas con aluminio en agitacion (Cada 10 minutos se agitaron) a
37°C. Posteriormente se centrifugd a 6000 xg por 5 min. Se tom6é 100 uL de
sobrenadante y se pusieron por duplicado en placa para cada muestra. Se ley6 en

espectrofotometro a 490 mn.

El % de inhibicion de tripsina se obtuvo con la siguiente férmula:

Abscontrol positive—Abs de la muestra

« 100 (6)

% de inhibicion de tripsina =
Abs control positivo

6.4.6.2 Actividad proteasa.

La actividad proteasa presente en el moco fue cuantificada utilizando la
hidrélisis de azocaseina de acuerdo con el método descrito por Ross et al., () 10
uL de las muestras de moco fueron incubadas con 100 mM de tampdn de
bicarbonato de amonio que contenia 0.7% de azocaseina durante 24 horas a
temperatura ambiente. La reaccion se detuvo afadiendo acido tricloroacético
(TCA,; por sus siglas en inglés), entonces la mezcla fue centrifugada a 10,000 rpm
durante 10 minutos. Los sobrenadantes fueron transferidos a una placa de 96
pozos y se afiadié 0.5 N de hidroxido de sodio (NaOH) y la placa se midi6é a 450
nm en un espectrometro. El control positivo fue utilizando tripsina (100% de
actividad) en lugar de moco y como control negativo utilizando tampon (0% de

actividad).

6.4.6.3 Lisozima.

De acuerdo al método descrito por Lange y Rudolph, 2005, la actividad fue
determinada en el moco de los peces estimulados con la levadura durante la dieta
experimental de la siguiente manera: en una placa de 96 pozos se agregaron 100
uL de una suspension de Micrococcus lysodeiticus (0.4 mg/mL) en PBS.
Posteriormente, se inicié la reaccion afiadiendo 100 yL de moco. La densidad
Optica fue tomada a 570 nm durante 60 minutos. Una unidad de actividad de
lisozima fue definida como una la cantidad de moco que causa el decremento en

la absorbancia de 0.001 unidades por minuto.
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6.4.6.4 Peroxidasa

El analisis de mieloperoxidasa se llevé a cabo por duplicado en placa de 96
pozos, se agregaron 10 uL de suero a cada pocillo. Mientras tanto, en un tubo
separado se agregaron 40 mL de agua destilada, 1 pastilla de sustrato TMB (Num.
de catalogo #S5814, Sigma®) y se agregd peroxido de hidrogeno al 30% de dicha
mezcla se agitdé en obscuridad hasta desvanecer completamente la pastilla y se
agregaron 50 uL a cada pocillo. Después de la conversion se paro la reaccion con

acido sulfurico 2 M (con 50 pL). Se leyo la placa a 450 nm en espectrofotometro.

6.4.6.5 Elisa para deteccion de IgM

Se cuantificd la IgM total en mucus por la técnica de ELISA indirecta. Se
realizd en placa de 96 pozos, dénde se recubrieron las placas con 100 pyL de
mucus a una dilucién 1:200 y fueron incubados toda la noche a 4°C. Después los
pozos fueron bloqueados con albumina sérica bovina (BSA; por sus siglas en
inglés) por 2 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, se agregé 100 uL de
anticuerpo policlonal IgM (Aquatic Diagnostic) a una dilucién 1:1000 a cada pozo e
incubados por 1 hora y 30 minutos a 37°C. Luego se realizaron tres lavados con
solucion amortiguadora de fosfatos-Tween 20 y se incubé con 100 pL de
anticuerpo secundario anti-raton con HRP conjugada por 1 hora y media a 37°C.
De igual forma se realizaron 3 lavados con PBS -Tween 20. Se revelo la placa en
oscuridad con TMB. La reaccioén fue detenida con 25 yL de H,SO4 2M y se midio

absorbancia a 490 nm.

6.4.6.6 Niveles lectina Con A.

Se cuantificaron los patrones de reconocimiento de azucares por un ELISA
de lectinas. Se realiz6 en placa de 96 pozos, donde se recubrieron las placas con
100 pL de moco a una dilucién 1:200 y fueron incubados toda la noche a 4°C.
Después los pozos fueron blogueados con albumina sérica bovina (BSA; por sus
siglas en inglés) por 2 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, se agrego
100 pL de lectina biotinilada Con A (Canavalina ensiformis) a una dilucion 1:100 a
cada pozo e incubados por 1 hora y 30 minutos a 37°C. Luego se realizaron tres
lavados con PBS-Tween 20 y se incubd con 100 pyL de estrectavidina con HRP

conjugada a una dilucion 1:1000 por 1 hora y media a 37°C. De igual forma se
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realizaron 3 lavados con PBS -Tween 20. Se revel6 la placa en oscuridad con
TMB. La reaccion fue detenida con 25 uL de H,SO,4 2M y se midié absorbancia a
450 nm.

6.4.6.7 Oxido nitrico.
La produccion de 6xido nitrico fue determinada de acuerdo a Neumann et

al., 1995. Se agregaron 100 pL de moco y fueron incubados con un volumen igual
de solucién de reactivo de Griess (1 mg/mL) en placas de 96 pozos, se mezclaron
y se incubaron en obscuridad durante 15 minutos. Se ley6 la absorbancia en un

espectrofotometro de placas a una densidad 6ptica de 562 nm.

6.4.6.8 Actividad bactericida

La actividad bactericida de 3 especies de Vibrio patégenas (V. angillarum,
V. harveyi y V. paraharmolyticus) fueron usadas para determinar la actividad
bactericida de muestras de moco de los peces que fueron estimulados y retados
con V. parahaemolyticus. Colonias frescas de 1-2 mm fueron diluidas en 5 mL de
medio TSB liquido y crecidas durante 24 h a 25°C con 250 rpm. Después, para
medir la actividad bactericida del moco, se procedi6 a afadir 25 pL de las
diferentes cepas de Vibrios fue incubada con 100 pL de moco durante 5 horas a
25°C en placas de fondo conico. Posteriormente, a las placas se les afadié 20 uL
de MTT (1 mg/mL disuelto en PBS) y se incub6 durante 20 minutos. Después, las
placas fueron centrifugadas a 2000 rpm durante 10 minutos. Después se descartd
el sobrenadante y se afiadieron 100 uL de DMSO y el sobrenadante se transfirio a
una placa de fondo plano. La densidad o6ptica de las placas de fondo plano fue
leida a 620 nm y 520 nm. Muestras sin moco fueron utilizadas como control

positivo (100 % de crecimiento de las bacterias y 0 % de actividad bactericida).

6.4.7 Pruebas en suero.
6.4.7.1 Elisa para deteccién de IgM

Para esta técnica se utilizo el suero de doradas estimuladas con las dietas
experimentales diluido a una concentracion 1:500 en buffer de carbonatos, pH 9.6.

Posteriormente, se utilizoé la misma metodologia de la referencia no.
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6.4.7.2 Elisa para deteccion de lectina

De la misma forma, para esta técnica se utilizd el suero de doradas
estimuladas con las dietas experimentales diluido a una concentracion 1:500 en
buffer de carbonatos, pH 9.6. Posteriormente, se utilizdé la misma metodologia de

la referencia anterior.

6.4.7.3 Oxido nitrico.
Se realizé de la misma manera ya descrita.

6.5 Ensayo In vivo de B-glucano aislado de K. lactis M3 administrado en dieta.
6.5.1 Ensayo de fagocitosis

Este estudio fue realizo por citometria de flujo. Células liofilizadas y atenuadas por
calor de S. cerevisiae cepa S288C fueron lavadas dos veces y ajustadas a una
concentracién de 10® células/mL en medio suplementado de RPMI. Las levaduras
fueron marcadas con isotiocianato de fluoresceina (FITC, por sus siglas en inglés;
a una concentracion de 5 mg/mL) a 22 °C con agitacion constante durante 15
minutos. Las levaduras fueron lavadas dos veces con PBS para eliminar el FITC
que se encontraba libre en la solucidon. Para el ensayo de fagocitosis, 60 yL de
levaduras marcadas fueron incubados con 100 uL de leucocitos estimulados. Las
muestras fueron centrifugadas a 1500 rpm durante 5 minutos a 23 °C.
Posteriormente, se resuspendieron y se incubaron a 23 °C durante 30 minutos en
oscuridad. Al final de la incubacién, para detener la reaccién se afiadié 400 uL de
PBS frio a cada reaccion. La fluorescencia de las células que no fueron
fagocitadas fue apagada afadiendo 50 pL de azul de tripan frio. Todas las
muestras fueron analizadas en un citbmetro FACSCalibur (Becton Dickinson) con

un laser de argén ajustado a 488 nm.

6.5.2 Explosion respiratoria de leucocitos aislados de rifién cefalico

La técnica de explosion respiratoria fue realizada de acuerdo al método de
quimioluminisencia. Brevemente, 100 pyL de tampon Hanks balanceado en sales
que contenfa 1 mg/mL de forbol meristato acetato (PMA) y 10 M de luminol y se
afiadieron a 100 pL de leucocitos incubados previamente a las condiciones

anteriores. Las placas fueron agitadas e inmediatamente leidas en un



49

guimioluminometro (BMG, FluoStar Galaxy). Las medidas fueron desarrolladas en
30 ciclos durante 2 minutos cada una. Las cinéticas de cada reaccion fueron
analizadas y el maximo de la pendiente de cada curva fue calculado. Las muestras

control contenian leucocitos que no tenian la levadura.

6.5.3 Actividad peroxidasa
El ensayo se realizé con leucocitos tratados con levadura atenuada a distintas

temperaturas. El ensayo se realiz6 igual que en la seccidn anterior.

6.6 Ensayo ToxA+ B-D-glucano de S. halophilus 4N16
6.6.1 Extraccion de leucocitos.

Se aislo leucocitos de rifion cefélico de juveniles sanos de huachinango
bajo condiciones estériles. Se tamizé el rifndn cefalico en tamices de 40 um con
medio RPMI-1640 con 3% de heparina. Posteriormente los leucocitos fueron
centrifugados a 1500 rpm a 23 °C. Se descartd el sobrenadante y se agrego6 10
mL de medio RMPI-1640 suplementado con SFB 10%. Se hicieron dos lavados de
las células y al final se hizo un tratamiento con solucion ACK (Cloruro de amonio
mas Tris-HCI) para lisar los globulos rojos que pudieran quedar. Se ajusto la
concentracién celular a 1 x10 ® células/mL y se procedié a repartir 1 mL de las

células en cajas de 24 pozos para agregar los siguientes tratamientos:
1. 5 ug/mL de ToxA + 20 pg/mL de B-glucano 4N16

2.5 yg/mL de ToxA

3. 20 pg/mL de B-glucano

4. Leucocitos sin estimulo (Control)

6.6.2 Actividad fagocitica

La fagocitosis de Saccharomyces cerevisiae (cepa S288C) fue estudiada
después de la estimulacion de leucocitos de rifion cefalico con ToxA (5 pg/mL) +
B-glucano (20 ug/mL) y analizada en un citémetro de flujo (S3e Cell Sorter, Bio-

Rad, Hercules, CA, USA). El ensayo se realizé como en la seccién anterior.
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6.6.3 Ensayo NBT

La explosion respiratoria de leucocitos fue medida como la produccién de
intermediarios de especies reactivas de oxigeno usando la reduccion del azul nitro
tetrazolio (NBT). Se agregaron 100 pL de leucocitos y fueron incubados con
solucién NBT (1 mg/mL) en obscuridad por 2 horas, lavadas e incubadas por 10
minutos con metanol al 70%, después se lavaron y resuspendieron en 2 M KOH-

DMSO. La densidad 6ptica fue leida a 655 nm en un lector de microplaca.

6.6.4 Oxido nitrico
La produccién de oxido nitrico en leucocitos estimulados fue determinada

por la reaccion de Griess la reaccion se realizé como en la seccion anterior.

6.6.5 Actividad peroxidasa

La actividad de la peroxidasa en leucocitos fue determinada. 20 pL de
leucocitos estimulados fueron incubados con 100 yL de 20 mM de TMB y 5 mM de
H,O,. Ambos reactivos y sustratos fueron preparados en el mismo dia. La reaccion
fue parada con 50 pL de 2 M de &cido sulfurico después de 2 minutos y se leyo la

absorbancia a 450 nm.

6.6.6Actividad antioxidante.
6.6.6.1Superoéxido Dismutasa.

La actividad de superéxido dismutasa fue medida en los leucocitos de rifion
cafalico estimulados con ToxA + B-glucano por el porcentaje de inhibicion de la
reaccion enzimatica de la xantina oxidasa con el colorante cloruro de tetrazolio
usando el KIT de ensayo de SOD (Sigma, 19160) de acuerdo con las condiciones
de manufactura. Después de 20 minutos incubados a 37 ° C, al final de la
reaccion, la absorbancia fue medida a 490 nm. La actividad de SOD fue

expresada en porcentaje de inhibicién.

6.6.6.2 Catalasa.

La actividad de catalasa, fue realizada por el método de Clairborne, se
desarrolld de la siguiente manera. El analisis de catalasa se siguié de la siguiente

manera. Primeramente, se agregaron 25 pl de “buffer assay diluted” (el cual
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estaba preparado con 2 ml de buffer de fosfatos de potasio 100mM y 18 ml de
agua grado HPLC), 25 pl de metanol y 5 pl de peroxido de hidrogeno diluido
(30%). A cada pocillo se realizd la mezcla y se agregaron 50 pyl de muestra, se
incubd en movimiento por 20 min a T.A. Posteriormente se termind la reaccion
agregaron 25 ul de hidréxido de potasio 10 M y 50 pl de reactivo de purpald. Se
cubrié la placa con aluminio y se incubd por 10 min en agitacion. Posteriormente
se agrego 25 ul de periodato de potasio 192 mM se incubd por 5 min en agitaciéon
a temperatura ambiente (25 °C) con agitacion y se leyé en espectrofotometro a
655 nm.

6.6.7 Expresion de genes.

Para la expresion de genes se realizdé una extraccion de ARN total con el
reactivo de TRIzol (Life Technologies), siguiendo las instrucciones de
manufactura. Las muestras fueron tratadas con DNAsa | (1 U/mg) y se incubo por
10 minutos a temperatura ambiente, posteriormente la reaccion se pard la
reaccion a 70 °C con EDTA. Se sintetizé el cDNA con Oligo-dT (18) a partir de 1
mg de ARN total a 50 °C por 50 minutos. EI PCR en tiempo real fue hecho para
analizar los niveles de expresion de genes. Cada tratamiento se desarroll6 por
triplicado. Las condiciones se PCR fueron las siguientes, primeramente, se
incubaron las reacciones a 98 °C por 30 segundos, 60 °C por 10 segundos. La
especificidad de los productos de la reaccion fue analizada por la disociaciéon de la
curva melt. La expresion relativa de los productos fue normalizada con el gen de

referencia (EF-1a).

6.6.8 Caracterizacion de MINCLE.

Se realizo la caracterizacion del gen CLEC4E o MINCLE (Por sus siglas en
inglés; Receptor tipo lectina de macréfagos inducible por Ca®*) a partir de un
transcriptoma generado de ARN total de rifion cefélico en huachinango (Lutjanus
peru). La secuencia fue identificada en el transcriptoma y se desarrollaron primers
especificos forward y reverso complementario dentro del marco de lectura abierto
(por sus siglas en inglés, ORF). La identidad y similaridad fue comparado con

varias secuencias de MINCLE descrita en otros peces disponibles en la base de
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datos GenBank. Posteriormente, el punto isoeléctrico y el peso molecular de
MINCLE fueron predichos por la herramienta en linea, EXPASY

(http://www.expasy.org/). Los dominios y motivos presentes en la proteina fueron

presentados por el programa SMART (http://smart.embl-heidelberg.de/ ). Ademas

se realiz6 un alineamiento multilple en el servidor en linea ClustalW

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) y se obtuvo el arbol filogenético

respectivo con el programa MEGA version 5.0.

6.7 Ensayo Inmunidad Innata Entrenada

Para el ensayo de inmunidad innata entrenada se realizé un aislamiento de
leucocitos de bazo como se describié en la seccion 5.6.1. Posteriormente, los
leucocitos a la concentracion celular de 1 x10 ® células/mL se repartieron (1 mL)

en cajas de 24 pozos y se agregaron los siguientes tratamientos:
1.8G-KIM3 (20 pg/mL)
2.3G-KIM3 (40 pg/mL)
3.8G-KIM3 (60 pug/mL)

4.3-glucano (B-D-Glucan from Barley; Sigma-Aldrich ®) comercial aislado

de S. cerevisiae (20 pyg/mL)

5. B-glucano (B-D-Glucan from Barley; Sigma-Aldrich ®) comercial aislado

de S. cerevisiae (40 pg/mL)

6. B-glucano (B-D-Glucan from Barley; Sigma-Aldrich ®) comercial aislado

de S. cerevisiae (60 pg/mL)
7. Leucocitos sin estimulo (Control).

6.7.1 Peroxidacion de lipidos (Dafio celular)

El ensayo de peroxidacién de lipidos se llevdo acabo de acuerdo a la
metodologia del reactivo FOX (Nourooj-Jadeh et al., 1996.). Se preparo el reactivo
FOX con los siguientes elementos: 250 uM de sulfato de amonio, 100 uM de
Naranja de xilenol, 25 mM H,SO,y 4 mM BHT (disuelto en 90% de metanol). Esta

solucion tiene una duracién aproximada de un mes. De manera general, 90 pL de


http://www.expasy.org/
http://smart.embl-heidelberg.de/
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
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leucocitos a una concentracién de 1 x 10° células/mL por tratamiento fueron
utilizados y se agreg6 10 uL de TPP (Trifenilfosfina) en metanol en el caso de las
muestras a analizar. Las muestras son analizadas cuando son incubadas 30
minutos a TA. Después se afladen 900 pyL de reactivo FOX. Las muestras son
centrifugadas a 12,000 x g por 10 minutos, se determina absorbancia a 560 nm.

Metanol fue utilizado como blanco.

" j g Abs control-Abs muestra
U de peroxidacion = +100 (?)
Abs control

6.7.2 Pardmetros del sistema inmune innato.
6.7.2.1 Actividad fagocitica

El ensayo de fagocitosis fue medido de acuerdo a la técnica de rojo neutro.
Para medir la habilidad fagocitica de los leucocitos, se realizdé el estimulo, 24
horas después el medido fue removido de la placa y 0.1% (peso/volumen) de rojo
neutro en medio RPMI-1640 sin rojo fenol fue afiadido a cada pozo e incubado
durante 4 horas. Después de 3 lavados con PBS estéril, 100 uL de solucion de
lisis celular (&cido acético/etanol = 1:1, v/v) fue afadido a cada pozo e incubado
durante 1 hora a 4°C. Después la absorbancia fue medida a 540 nm en un lector
de placa. El porcentaje de fagocitosis fue calculado de acuerdo a la siguiente

formula:

0% de fﬂgﬂfifﬂﬁff i Abs control-Abs musstra +100 (8)

Abs control

6.7.2.2 Ensayo NBT
La explosion respiratoria de leucocitos fue medida de la misma manera que

la citada anteriormente.

6.7.2.3 Produccion de oxido nitrico
La produccién de Oxido nitrico en leucocitos estimulados fue determinada

fue determinada de la misma manera que la citada anteriormente.

6.7.2.4 Actividad peroxidasa

La actividad de la peroxidasa en leucocitos fue determinada de la misma
manera que la citada anteriormente.
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7. RESULTADOS

7.1 Caracterizacion probidtica.

K. lactis M3 tuvo un crecimiento similar en pH 4.5 y 5.5 comparado con el pH
control (pH 6.5). En contraste, el crecimiento de la levadura se vio afectado
significativamente a pH 2.5 y 3.5 como se muestra en la Fig. 1a. Por otro lado, K.
lactis M3 crece en medio YPD suplementado con 10% de bilis de S. aurata y se
observé el mismo crecimiento comparado con el grupo control (Fig. 1b). K. lactis
M3 creci6 de manera similar que el grupo control que cuando este medio fue
suplementado con NaCl, con al 1.5% y 2.5%. Sin embargo, el crecimiento se vio
reducido al cultivarse en 4.5 0 6.5% de NaCl (Fig. 1c). Ademas, se observo que la
levadura es capaz de unirse al intestino de dorada medido por microscopia de
fluorescencia (Fig. 1d).
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Figura 6. Caracteristicas probioticas de K. lactis M3. (a) resistencia de K. lactis M3
a pH acido, (b) resistencia de K. lactis M3 a sales biliares de dorada (Sparus aurata
L), (c) resistencia de K. lactis M3 a diferentes concentraciones de sal y (d) adhesion
de K. lactis M3 marcada con fluoresceina. Las barras y cada punto representan +
DE. Las diferentes letras indican diferencias entre grupos (P<0.05).
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En la tabla 1 se muestra los resultados de superficie celular y porcentaje de
autoagregacion de K. lactis M3. Observandose que K. lactis M3 tiene un alto
porcentaje de hidrofobicidad de superficie (80.6%) y de autoagragacion 47.18% y
87.30% a las 4 y 24 h, respectivamente.

Tabla |. Hidrofobicidad de superficie celular y porcentaje de autoagregacion
encontrados para K. lactis M3.

Levadura Hidrofobicidad de Autoagregacion (%)
superficie celular (%) ah 24 h
" b
K. lactis M3 80.665 + 0.076 47178 +5519  87.303 + 0.994

La capacidad antioxidante de K. lactis M3 se muestra a continuacion. Como se
esperaba las actividades ABTS+, DPPH, y la capacidad captadora de anion
superoéxido fueron menores que el grupo control (antioxidantes comerciales). Sin
embargo, el potencial reductor férrico fue similar entre K. lactis M3 y el

antioxidante comercial (Figura 2).
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Figura 7. Actividad antioxidante de Kluyveromyces lactis M3 medido por (a) Actividad
captadora de radical ABTS, (b) Actividad captadora de radical DPPH, (c) Actividad
captadora de anion superéxido y (d) Poder reductor de férrico (Por sus siglas en inglés,
FRAP). Las barras representan la media = DE. Las letras diferentes indican diferencias
significativas entre los grupos (P <0.05).
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La viabilidad celular de los leucocitos de rifidn cefalico no se vio afectada
comparado con el grupo control al tratarlos con levaduras atenuada e 55, 60 y
65°C, respectivamente, comprobando que no existe toxicidad por parte de la

levadura a nivel in vitro.
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Figura 8. Viabilidad celular de leucocitos de rifion ceféalico de dorada (Sparus
aurata L.) estimulados con K. lactis atenuada a tres temperaturas (55 °C, 60 °C y
65 °C) determinado por la técnica de MTT. Las barras representan la media £ DE.
Las distintas letras indican diferencias significativas (P<0.05) entre grupos.

7.2 Perfiles de acidos grasos de Kluyveromyces lactis M3
El perfil de &cidos grasos de K. lactis M3 indic6 que tiene un alto contenido de

acido palmitico (16:0), palmitoleico (16:1n-7), oleico (18:1n-9), linoleico (18:2n-6) y
a-linoleico (18:3n-3). En general, la levadura muestra tener un alto porcentaje de

acidos grasos monoinsaturados (69.99%) seguido de poliinsaturados (15.58%).



Tabla Il. Composicion de &cidos grasos de Kluyveromyces lactis M3
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Saturados % Monoinsaturados % PUFA (n-6) % PUFA (n-3) %
14:0 0.415 +0.108 14:1n-5 0.159+0.044 18:2n-6 15.559+0.297 18:3n-3 1.500+0.037
15:0 0.131+0.024 15:1n-5 0.000+0.000 18:3n-6 0.018+0.018 18:4n-3 0.000+0.000
16:0 9.594+0.534 16:1n-7 34.214+0.065 20:2n-6 0.000+0.000 20:3n-3 0.021+0.021
18:0 2.290+0.113 18:1n-9 33.354+0.502 20:3n-6 0.000+0.000 20:5n-3 0.041+0.041
20:0 0.179+0.008 18:1n-7 0.981+0.058 20:4n-6 0.000+0.000 22:5n-3 0.000+0.000
22:0 0.250+0.019 20:1n-9 0.277+0.014 22:2n-6 0.000+0.000 22:6n-3 0.000+0.000
22:1n-9 0.000+0.000 22:4n-6 0.000+0.000
24:1n-9 1.009+0.210
Total 12.862+0.777 Total 60.096:0.523 CIPUFA 1o rgi0gs  TOtAl ) pesi0.034
saturados monoinsaturados n-6 PUFA n-3
Total PUFA 17.141+0.284
n-3/n-6 0.100+0.003
Lipidos 4 34440.002

totales
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7.3 Caracterizacion del p-glucano obtenido de K. lactis M3 (BG-KIM3)
El B-glucano obtenido de K. lactis M3 (BG-KIM3) fue caracterizado por RMN

de H; mostrando tener picos caracteristicos de los B-D-glucanos en 5.2, 4.3y 3.5
correspondientes a enlaces B-1,3; 1-6. Por otro lado, el peso molecular de éste fue
determinado por cromatografia de exclusién de tamafo, obteniéndose un -
glucano de alto peso molecular (26,840.61 kDa). Por otro lado, el espectro de
FTIR confirma la presencia de grupos carbonilos y enlaces carbono-hidrogeno

caracteristicos de los B-glucanos (Figura 5).

La concentracion de enlaces B-1,3; 1-6 también fue medida por la técnica
de rojo Congo, mostrando una aproximacion de mas de 50% de enlaces en esta
conformacion. El contenido de glucosa muestra un crecimiento conforme el paso
del tiempo, comprobando la presencia de este componente en el 3-KIM3 (Figura
6).

La actividad DPPH de BG-KIM3 mostré tener diferencias significativas
respecto al control postivo en las primeras concentraciones (100 y 200 upg/mL).
Posteriormente, la capacidad captadora de anion superdxido fue medida
encontrandose un patrén similar al control positivo BHA, mostrando diferencias
significativas en la concentracion de 100 ug/mL. De igual manera, la capacidad
captadora de anién hidroxilo fue similar a la del grupo control BHT, sin mostrar
diferencias significativas respecto al grupo control, pero si un crecimiento de la
capacidad captadora conforme incrementaba la concentracion de BG-KIM3 (Figura
7). El porcentaje reductor férrico de BG-KIM3 muestra diferencias significativas en
las dosis mas altas 400 y 500 ug/mL. Por otro lado, la actividad ABTS" también
muestra un patron de incremento conforme aumenta la dosis, con diferencias

significativas en las tres ultimas dosis (Figura 8).
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Figura 9. Espectros de H' RMN y FTIR de las regiones correspondientes de enlaces B-D-
glucosidicos. Este B-glucano fue disuelto en DMSO-ds a 80 °C. En la figura superior se
indica el peso molecular en kDa para el B-glucano de K. lactis M3 (B-KIM3).
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Figura 10. a) Porcentaje de enlaces B-1-3;1-6 de B-KIM3 medido por rojo Congo
(Laminarina es usado como control positivo). b) Contenido de carbohidratos de -
KIM3 medido por el método de fenol/acido sulfarico usando como curva estandar
glucosa. Las barras representan la media + DE. Las diferentes letras indicant
diferencias significativas entre grupos (P<0.05).



a 120 e ppimz
5’8 100 { =<°®-= BHT =
T S
o 80 - /é'
() ’
S V4
S 604 * _% i ]
= Le o
3 40 - _--"
W
20 7 ',
b) 0
S 120 1 —o—p-D-KIM3
o 100 4 <~ BHA
[9p]
©
5 80 -
©
©
2 60 -
(]
& 40 -
je
=
8 20 -
<
c) 0
o 100 1 —e—p-D-KIM3
< —o— BHT
T 80 A
o
©
S 60 A
©
5|
& 40 -
o
3
T 20 -
=
3
< 0
0 100 200 300 400 500 600

Concentracion (pug/mL)

Figura 11. Capacidad antioxidante de 3-KIM3. (a) Actividad DPPH usando BHT
control positivo. (b) Actividad captadora SO- usando BHA como control positivo.
(c) Actividad captadora OH- usando BHT como control positivo. Las barras
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significativas entre grupos (P<0.05).
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Figura 12. (a) Poder reductor férrico antioxidante y (b) actividad ABTS"
de B-D-KIM3. TROLOX y acido ascorbico fueron utilizados como curvas
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(P <0.05).
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7.4 Viabilidad celular de B-KIM3 en leucocitos de rifién cefalico de dorada.
La viabilidad de leucocitos de rifion cefélico se evalué ante la exposicion de (-

KIM3 en tres dosis distintas. Ninguna de las dosis mostro tener efecto citotoxico ya
que comparado con el control DMSO (agente citotoxico) se observo diferencias

significativas. Comparado con el control de leucocitos sin tratar la viabilidad fue

similar.
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Figura 13. Viabilidad celular de leucocitos de rifidn cefalico de dorada (Sparus
aurata L.) estimulados con B-glucano aislado de K. lactis M3 evaluado en tres
dosis distintas (20, 40 y 60 ug/mL) determinado por la técnica de MTT. Las barras
representan la media = DE. Las distintas letras indican diferencias significativas
(P<0.05) entre grupos.
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7.5 Efecto in vitro de B-KIM3 en leucocitos de rifidn cefalico de dorada.
Mediante un analisis in vitro se observo el potencial inmunoestimulante de -KIM3

después de alimentar doradas durante 20 dias en combinacién con la dieta. Se
observd que la viabilidad celular no fue afectada y que después de un reto
bacteriano con dos bacterias patégenas (Figura 10). En contraste con esto, el -
KIM3 fue capaz de activar el estallido respiratorio, asi como la habilidad fagocitica
en ambas dosis (125 y 250 mg) antes y después del rato bacteriano (Figura 11)
con V. parahaemolyticus y P. damseale. Por otro lado, los niveles de 6xido nitrico
no muestran diferencias significativas, pero si un incremento después del reto
bacteriano con V. parahaemolyticus y P. damseale en ambas dosis. La actividad
MPO muestra diferencias significativas antes y después del reto en ambas dosis
(Figura 12).
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Figura 14. Viabilidad celular de leucocitos de rifion cefalico de dorada (Sparus
aurata L.) de peces alimentados con B-glucano aislado de K. lactis M3 (B-KIM3)
durante 20 dias determinado por la técnica de IP mediante citometria de flujo. Las
barras representan la media + DE. Las distintas letras indican diferencias
significativas (P<0.05) entre grupos.
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Figura 15. a) Explosion respiratoria, b) habilidad fagocitica y c) capacidad
fagocitica de leucocitos de rifidén cefalico de dorada (Sparus aurata L.) de peces
alimentados con B-glucano aislado de K. lactis M3 (B-KIM3) durante 20 dias. Las
barras representan la media + DE. Las distintas letras indican diferencias
significativas (P<0.05) entre grupos.
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Figura 16. a) Niveles de oxido nitrico y b) actividad peroxidasa de leucocitos de
rinon cefalico de dorada (Sparus aurata L.) de peces alimentados con 3-glucano
aislado de K. lactis M3 (B-KIM3) durante 20 dias. Las barras representan la media
+ DE. Las distintas letras indican diferencias significativas (P<0.05) entre grupos.
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7.6 Efecto in vivo de la alimentacion de $-KIM3 en dorada.
De manera general después de la administracion en dieta de B-KIM3 (125 mg/kg

de pez) se observan diferencias significativas respecto al grupo control al dia 15y
el dia 30 en la habilidad fagocitica y capacidad fagocitica. De igual manera, el
estallido respiratorio muestra diferencias significativas el dia 15 y 30 de la
administracion respecto al grupo control. La actividad MPO solo se ve afectada el
dia 30 respecto al grupo control.
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Figura 17. Capacidad fagocitica de leucocitos de rifidn cefalico estimulados con 3-
glucano aislado de K. lactis M3. Las barras representan la media de los grupos *
DE. Las diferentes letras indican diferencia significativa entre grupos (P< 0.05).
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Figura 18. Habilidad fagocitica de leucocitos de rifion cefalico estimulados con (-
glucano aislado de K. lactis M3. Las barras representan la media de los grupos *
DE. Las diferentes letras indican diferencia significativa entre grupos (P< 0.05).
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Figura 19. Estallido respiratorio encontrado en de leucocitos de rifion cefalico
estimulados con B- glucano aislado de K. lactis M3. Las barras representan la
media de los grupos + DE. Las diferentes letras indican diferencia significativa
entre grupos (P< 0.05).
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Figura 20. Actividad peroxidasa de leucocitos de rifidn cefalico estimulados con (3-
glucano aislado de K. lactis M3. Las barras representan la media de los grupos *
DE. Las diferentes letras indican diferencia significativa entre grupos (P< 0.05).

7.7 Caracterizacion del receptor Mincle
La caracterizacién bioinformatica de Mincle se obtuvo a partir del cDNA, este

receptor consiste de un total de 1670 pb con un marco de lectura abierta de 1187
pb que codifican para un total de 258 aminoacidos (Fig. 14 y 15). Se calculo
también el punto isoeléctrico el cual fue de 5.27 y el peso molecular corresponde a
29.31 kDa. EIl alineamiento mdultiple que se realizd muestra que de manera
conservada existe motivos de unién a calcio (Fig. 16). También se observé que el
receptor cuenta con un dominio lectina de tipo C y una region transmembranal. El
alineamiento también mostr6 una alta similitud del 100% e identidad (81%)
comparado con otros peces teledsteos. Respecto a Homo sapiens y Mus

musculus muestra una similutud de 56% y una baja identidad de 38%.

El analisis filogenético (fig. 17) indica que esta proteina se agrupa dependiendo
del tipo de ambiente (agua marina o agua dulce). Siendo el receptor de Seriola

dumerili el méas cercano al de Lutjanus peru.
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1 aagtgagaaacgagtgttaacaagggcacgdcagcagocatgacggagygyagagasasac
M T E & R E H

g1 tacagcagootgocaggagttcacagagoagocgacacctggaggaaacagectoatoote
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121 ceasacagaaatggctoccoccagggactgaggoggggtgttgagtgtttgaggagtogggot
2 W BE N &6 5 ¢ & L R E &V E C L R § R A

181 ggoctooctgatgocttattggottititggoctocatotgogoCaacatogoactgactgtg

241 crottggttggcadgooogttocagotIttJaacctotgJactottcacot ottty
= R P VvV P L ¥V E P L D 5 5 P L G L

301 asgttagoctogotgcggagacgttacatocagotgtgogaggactacacogoccaggoy
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361 cagaactOttcadagCcadttaadoagtgogydyagtgtocotJaayytgyottocatata
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421 ggagatcagtgttaccactttagcagggacaagotggactggotgaaga gc

781 cggatctgoccagacggatgogattcagotocageotgagocctogoacagaactggaacaac
AN T [ A~ I o L 5 -

341 acatcattgtgacattaaaaaaaacsiacaactACTLgLTiCACgTgLTtgygattatagaas
801 ctacaccaaaartgtatTLiLtgtgacacacaacgcatgcAacagyacatattgTttttettt
2¢]1 ttattgaagatatagttgctgesasatctgtgoattgtgtttagatatcacttattggaat
1021 geatatotggacataasagaggcatatgagtoaasatasatiaatactaacyctassaasagy
1081 tetocatttitgcocaaacgttaatgocatgaatgoagtcactgtgtocogggogtttoggaca
1141 cgattattgtctgatttgtgoaasatcacaacgcasaactgagoctgecaaattatgtcaga
1201 agteacactgtagattttattttttacatttgttttoccattaagactaaccatgoctget
126l teototgoactocttocagacatttgagyotasatgaatgtoaataasac

Figura 21. Secuencia de aminoacidos y nucledtidos de MINCLE para
huachinango. El codén de inicio (ATG) esta subrayado, el codon de paro (TAA)
esta marcado como un guion, la sefial de poliadenilacion (aaaaaaa) esta en
negritas y los residuos de cisteina estdn marcados con C en negritas. Los
dominios transmebrana estan resaltados en color gris (residuos del 48-70) y la
region correspondiente al dominio lectina esta resaltado en color negro (residuos
del 120-251).
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Figura 22. Alineamiento multiple de aminoacidos de MINCLE. Las secuencias

homologas

fueron

determinadas con el programa CLUSTAL Omega

(https://lwww.ebi.ac.uk/Tools/msal/clustalo/).
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Figura 23. a) Diagrama mostrando la organizacién estructural de MINCLE en
Lutjanus peru. La caja de color azul corresponde al dominio estructural
transmembrana (residuos 48-70) y la caja de color rosa denota el dominio lectina
(residuos del 120-251). La figura b) corresponde a la proteina 3D predicha por el
programa Phyre 2. EI modelo fue creado con un templado de receptor manosa de
Homo sapiens con una confianza del 100 % y una cobertura del 50%.
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Figura 24. Andlisis filogenético de MINCLE en Lutjanus peru. El arbol esta basado
en un alineamiento que corresponde a la proteina completa en otras especies de
peces y como grupo externo utilizando a Mus musculus y Homo sapiens. El arbol
fue creado en el programa MEGA version 6.0 con un botstrap de 10,000. Las
distancias genéticas fueron calculadas en base a distintas proteinas (p-distancia).
La secuencia marcada con un cuadro color negro corresponde a la secuencia de

Lutjanus peru.
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7.8 Expresién génica de Mincle
La expresion relativa de Mincle en peces sanos de huachinango muestra que los

organos en los que se expresa principalmente es intestino, ojos y el rifidn cefalico.

Los dos primeros son 6rganos que se encuentran expuestos al exterior. (Fig. 18)
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Figura 25. Expresion relativa de MINCLE en huachinangos sanos. La expresion
relativa es el promedio de expresion de genes en peces sin estimular. Se utilizo
EF-1a comogen de referencia. Se analizaron las muestras por triplicado + DE.
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7.9 Parametros del sistema inmune innato de leucocitos estimulados con ToxA y
B-glu/Sh
Los leucocitos de rindn cefalico estimulados con ToxA y el B-glucano

experimental obtenido de S. halophilus 4N16 (B-glu/Sh) solo o combinado con el
antigeno vacunal no mostro tener efectos sobre la habilidad fagocitica antes o
después del reto con V. parahaemolyticus N16 comparado con el grupo control
(Fig. 19a). En contraste, la explosion respiratoria fue significativamente potenciada
en leucocitos estimulados con ToxA comparados con el grupo control (Fig. 19b).
Después del reto, la explosion respiratoria incrementd en leucocitos tratados con

ToxA sola o en combinacion con B-glu/Sh comparado con el grupo control.

Los niveles de nitritos (Fig. 20a) fue significativamente alta en leucocitos
estimulados con ToxA y B-glu/Sh asi como su combinacién comparado con el
grupo control. Después del reto, los niveles se muestran de manera similar entre
todos los grupos. La actividad de MPO (Fig. 20b) fue significativamente alta en el

tratamiento con ToxA antes del reto bacteriano comparado con el grupo control.

La actividad antioxidante de las enzimas superoxido dismutasa y catalasa
también fue medida en los leucocitos tratados. La actividad de la enzima
superoxido dismutasa fue significativamente mas alta en leucocitos tratados con
ToxA y B-glu/Sh de manera independiente, después del reto bacteriano (Fig. 21a).
La actividad de catalasa fue significativamente mayor en leucocitos tratados solo

con ToxA o B-glu/Sh antes y después del reto con 4N16.
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Figura 26. a) Capacidad fagocitica y b) explosion respiratoria encontrada en
leucocitos de rifion cefalico de huachinango estimulados con 5ToxA+BG, ToxA (5
ug mL™) and BG (B-glu/Sh; 20 ug mL™) antes y después del reto bacteriano con V.
parahaemolyticus (1 x 10® ufc mL™). Las barras representan la media + desvacion
estandar. Las diferentes letras denotan diferencias significativas entre los
tratamientos (P<0.05).
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Figura 27. a) Niveles de nitritos y b) actividad peroxidasa encontrada en leucocitos
de rifién cefalico de huachinango estimulados con 5ToxA+BG, ToxA (5 g mL™)
and BG (B-glu/Sh; 20 ug mL™) antes y después del reto bacteriano con V.
parahaemolyticus (1 x 10® ufc mL™). Las barras representan la media + desvacion
estandar. Las diferentes letras denotan diferencias significativas entre los
tratamientos (P<0.05).
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Figura 28. Actividad de a) Superdxido dismutasa y b) catalasa encontrada en
leucocitos de rifidn cefalico de huachinango estimulados con 5ToxA+BG, ToxA (5
ug mL™) and BG (B-glu/Sh; 20 ug mL™) antes y después del reto bacteriano con V.
parahaemolyticus (1 x 10® ufc mL™). Las barras representan la media + desvacion
estandar. Las diferentes letras denotan diferencias significativas entre los
tratamientos (P<0.05).
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Los transcriptos de los receptores Mincle, MARCO, TLR2 y las citocinas IL-1(3 e IL-
6 fueron evaluados en leucocitos de rifion cefélico a las 12 y 24 h después de
estimulacién con un [-glucano experimental y un reto bacteriano con V.
parahaemolyticus N16. La expresion de Mincle fue sobre expresada tras la
exposicion del B-glucano antes y después del reto bacteriano. Mientras que

MARCO y TLR2 fueron altamente sobre expresados después del reto bacteriano.

La expresion de las principales citocinas pro-inflamatorias IL-18 e IL-6 fueron
sobre expresados donde se combind al B-glucano experimental con un potencial
antigeno vacunal (ToxA). En contraste, con el B-glucano experimental solo se
sobre expresaron ambas citocinas pro-inflamatorias antes y después del reto

bacteriano.
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Figura 29. Expresion de genes medidos por gPCR en tiempo real de a) MINCLE,
b) MARCO, c) TLR2, d) IL-1B y €) IL-6 en leucocitos de rifion cefalico estimulados
con control y con 5ToxA+pG, ToxA (5 ug mL™) and BG (B-glu/Sh; 20 ug mL™)
antes y después del reto bacteriano con V. parahaemolyticus (1 x 10° ufc mL™).
Las barras representan la media £ D.E. Las diferentes letras denotan diferencias
significativas entre tratamientos (P<0.05).
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7.10 Dieta de Kluyveromyces lactis M3 a juveniles de dorada (Sparus aurata)

La viabilidad celular fue analizada en leucocitos de sangre periférica en
peces alimentados en dos dosis de K. lactis M3. Los resultados demuestran que la
viabilidad celular fue similar en ambas dietas comparadas con el grupo control.
Curiosamente la viabilidad celular en peces se observa un decremento
significativo y en los peces alimentados con las dietas, se mantiene viable (Figura
26). Las poblaciones celulares de los peces tratados con la levadura en dieta oral
mostraron tener diferencias significativas después del reto con V.
parahaemolyticus N16 en el porcentaje de monocitos (65%) y linfocitos (hasta un
12%) en ambas dosis 0.55y 1.1 % (Figura 27).

El moco de peces tratados en dieta con K. lactis M3 mostré tener
diferencias significativas en la actividad anti-proteasa al dia 15 en la dosis mas
alta. El mismo efecto se observé para la actividad proteasa (Figura 28). Por otro
lado, los niveles de Oxido nitrico y actividad peroxidasa muestran diferencias
significativas en todos los tiempos en ambos tratamientos respecto al grupo
control (Figura 29). Los niveles de concanavalina A (ConA) son estadisticamente
significativos antes y después del reto con V. parahaemolyticus N16 en la dosis de
0.55%. Por otro lado, los niveles de IgM son significativamente altos solo al dia 15
con la dosis de 0.55% (Figura 30).

La actividad bactericida en moco fue significativamente alta, en todos los
tratamientos contra tres bacterias del género de Vibrio: Vibrio parahaemolyticus
N16, V. harveyi Lg 16/00, and V. anguillarum CECT 43442 comparado con el grupo
control, al dia 15, dia 30 y esta actividad bactericida continu6é hasta después del reto
bacteriano (Figura 31).

En suero fueron analizados los parametros de ConA, IgM y o6xido nitrico.
Curiosamente, la dosis de 0.55% incrementadd los niveles de ConA en todos los
tiempos. Los niveles de IgM fueron significativamente altos sélo en el dia 15 en los
peces alimentados con 0.55% de levadura. Los niveles de nitritos, fueron
significativamente mayores en los peces alimentados con 1.1 % al dia 15 y 30 de la

administracion (Figura 32).
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Figura 30. Viabilidad celular mediante la prueba de DiOCgs en sangre total
encontradas en suero de doradas (S. aurata) estimulados con K. lactis M3 antes y
después del reto bacteriano con V. parahaemolyticus (1 x 10° ufc mL™). Las barras
representan la media + desvacién estandar. Las diferentes letras denotan
diferencias significativas entre los tratamientos (P<0.05).
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Figura 31. Poblaciones celulares determinadas por DiOCg de leucocitos aislados
de sangre periférica de dorada (Sparus aurata L.) estimulados con dos dosis de K.
lactis M3. (a) Monocitos, (b) Granulocitos, (c) Linfocitos antes y después del reto
con V. parahaemolyticus. Cada punto representa la media + DE. Las distintas
letras indican diferencias significativas (P<0.05) entre los grupos.
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Figura 32. Actividades a) antiproteasa y b) proteasa respectivamente,
encontradas en moco de doradas (S. aurata) estimulados con K. lactis M3 antes y
después del reto bacteriano con V. parahaemolyticus (1 x 10° ufc mL™). Las barras
representan la media + desviacion estdndar. Las diferentes letras denotan
diferencias significativas entre los tratamientos (p<0.05).
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Figura 33. Actividades a) niveles de nitritos y b) peroxidasa respectivamente,
encontradas en moco de doradas (S. aurata) estimulados con K. lactis M3 antes y
después del reto bacteriano con V. parahaemolyticus (1 x 10° ufc mL™). Las barras
representan la media + desviacion estandar. Las diferentes letras denotan
diferencias significativas entre los tratamientos (p<0.05).
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Figura 34. a) Lectina ConA y b) niveles de IgM respectivamente, encontradas en
moco de doradas (S. aurata) estimulados con K. lactis M3 antes y después del
reto bacteriano con V. parahaemolyticus (1 x 10° ufc mL™). Las barras representan
la media + desviacibn estandar. Las diferentes letras denotan diferencias
significativas entre los tratamientos (P<0.05).
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Figura 35. Actividad bactericida contra cepas patdgenas de Vibrio a) V.
parahaemolyticus, b) V. harveyi y c) V. angillarum respectivamente, encontradas
en moco de doradas (S. aurata) estimulados con K. lactis M3 antes y después del
reto bacteriano con V. parahaemolyticus (1 x 10° ufc mL™). Las barras representan
la media + desviacibn estandar. Las diferentes letras denotan diferencias
significativas entre los tratamientos (P<0.05).
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Figura 36. Parametros inmunes a) Lectina ConA, b) niveles de IgM en suero y ¢)
niveles de nitritos respectivamente, encontradas en suero de doradas (S. aurata)
estimulados con K. lactis M3 antes y después del reto bacteriano con V.
parahaemolyticus (1 x 10° ufc mL™). Las barras representan la media + desviacion
estandar. Las diferentes letras denotan diferencias significativas entre los
tratamientos (P<0.05).



91

7.11 Inmunidad Innata Entrenada: 3-glucano de K. lactis M3 probado en leucocitos
de bazo de Jurel (Seriola rivoliana)

La peroxidacion de lipidos es un proceso clave en muchos eventos patolégicos.
En los resultados, se observa que, respecto al control positivo, el dafio celular de
leucocitos estimulados con B-glucano de K. lactis M3 (B-KIM3) es
significativamente menor comparado con un control positivo de dafio (Leucocitos +
DMSOQO). Comparado con el grupo control (Leucocitos sin tratar) en cuanto al
porcentaje de peroxidacion lipidica no existié diferencias significativas. La grafica
se muestra en la figura 33.
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Figura 37. Hidroxiperoxidacion de leucocitos de bazo de Jurel (Seriola rivoliana)
estimulados con tres concentraciones de (B-KIM3 (20, 40 y 60 pg/mL) antes y
después del reto con LPS (100 ng/mL). Se utiliz6 como control positivo un B-
glucan de S. cerevisiae (BG-C) y DMSO como control negativo. Las barras
representan la media = la desviaciéon estandar. Las diferentes letras indican
diferencias significativas (P<0.05) entre grupos.



92

7.11.1 Pardmetros de sistema inmune innato.

La activaciéon del sistema inmune innato es un proceso clave en la defensa en los
peces. Se midié la actividad del sistema inmune innato mediante los siguientes
mecanismos: Viabilidad celular se observé que no hubo diferencias significativas
respecto al grupo control (Figura 34). Sin embargo, respecto al control DMSO si
existieron diferencias significativas. El porcentaje fagocitosis de los esplenocitos
tratados con B-KIM3 no se observaron diferencias significativas al inicio de la
estimulacion. Sin embargo, después del reto con LPS tiende a incrementarse. La
explosion respiratoria no muestra diferencias significativas entre grupos y tiempo,
solo se ve un ligero incremento en la dosis mas baja después del rato con LPS
(Figura 35). En los niveles de nitritos se observan diferencias significativas en el 3-
glucano comercial y un incremento ligero en la dosis mas baja de B-KIM3 después
del reto con LPS. La actividad de mieloperoxidasa mostré incrementarse
ligeramente en las dosis mas altas de B-KIM3, pero no existieron diferencias

significativas (Figura 36).
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Figura 38. Viabilidad celular de leucocitos de bazo de Jurel (Seriola rivoliana)
estimulados con tres concentraciones de (3-KIM3 (20, 40 y 60 pg/mL) antes y
después del reto con LPS (100 ng/mL). Se utiliz6 como control positivo un B-
glucano de S. cerevisiae (BG-C) y DMSO como control negativo. Las barras
representan la media = la desviacién estandar. Las diferentes letras indican
diferencias significativas (P<0.05) entre grupos.
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Figura 39. Fagocitosis (a) y explosion respiratoria (b) de leucocitos de bazo de
Jurel (Seriola rivoliana) estimulados con tres concentraciones de (3-KIM3 (20, 40 y
60 pg/mL) antes y después del reto con LPS (100 ng/mL). Se utilizé6 como control
positivo un B-glucan de S. cerevisiae (BG-C) y DMSO como control negativo. Las
barras representan la media * la desviacion estandar. Las diferentes letras indican
diferencias significativas (P<0.05) entre grupos.



94

25

N
o
1

15 -

10 ~

Niveles de nitritos (uM)

—— o

No retados Retados

b)

Actividad de mieloperoxidasa (U/mL)

No retados Retados
Leu Leu + 20 BG-KIM3 ELeu + 40 BG-KIM3 | eu + 60 BG-KIM3
Eleu+ 20 BG-C Eleu+40BG-C Eleu+ 60 BG-C

Figura 40. Niveles de nitritos (a) y actividad de mieloperoxidasa (b) de leucocitos
de bazo de Jurel (Seriola rivoliana) estimulados con tres concentraciones de -
KIM3 (20, 40 y 60 pg/mL) antes y después del reto con LPS (100 ng/mL). Se utilizd
como control positivo un B-glucan de S. cerevisiae (BG-C) y DMSO como control
negativo. Las barras representan la media + la desviacion estandar. Las diferentes
letras indican diferencias significativas (P<0.05) entre grupos.
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8. DISCUSION
8.1 Caracterizacion de las capacidades probioéticas de la levadura evaluado in vitro
Las levaduras probidticas son comunmente utilizadas como suplementos
alimenticios o aditivos inmunomodulatorios. K. lactis es generalmente conocido
como seguro y ha sido estudiado como hospedero de expresion de proteinas
heterélogas (Dujon et al., 2004; Liu et al., 2009). Estas propiedades bioldgicas y
biotecnolégicas hacen a K. lactis un candidato probiético o inmunoestimulante
para la produccion animal. Este estudio, prob6 los principales parametros
microbiolégicos usados para la busqueda de probioticos potenciales. K. lactis M3
fue capaz de resistir a pH de 4.5-6.5, crecer a salinidades mayores a 1.5% y su
crecimiento no se vio afectado por las sales biliares de dorada (Sparus aurata L.)
Ademas, también tuvo alto valor de hidrofobicidad (> 80%) y capacidad de alta de
autoagregacion (> 87%), atributos que indican que K. lactis M3 tiene un alto
potencial de colonizacion en el epitelio intestinal (Kaushik et al.,, 2009). Las
propiedades de mejoramiento a la salud de los probidticos estan altamente
asociadas a la adhesion al tracto intestinal (Mohanty et al., 2019). Por otro lado, la
tolerancia a las sales biliares de los peces es una caracteristica importante para
un probidtico, que favorece el crecimiento y la supervivencia en el intestino de los
peces (Balcazar et al., 2008). Fadda et al., (2018) demostraron que cepas las
diferentes cepas de K. lactis tienen diferentes propiedades probidticas, mostrando
que K. lactis KEFYRKL1 tuvo la capacidad mas alta para sobrevivir a las
condiciones gastrointestinales y a las sales biliares. Ademas, la alta hidrofobicidad
y la autoagregacion de varias cepas de K. lactis fue de 59 y 79 %,
respectivamente, resultados que son inferiores a los de K. lactis M3. Similar a
estos hallazgos, otras cepas con potencial probiético han sido reportadas,
(Kumura et al., 2004; Ceugniez et al., 2017; Gut et al., 2019). Por lo tanto, los
resultados preliminares de la busqueda in vitro son esenciales para seleccionar el

candidato ideal como probidtico.
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Los perfiles lipidicos de las levaduras son caracteristicas importantes
relacionadas con la condicion ambiental. Las membranas citoplasmaticas estan
compuestas de glicerol-esfingolipidos, ergosterol, proteinas y fosfolipidos (Sorger
y Daum 2003). Los principales &cidos grasos en levaduras incluyen al &cido
palmitico (16:0), acido palmitoleico (16:1), acido estearico (18:0), acido oleico
(18:1), acido linoleico (18:2) y acido linolenico (18:3) (Suutari y laakso, 1994). K.
lactis M3 tuvo un alto contenido en acidos grasos y fueron principalmente
monosaturados o0 acidos grasos omega-9, tales como el palmitico, palmitoleico,
oleico y linoleico. Interesantemente, la composicion de acidos grasos de
Kluyveromyces marxianus es relacionada con su termo tolerancia a altas
temperaturas, (Mejia-Barajas et al., 2018), indicando que una especie
filogéneticamente relacionada podria tener variabilidad en su composicion debido
a la respuesta al estrés inducida por condiciones térmicas. También, los
probidticos promueven la actividad antioxidante para prevenir o reducir el dafio
oxidativo causado por radicales libres, nulificando el estrés oxidativo en el

hospedero (Lima et al., 2017).

El estrés oxidativo ocurre cuando los antioxidantes, tales como las enzimas
catalasa, superoxido dismutasa y peroxidasa son insuficientes para neutralizar los
radicales libres (Halliwell y Gutteridge 1989). K. lactis M3 esta reportada en este
estudio con una alta capacidad antioxidante, especialmente el poder reductor
férrico (FRAP) cuando es comparada con un antioxidante purificado. En un estudio
previo, Ceugniez et al., (2017) observaron que K. maxianus S-02-5 tenia una alta
capacidad antioxidante y esto justifica su evaluacion como probiético. La
capacidad antioxidante de los probidticos puede resultar en su maquinaria
enzimatica, como superoxido dismutasa y catalasa (Angulo et al., 2017) o de la

produccion de metabolitos antioxidantes (Wang et al., 2017).

8.2 Caracterizacion de 3-KIM3 obtenido de K. lactis M3
La cuantificacion del contenido de [B-glucano se realiz6 mediante el

desplazamiento batocrémico de los atomos presentes en los enlaces tipo B-1,3-
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1,6, obteniendo un 50.33%. Resultados similares han sido reportados por Semedo
et al., 2015 y Angulo et al., 2018. Ademas, por H; RMN se detect6 la presencia de
enlaces [-glucosidicos, comprobandose que existian los enlaces glucosidicos
presentes en un B-glucano obtenido de una levadura (1,3-1,6) en conformacién 3,

segun diversos autores como William et al., 2015 y Mayti et al., 2015.

Por otro lado, se comprob6 que el B-glucano estd compuesto por glucosa,
mediante mediciones de concentraciones de glucosa después de su
descomposicion en monémeros. Resultados similares se observaron conun -
glucano experimental obtenido de Yarrowia lypolitica por Velazquez-Carriles et al.,
2018. En cuanto a la comprobaciéon de interacciones de enlaces que estén
presentes en los B-glucanos, se comprobod por la técnica de FTIR que existiera las
vibraciones de los enlaces existentes entre C-C (Carbono-Carbono), C-O
(Carbono-Oxigeno) y H-H (Hidrogeno-Hidrogeno) donde el espectro obtenido
mostré los picos caracteristicos de este tipo de compuestos (Laminarina, Curdlan,

Zimosan) y que el BG-KIM3 también mostro.

En cuanto a la actividad antioxidante, mediante la captacion de radicales y
aniones libres, el BG-KIM3 mostré tener alta actividad captadora de radicales
(medido mediante las técnicas de DPPH, actividad captadora de anién superoxido,
actividad captadora de OH-, ABTS+, actividad quelante de Fe*" y FRAP) incluso
superior a la de otros B-glucanos reportados (Mayti et al., 2014; Mayti et al., 2015;
Nandi et al., 2014).

8.3 Caracterizacion MINCLE.

El receptor lectina tipo C inductor de macrofagos (MINCLE; por sus siglas
en inglés) es un receptor altamente expresado en macrofagos conocido por su
habilidad en reconocer patrones presentes en levaduras u hongos, como tehalosa-
6, glicolipidos, manosa y glucanos (Ishikawa et al., 2009; Hattori et al., 2014; Wells
et al.,, 2008) a través de la sefalizacion interna en el citoplasma por ITAM y
mediadores de la ruta como Syk y la produccion de IL-6 (Matsumoto et al., 1999;
Hara et al., 2007).
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La caracterizacion del receptor MINCLE en el huachinango (LpMINCLE) ha
mostrado tener una alta relacion filogenética entre secuencias de peces y un
grupo separado con las secuencias de mamiferos. Basado en analisis
bioinforméticos LpMINCLE tiene 1670 pb con un marco de lectura de 1187 pb. La
proteina LpMINCLE consistié de dos dominios: Un dominio transmembrana (de los
residuos 48-70 aa) y un dominio tipo C-lectina (residuos del 120-251 aa) estos
resultados concuerdan con los publicados por Zoccola et al., 2017. EI dominio C-
lectina es un dominio altamente conservado en mamiferos y entre especies de
peces. Los resultados mostraron un LpMINCLE con un dominio conservado y
homoldgo con la secuencia de MINCLE de otras especies de peces tanto de agua

dulce como de agua marina.

En este estudio, ademas se evaluaron varios parametros del sistema
inmune innato de los peces relacionados al mecanismo de los glucanos con el
sistema inmune. La fagocitosis, por ejemplo, es una funcion en la cual células
como neutrofilos y macréfagos capturan patégenos y los degradan por diversos
métodos en los que se incluyen dependientes e independientes de oxigeno. Los
resultados de este estudio indican que entre una mayor concentracion de una
proteina antigénica (ToxA) combinada con un potencial estimulante, en este caso
un glucano obtenido a partir de una levadura (S. halophilus 4N16) potencial
probiotico (B-glu/Sh) incrementa la fagocitosis. Resultados similares fueron
obtenidos por Reyes-Becerril et al.,, 2018 cuando fueron estimulados leucocitos
obtenidos a partir de célula sanguineas (PBLs; por sus siglas en inglés) de
huachinango con el B-glu/Sh. Ademas, ToxA mas B-glu/Sh es capaz de

incrementar esta capacidad de fagocitosis por parte de los leucocitos.

Ademas, los B-glucanos tienen un potencial como fuente de neutralizacién
de especies reactivas de oxigeno (ROS; por sus siglas en inglés). Esta
caracteristica debe ser evaluada cuando un nuevo B-glucano es obtenido por
técnicas como la captacion de radicales libres: DPPH, captaciéon de radical

hidroxilo y captacion de radical anién superéxido. Los resultados mostrados para
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el glucano B-glu/Sh estuvieron correlacionados con los mostrados por Giese et al.,
2015 y Maity et al.,, 2017 que demuestra la capacidad de captacion cuando se
incrementa la concentraciéon de B-glu/Sh y respecto a la captacién de radical anién

superéxido demostro un potencial considerable.

Por otro lado, la explosién respiratoria es un proceso que ocurre cuando los
fagocitos comienzan con la internalizaciéon de particulas patégenas. En este caso,
la explosion respiratoria incremento en todas las dosis administradas de ToxA mas
B-glu/Sh comparado con el grupo control. De forma interesante, este efecto fue
encontrado en fagocitos de trucha y en dorada cuando fue evaluado distintos B-

glucanos sobre leucocitos en cultivo primario (Castro et al., 1999).

Como producto de la explosién respiratoria, existe el 6xido nitrico que es
producido por células fagociticas como los macréfagos tras la activacion y
degradacion de las particulas. En este caso, los niveles de nitritos incrementaron
significativamente en todos los tratamientos comparados con el grupo control
Estos resultados concuerdan con los de Cardenas-Reyna et al., 2017 cuando se

estimulo leucocitos con B-glucano de hongos.

La mieloperoxidasa o peroxidasa (PO) es una enzima secretada cuando los
neutréfilos son activados en la respuesta inmune innata. La PO utiliza el peréxido
hidrogeno y produce &cido hipocloroso que es altamente téxico cuando se
intercala en la pared celular de las bacterias patdgenas. En este caso, la PO
incrementd significativamente después del reto bacteriano con la bacteria
patdgena V. parahaemolyticus en todos los tratamientos comparados con el grupo
control. Este efecto concuerda con Reyes-Becerril et al., 2016 cuando fue

inyectado un lisado de V. parahamolyticus y ToxA a huachiangos.

En otro sentido, la CAT y SOD tienen actividades importantes en el sistema
inmune innato removiendo el exceso de radicales libres dentro de las células del
sistema inmune. Cuando leucocitos de rifién cefalico fueron estimulados con un

potencial antigeno (ToxA) mas B-glu/Sh se incremento la actividad de la enzima
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CAT en todos los tratamientos. Por otro lado, la actividad de SOD se incremento
moderadamente comparada con el grupo control. Estos resultados coinciden con
los los de Taju et al., 2017 y Bano et al., 2017, que indican cuando un estrés
oxidativo se presenta en los leucocitos, las actividades de SOD y CAT tienden a

incrementarse en la defensa celular.

Este trabajo, ademas evalué tres receptores con importancia en el
reconocimiento de B-glucanos: MINCLE, MARCO y TLR2, asi como interleucinas
que participan muy cercanamente en esta ruta: IL-1 B e IL-6. Los leucocitos
estimulados con B-glu/Sh sobreexpresaron todos los genes después del reto
bacteriano con V. parahamolyticus. Estos resultados fueron observados cuando en
leucocitos de sangre periférica de huachinangos fueron estimulados con B-glu/Sh
y retados con A. hydrophila (Reyes-Becerril et al., 2018). Curiosamente, después
del reto bacteriano los leucocitos son sobre expresado en todos los genes
analizados. Esto podria ser explicado debido a que MINCLE, MARCO y TLR2
estan implicados en el reconocimiento de B-glucano y la consecuencia de estas
rutas es la produccién de citocinas pro-inflamatorias como IL-6 y IL-1 B (Zhang et
al., 2018; Brietzke, et al., 2016).

8.4 In vivo: dieta oral con K. lactis M3 a doradas.

La seguridad de una levadura es obligada para el uso como probiético en
las granjas acuicolas. Este estudio mostré que K. lactis M3 no es citotoxica para
leucocitos de sangre periférica de dorada. Li et al., (2015) reporté que las
levaduras del género Saccharomyces no fueron citotoxicas para células Caco-2
después de 24 horas de estimulacion. Estudios similares fueron obtenidos para K.
lactis S-3-05 (Ceugniez et al, 2017). Por otra parte, los efectos
inmunoestimulatorios e inmunoprotectivos de K. lactis y K. marxianus son
elementos para considerar (Kourelis et al., 2010; Maccaferri et al., 2012; Smith et
al., 2016; Wang et al., 2017). En este estudio, se alimentd a doradas con K. lactis
M3 y tuvo un efecto bactericida en moco al dia 15 y dia 30. Una de las barreras

mas importantes en peces es el mucus que se encuentra en la piel, ya que
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contiene enzimas relacionadas al sistema inmune que ayudan en el control de
patdgenos (Subramanian et al., 2007) y en este caso, K. lactis M3 puede excluir
algunos patdgenos relacionados con la produccion de diferentes compuestos
antimicrobianos (Fadda et al., 2017). La relevancia de las propiedades probidticas
encontradas en estudio indican que K. lactis M3 induce en la suplementacion de
los peces una alta actividad bactericida contra V. parahamolyticus, V. harveyiy V.
angillarum. Interesantemente, la especificidad de niveles de lectinas en mucus
incrementa significativamente después de la suplementacién con 0.5% de dieta de
K. lactis M3. Las lectinas son proteinas con ligando de carbohidratos encontrados
intra y extracelularmente en el moco de la piel de diversos animales,
especialmente de peces. La funcién principal de las lectinas en animales es el
reconocimiento de patdgenos, aglutinacion, opsonizacion, activacion del
complemento y fagocitosis (Vasta et al., 2011). Por otra parte, este incremento en
lectina Concanavalina A (Con A) podria estar relacionada con la alta actividad
bactericida en moco en los peces alimentados con K. lactis M3. En linea con estos
resultados, otros estudios han demostrado que las dietas con levaduras pueden

potenciar la actividad bactericida en peces (Reyes-Becerril et al., 2017).

Las levaduras con propiedades probidticas pueden promover la activacion
de macrofagos y otras células como parte de su efecto de actividad
inmunoestimulante, los cuales producen citocinas e induccion de enzimas
relacionadas a la actividad inmune (Vohra et al., 2016). Los parametros
inmunoldgicos son importantes en el estatus de la salud de los peces. La actividad
fagocitica induce la produccidn de especies reactivas de oxigeno y enzimas, tales
como el 6xido nitrico y peroxidasas, respectivamente. El 6xido nitrico es un agente
antimicrobiano contra patégenos (Nablo y Chen, 2001) y la actividad de
mieloperoxidasa es crucial para la generacion del bactericida HOCI apartir de H,O,
potenciando la actividad inmune en mucosas y ayudando en el balance REDOX
(Reyes-Becerril et al., 2017). En este estudio, se observaron altos valores de 6xido

nitrico y actividad peroxidasa y fueron observados como resultados de la
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administracion de K. lactis M3. Maccaferri et al., 2012 reportaron que K. marxianus
estimula la respuesta inmune en experimentos in vitro usando células Caco-2 y
células mononucleares de sangre periférica a partir de humanos. En células
dendriticas de humanos, K. marxianus modul6é la respuesta inmune y podria
controlar la inflamacion excesiva (Smith et al., 2016). En un experimento in vivo
realizado en pollos, Wang et al., (2017) demostraron que K. marxianus incrementoé
exponencialmente los niveles de lisozima e IgG en suero a dosis de 1.0 g/kg. Por
otra parte, Kourelis et al.,, (2010) encontraron que K. lactis 630 indujo el
reclutamiento de células polimorfonucleares, la actividad fagocitica y la produccion
de citocinas en un modelo de raton. Ademas, algunos autores reportaron que los
ratones alimentados con K. lactis tuvieron una alta produccion de IgA y la
expresion de TLR en intestino delgado. Aunque ninguna cepa de K. lactis ha sido
previamente estudiada como probiético en peces, es claro que la entrega oral de
K. lactis M3 podria considerarse como una alternativa para combatir
enfermedades bacterianas e incrementar la respuesta inmune humoral en granjas

acuicolas.

8.5 In vitro: B-glucano obtenido a partir de K. lactis M3 en leucocitos de dorada.
Después de evaluarse la dieta con la levadura K. lactis M3 se hizo la
extraccion de glucano. Los leucocitos extraidos a partir de rifidn cefélico de
doradas que fueron estimulados en dieta oral por 20 dias en dos concentraciones:
125 y 250 mg diarios; asi como un reto bacteriano a los leucocitos con dos
bacterias patdogenas: V. parahaemolyticus y P. damselae. La viabilidad celular de
leucocitos de rifidn cefalico estimulados con ambas dosis de B-glucano no se vio
afectada en comparacion con el grupo control. Autores como Ulvestad et al., 2018
y Petit et al., 2019 estimulan leucocitos y macréfagos respectivamente y no
observan dafio por la administracién de un B-glucano. Ademas, después de esta
estimulacion y después del reto bacteriano con ambas bacterias patégenas no se
observa dafio, indicando que existi6 un efecto protector. Después, se midieron
parametros de explosion respiratoria y habilidad/capacidad de fagocitosis. En

explosion respiratoria, existieron diferencias significativas en ambas dosis antes y
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después del reto bacteriano. Ulvestad et al., 2018 observa un incremento similar
después de la administracion in vitro del B-glucano en el parametro de explosion
respiratoria. En relacion con la habilidad y capacidad de fagocitosis la habilidad
incrementd significativamente antes y después del reto bacteriano. En cuanto a la
capacidad de fagocitosis, este parametro solo muestra tendencia al incremento.
Garcia-Beltran et al., 2018 observa un incremento en la habilidad de fagocitosis
después de la administracion de un imunoestimulante. Reyes-Becerril et al., 2020
también observa un incremento significativo del porcentaje de fagocitosis después
de la estimulacién con un B-glucano experimental en leucocitos de bazo de

huachinango.

Por otro lado, los niveles de peroxidasa en leucocitos (conocida como
mieloperoxidasa) fueron incrementados en la dosis mas alta de (B-glucano (250
mg) y ademas se vieron significativamente mas alto después de la administracion
de ambas bacterias patdgenas. Con respecto a los nitritos, estos niveles fueron
significativamente mas altos en el tratamiento con la menor concentracion de
glucano y se mantuvieron después del reto bacteriano. Este es uno de los
principales sub-productos de la explosion respiratoria, lo que indica que la
fagocitosis fue activada con un mayor incremento en el tratamiento de 125 mg
(Garcia-Beltran et al., 2018; Fazio et al., 2017).

8.6 In vitro: B-glucano de K. lactis probado en inmunidad innata entrenada en

peces.
De acuerdo a diversos autores, el dafo celular puede ser medido con

técnicas como la peroxidacion de lipidos y carbonilacion de proteinas, ya que esto
demuestra el dafio celular que podria estar ocurriendo a nivel celular. El dafio
celular fue medido mediante la técnica de peroxidacion de lipidos la cual es
medida por el reactivo FOX que mide el grado de hidroxiperoxidacién lipidica
(Wang et al., 2018; Chen et al., 2018; Li et al., 2019).

Los resultados demuestran que ninguno de los tratamientos muestra dafo
celular, comparado con el control positivo de dafio celular (leucocitos + DMSO) los

cudles se utilizaron con referencia de 100% de dafio. Autores como Chen et al.,
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2019 miden el dafio celular con la técnica de TBARS (peroxidacion de lipidos
utilizando el reactivo acido tiobarbiturico) y han demostrado que los 3-D-glucanos

no causan dafio celular incluso utilizando concentraciones mayores a 200 ug/mL.

En el presente trabajo se midid la capacidad inmunoestimulante de un
glucano obtenido a partir de K. lactis después de un reto con LPS. Los resultados
obtenidos hasta ahora demuestran la capacidad de proteger la viabilidad celular,
aun después del reto con LPS. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por
Chen et al., 2019 cuando prueba un polisacéarido obtenido a partir de una fruta
endémica de China y lo prueba sobre una linea celular de macrofagos
(RAW264.7) y demuestra el potencial pro-inflamatorio después de 12 horas de
estimulacion. Por otro lado, el potencial inflamatorio de los B-glucanos ha sido
evaluado de manera inespecifica e incluso se han evaluado como entrenadores de
la memoria inmunoldgica en combinacion con LPS (Sukumuran et al., 2010;
Brown, 2009; Netea et al., 2016).

Por otro lado, se midi6 la fagocitosis y la explosion respiratoria en los
leucocitos tratados con el B-D-glucano experimental (B-D-KIM3). Aunque no
existieron diferencias significativas en la explosion respiratoria, en fagocitosis se
observé un incremento significativo en la dosis mas alta del B-D-KIM3. La
fagocitosis es un proceso clave para el inicio de la inmunidad innata. En estimulos
con B-D-glucanos a leucocitos de riiidn cefélico de peces se ha observado un
incremento significativo después 4, 8 y 12 horas de estimulacion (Soltanian et al.,
2007; Kiron et al., 2016).

La produccion de o6xido nitrico y la actividad de mieloperoxidasa estan
relacionadas al sistema inmune innato. En este experimento se observo un
incremento significativo después de 12 horas de la inmunoestimulacién en la
actividad de mieloperoxidasa. Esta enzima es clave, ya que juega un rol clave en
los efectos bactericidas, como se ha reportado en leucocitos de rifion cefélico de
pez estimulados con B-D-glucanos a las 8 horas de inmunoestimulacion (Pietretti

et al., 2013). Los niveles de o6xido nitrico no mostraron diferencias significativas
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antes y después del reto con LPS. Estos niveles estan relacionados a su
produccion cuando la fagocitosis es mediada por las especies reactivas de
nitrégeno, sin embargo, la fagocitosis observadaen este estudio pudo estar
mediada por especies dependientes de oxigeno y otros mecanismos

independientes (enzimas proteoliticas) (Reyes-Becerril et al., 2018).
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9. CONCLUSIONES

La levadura K. lactis M3 mostré caracteristicas atractivas que le confieren
uso como probibtico en peces, debido a sus propiedades de autoagregacion,
hidrofobicidad, resistencia a pH 4&cido, sales biliares, crecimiento en
concentraciones altas de sal y adhesion a intestino. Por otro lado, es interesante
también las propiedades antioxidantes que presentd, aunque no son tan altas
como el compuesto comercial puro, si presenté mayor capacidad antioxidante que
otras bacterias y levaduras evaluadas como probiéticas. La levadura no mostré

citotoxicidad para leucocitos de dorada.

La administracion de Kluyveromyces lactis M3 en la dorada (Sparus aurata
L.) incrementa la viabilidad de células sanguineas después de un reto bacteriano y

la actividad bactericida en moco contra cepas del género Vibrio.

El receptor tipo lectina inductor de macréfagos del huachinango (Lutjanus
peru): MINCLE fue identificado, caracterizado y se sobreexpresé junto con genes
de la cascada de sefalizacion de glucano en leucocitos estimulados con glucanos

de levadura.

El B-glucano de K. lactis M3 (BG-KIM3) estimula la fagocitosis y promueve
la proteccién ante un reto bacteriano a nivel en leucocitos de rifion cefélico de

dorada (Sparus aurata L.).
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