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RESUMEN

El efecto del B-glucano 1,3/1,6, derivado de levaduras sobre el crecimiento, la
expresion de genes, enzimas antioxidantes y digestivas del huachinango Lutjanus peru fue
evaluado antes y después de la exposicion a lipopolisacaridos (LPS). El B-glucano fue
adicionado a una dieta basal a diferentes concentraciones (0.0 control, 0.1 y 0.2%). Los
tratamientos fueron administrados durante 6 semanas, la toma de muestras se realizo en la
semana 0, 2 ,4 y 6. Al final de este periodo los peces restantes tanto del grupo control como
los alimentados con B-glucanos fueron inyectados intraperitonealmente con LPS (3 mg kg’
" o con solucion salina fisiologica estéril (SS) como control. Se tomaron muestras a las 0,
24 y 72h. Los resultados mostraron un incremento significativo (P < 0.05) en el
crecimiento después de seis semanas de alimentacion con [-glucanos. La actividad
enzimatica antioxidante superoxido dismutasa (SOD) y catalasa (CAT) fueron medidas en
higado. Se observd un incremento significativo en la SOD, en la actividad enzimatica
digestiva esterasa, aminopeptidasa, tripsina y quimiotripsina en los organismos que
recibieron dietas suplementadas con B-glucano al 0.1 y/o 0.2%. Después de la exposicion a
LPS, a las 72 h se observd un incremento significativo en la concentracion de proteinas
plasmaticas totales en suero, en SOD y CAT en peces alimentados con glucanos al 0.1%
y/o 0.2% en relacion a los peces inyectados con SS. Para conocer la respuesta
transcriptomica de L. peru por efecto del B-glucano se realizoé un analisis de expresion por
medio de un microarreglo heterdlogo (Mus musculus), se observaron 1527 genes sobre-
expresados de los cuales 1049 fueron anotados y clasificados de acuerdo a su ontologia en
139 procesos biologicos, 22 de ellos se encontraron directamente relacionados con el
sistema inmune y digestivo, asi como con el desarrollo y el crecimiento. A partir de estos
resultados, se cuantifico por qPCR la expresion relativa de IL-1f, y TNF-a, en ambos se
observo un incremento de la expresion en relacion a los genes de referencia GADPH y EF
1-a, confirmando lo encontrado en el microarreglo. Para conocer el efecto del B-glucano
(0.1%) y el probidtico Pdp 11(Shewanella putrefaciens; 10” ufc g') sobre el sistema
inmune y la expresion de genes en juveniles de Sparus aurata, se realiz6é un experimento de
alimentacion con diferentes dietas (dieta basal Skretting como control, Pdp 11, B-glucano y

B-glucano + Pdp 11). Los tratamientos fueron administrados durante 4 semanas, la toma de



muestras se realizd en la semana 1, 2 y 4. Se observo un incremento significativo en el
crecimiento, asi como en la actividad peroxidasa, la capacidad fagocitica y la habilidad
fagocitica en leucocitos de rifion cefalico en peces alimentados con las dietas adicionadas
con B-glucano 1,3/1,6 y/o en combinacidon con el probidtico Pdp 11. Los parametros
medidos en suero, mostraron que los niveles totales de inmunoglobulina M (IgM)
presentaron un incremento significativo durante la semana 2 y un descenso en la 4 con la
dieta Pdp 11; la actividad peroxidasa en suero disminuy6 significativamente en todos los
tratamientos con respecto al control y la actividad antiproteasa incrementd en peces
alimentados con B-glucano 1,3/1,6 + Pdp. El efecto del B-glucano 1,3/1,6 adicionado en la
dieta mostré6 un incremento significativo en el nivel de expresion del gen /L-1f con
respecto al gen de referencia EF /-0 en la semana 4 y una disminucion en /gM durante la
semana 1, ambos en rifion cefalico. El B-glucano tiene gran potencial para ser usado en el
cultivo de peces y para desarrollar estrategias de prevencion de enfermedades. El B-glucano
solo 0 en combinacion con el Pdp 11 es una opcion viable para mejorar las condiciones de

cultivo de Sparus aurata.

Palabras clave: B-glucano 1,3/1,6, Lutjanus peru, Sparus aurata, sistema inmune,
actividad enzimatica digestiva, microarreglo
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ABSTRACT

The effect of B-1,3/1,6-glucan, derived from yeast, on growth, antioxidant, and digestive
enzyme performance of Pacific red snapper Lutjanus peru before and after exposure to
lipopolysaccharides (LPS) was investigated. The B-1,3/1,6-glucan was added to the basal
diet at different concentrations (0.0 control, 0.1 and 0.2 %). The treatment lasted six weeks,
with sampling at regular intervals (0, 2, 4, and 6 weeks). At the end of this period, the
remaining fish from either control or B-glucan fed fish were injected intraperitoneally with
LPS (3 mg kg) or with sterile physiological saline solution (SS) and then sampled at 0, 24,
and 72 h. The results showed a significant increase (P<0.05) in growth performance after
six weeks of feeding with B-glucan. Superoxide dismutase (SOD) activity in liver was
significantly higher in diet containing 0.1 % B-glucan in weeks 4 and 6, compared to the
control group. B-glucan supplementation at 0.1 and 0.2 % significantly increased esterase
aminopeptidase, trypsin, and chymotrypsin activity. At 72 h after injection of LPS, we
observed a significant increase in catalase activity (CAT) in liver from fish fed diets
supplemented with 0.1 and 0.2 % B-glucan; SOD activity and total serum protein increased
in fish fed with 0.1 % p-glucan in relation to those injected with SS. To know the
transcriptomic response of L. peru to dietary B-glucan, analysis expression was performed
using a heterologous microarray (Mus musculus), we found 1527 over-expressed genes,
which 1049 were annotated and ranked according to their ontology in 139 biological
processes, 22 were found directly related to the immune and digestive systems,
development and growth. According to these results, we quantified the relative expression
of IL-1f and TNF-a by qPCR, we observed increased expression of both genes in relation
to the reference genes GAPDH and EF I-a, this confirms the results obtained through the
microarray. To investigate the effect of B-glucan (0.1%) and probiotic Pdp 11 (Shewanella
putrefaciens; 10° cfu g') on the immune system and gene expression in Sparus aurata
juveniles we conducted a feeding experiment with different diets (basal diet as a control
Skretting, Pdp 11 B-glucan and B-glucan + Pdp 11). Treatments were administered for 4

weeks; sampling was performed at week 1, 2 and 4. Growth, peroxidase activity, the
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phagocytic capacity and phagocytic ability in head kidney leukocytes in fish fed diets with
B-glucan 1,3/1,6 and/or in combination with the probiotic Pdp 11 showed significant
increase. The measured parameters in serum, showed that the total levels of
immunoglobulin M (IgM) significantly increased at week 2 and decreased at week 4 with
11 Pdp diet; peroxidase activity decreased significantly in all treatments compared to the
control, the antiproteasa significantly increased in fish fed p-glucan 1,3 / 1,6 + Pdp. The
effect of B-glucan 1,3/1,6 supplemented diet showed a significant increase in the expression
level of IL-1p gene relative to EF' -0 at week 4 and a decrease in /gM at week 1, both in
head kidney. The B-glucan has great potential for use in fish farming and to develop
strategies for disease prevention. The B-glucan alone or in combination with Pdp 11 is a

viable option for improving farming conditions of Sparus aurata aquaculture.

Keyword: B-glucan 1,3/1,6, Lutjanus peru, Sparus aurata, immune system, digestive
enzyme activity, microarray



viii

DEDICATORIA

A la memoria de mi hermano Paul
A la memoria de mi gran amigo Roberto Carlos Vazquez Judrez
A mi mamad
A Mony, Faby y Alex
A Pablo

A mi familia...



AGRADECIMIENTOS

Agradezco ampliamente al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia por el apoyo
econdmico que me otorgd a través de la beca nacional 35304 y la beca mixta para la
realizacion de mi trabajo de doctorado.

Al Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste, al personal docente y de apoyo por
las facilidades prestadas durante mi estancia como estudiante de esta institucion.

A el area de posgrado del CIBNOR, Lic. Osvelia, Lic. Leticia, Dra. Serviere, Lupita, Tania,
Claudia, Serafina, Horacio Sandoval y Manuel Melero, por su amabilidad y apoyo a mis
peticiones y para realizar cada uno de los tramites.

A mis directores de Tesis, el Dr. Dariel Tovar y el Dr. Felipe Ascencio; asi también a mis
co-tutores, la Dra. Maria Angeles Esteban, el Dr. Enric Gisbert y la Dra. Maria Esther
Macias Rodriguez, quienes siempre me han apoyado sin importar la distancia o las
circunstancias, guiandome y trabajando conmigo para alcanzar esta meta.

Al Dr. Dariel Tovar, quien siempre me ha otorgado su voto de confianza y me ha brindado
su apoyo incondicional en los mejores momentos y mas aun cuando las cosas no salian
como lo planedbamos, por todo lo que me ha ensefiado, sus consejos y su dedicacion, por
hacerme miembro de su equipo de trabajo, por abrirme las puertas de su laboratorio y de su
casa, por su valiosa amistad a lo largo de estos afios, muchas gracias.

Al Dr. Felipe Ascencio por abrirme las puertas de su laboratorio, por permitirme trabajar en
su equipo de investigacion. Por la beca pre-doctoral que me brind6 para que pudiera iniciar
esta etapa, hace algunos afios atras.

A la Dra. Marian por recibirme en Murcia y en su laboratorio, por integrarme a su equipo,
por todo su apoyo y ayuda, por su ejemplo de trabajo, por su amabilidad y su sonrisa de
siempre, por guiarme y sus palabras de animo, especialmente en esta etapa final, muchas
gracias.

Al Dr. Enric Gisbert por apoyarme, sus comentarios, correcciones y colaboracion para este
trabajo, por abrirme las puertas en su laboratorio.

A la Dra. Esther Macias por su guia, apoyo, aportaciones y también por su trabajo y tiempo
dedicado, tanto en los experimentos como en la revision del trabajo y por su valiosa
amistad.

Al personal técnico del CIBNOR que colaboraron en este trabajo; especialmente a la M. en
C. Patricia Hinojosa por su valiosa ayuda y guia en varias de las técnicas realizadas, Pablo
Monsalvo, Enrique y Jorge Calvillo por cuidar y conseguir a mis peces. Asi como a la
Universidad de Murcia, al CAID, Laboratorio de Biologia Celular e Histologia (UM),



Unidad de Microarreglos de la UNAM, Laboratorio de Fisiologia y Gendémica Funcional,
Laboratorio de Aclimatacion de Organismos Marinos, Laboratorio de Nutricion Acuicola,
Laboratorio de Patogénesis Microbiana, Laboratorio de Biotecnologia de Organismos
Marinos, Laboratorio de Histologia e Histoquimica, Laboratorio de Genémica, Laboratorio
de Diagnostico de Parasitos y el Laboratorio de Bromatologia.

A a maestra Diana Dorantes, Ira Fogel, al personal técnico de Buceo del CIBNOR.

A los integrantes de la Unidad de Microarreglos de la UNAM, el Dr. Jorge Ramirez, Simén
Guzman, José Luis Santillan y Lorena Chavez.

A los integrantes del Laboratorio de Biologia Celular ¢ Histologia de la Universidad de
Murcia, al Dr. José Meseguer, Patri, Héctor, Fran, Alberto Cuesta., Juan Pedro, Yulema y
Said, mil gracias por recibirme, por todo el trabajo realizado y también por su valiosa

amistad.

Al Dr. Angel Campa, quien siempre me ha brindado su apoyo en todo lo que sea necesario,
por sus valiosos comentarios, por su amistad y consejos.

Al Dr. Héctor Nolasco y al Dr. Juan Carlos Pérez por su ejemplo y dedicacion de trabajo.
Al Dr. Ricardo Vazquez y la Dra. Mauri Rojas, a quienes estimo y aprecio, siempre estan
presentes apoyandome en lo que sea necesario, por brindarme su amistad, los considero
grandes personas y amigos.

Tengo mucho que agradecer y pocas palabras, que no me alcanzan para expresar lo
afortunada y feliz que me siento por contar con todas las personas que forman parte de mi

vida, por su amistad, amor y carifio. Muchas gracias.

A mi mama, a mis sobrinos Faby y Alex, a mi hermana Mony, su amor y carifio son mis
tesoros mas valiosos.

A Pablo, mi amor, por su gran apoyo, amor, cariflo, su risa y alegria, que también son un
gran regalo invaluable en mi vida.

A mi papa.
A mi familia.
A mis primos Gaby, Tavio, Rosy, Aidi, Fabiola, Carmelita y Elia.

A mis amigos del CIB, Fernando Abasolo, Yarelys Ferrer, Erika Zavala, Ana Bricia
Guzman, Arlett Robles, Rosy,Yssel Gadar, Rosy, Angélica Herrera, Cristina Escobedo,



Xi

Quina, Raul Llera, Martita, Claudia, Jaime Carmona, Julio Sanchez, Dilian, Claudia
Morales e Izmene Rojas, por su ayuda, compaiiia, risa y amistad.

A Cristina Escobedo por su gran amistad, por los desvelos, platicas, por compartir los
momentos mas alegres y los de crisis doctorales y existenciales también, por esta
maravillosa amistad y por ser una excelente persona.

A Mariana Pérez, Ayin Alvarado, Julio Herndndez por todos los momentos compartidos,
por su valiosa amistad y apoyo.

A Alberto Escalante por tu apoyo y gran carifio sin importar el tiempo y la distancia, por
tus palabras de aliento y todos los momentos felices compartidos, por estar siempre
presente, muchas gracias.

A mis queridos amigos, Maby Urquidi, Ale Arcieniega, Elba Olimpia, Wendy Gomez,
Cristina Escobedo, Itzel Sifuentes, Madeline Rosales, Teresa Lefavre, Paty Guzman, Lety
Jeronimo, Ale Mendizabal, Vero y Alejandro Ochoa, por compartir nuestras vidas, por
estar conmigo en los momentos mas felices de mi vida y también en los dificiles. Por ser
unas excelentes y maravillosas personas, los respeto, quiero y admiro, muchas gracias por
todo.

A Pau, Yana y Samy; Car; Laura Trevifio y Emilia; Karime, amigas e hijas de mis amigas,
lindisimas personas que he tenido la fortuna de conocer, que llevo conmigo con gran
carifo.

Gracias a Zulema Pluig e Isis Malagrino por su ejemplo de vida y actitud siempre positiva.

A las personas que me recibieron en Espafia, Olivia y Wendy Gomez y familia, asi como en
Italia, Chiara Gabellini y familia.

A mis amigos Eduardo Santiago, Tere cervantes, Laura Muiioz, Roman Olmos y Alex
Zugasti que siempre estan presentes a pesar de la distancia.

Al Agiiita y a mi Cachi, amigos fieles y compafieros.
Gracias a todos por acompanarme en esta etapa de mi vida, por todo el carifio, apoyo y

ayuda que me han brindado, ha sido un gran impulso para mi y me ha permitido alcanzar
esta meta.



xii

PRODUCTOS DE INVESTIGACION

Guzman-Villanueva, LT, Ascencio-Valle, F, Macias-Rodriguez, ME, Tovar-Ramirez D.
2013. Effects of dietary B-1,3/1,6 glucan on the antioxidant and digestive enzyme
activities of Pacific red snapper Lutjanus peru after exposure to lipopolysaccharides.
Fish Physiol Biochem. doi 10.1007/s10695-013-9889-0

Guzman-Villanueva, LT, Tovar-Ramirez D, Gisbert E, Cordero H, Cuesta A, Meseguer J,
Ascencio-Valle, F, Esteban MA. 2014. Dietary administration of B-1,3/1,6-glucan
and probiotic strain Shewanella putrefaciens, single or combined, on gilthead
seabream growth, immune responses and gene expression. Fish Shellfish Immunol.
Enviado.

Participaciones en congresos

AQUA 2012, organizado por The European Aquaculture Society and World Aquaculture
Society. Effects of B-1,3/1,6-glucan on antioxidant enzyme activity in Lutjanus peru
exposed to lipopolysaccharides. Praga, Republica Checa, del 01 al 05 de septiembre del
2012.

Estancia de investigacion cientifica

Universidad de Murcia (UM), Espana. Facultad de Biologia, Campus Espinardo,
Laboratorio de Biologia Celular ¢ Histologia. Estancia dirigida por la Dra. Maria Angeles
Esteban Abad, investigadora titular y vicerrectora de dicha institucion.



xiii

TABLA DE CONTENIDO

1. INTRODUCCION couirirnmniansicssssssssssssssssssssssssmssssssssssssssssssssssmssssssssssssssssssssssssssssass 1
1.1 InmunoestimulAntes .......coueeiveisenisenseecsnenssencssenssencssecsssesssessssesssessssessssssssasssasanne 2

) U2 o 1) 11 0 (TR 3
1.3 Probioticos Y SIMDIOtICOS cccueierruririsrenirarcsssanesssercssenssssnscssssssssssssssssssssasssssasssssassses 3
1.3.1 Probiotico Shewanella putrefaciens (PAp 11) ccccveeeevieeciiieieeeeeeeeee e 5

1.4 P glucano 1,3/1,6 6
1.5 Uso de B-glucanos como inmunoestimulantes ........c..ccceeveeecevercscsencssercscnnrcscnsnenes 6
1.6 Uso de B-Glucanos como PrebiotiCos ......cuuiierverccsvercsssrrcscnnicsssercssssecssssessssessssseses 8
2. ANTECEDENTES .....coiiiniininsinsicsnissesssesssessssssssssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 8
2.1 Huachinango Lutjanus Peru ........ceicecreicsssercssnisssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 8
2.2 La dorada Sparus QUIata........ceeeccceeccsseeccsssecsssncssssecssssscssssssssssesssssssssssesssssssses 10
2.3 Inmunidad de peces 11
2.3.1 SiStema INMUNE TNNALO ..eeuveeerieiieriieeitieeteeriee et esieeeteesieeeeeesabeebeesseeeseesnseenseeenne 11
2.3.2 Sistema iNMUuNe adaptatiVO ......cc.eeeueeriiieiieiie ettt et 11
2.3.3 Enzimas antioXidantes ..........c.eeeerueerierieriieieeienieeie s sieete ettt st 12
2.3.4 Factores que afectan la respuesta iNMUNE ...........ccveveeeriierieeiieeneeeieeseeneeeneeens 13
2.3.5 Principales enfermedades que afectan @ peces ........oocvvevvverieeiiienieeieenieeieeieeen 14
2.3.6 Lipopolisacaridos (LPS) .....ccuiiiiiiiieiieeieeieeeee ettt e 17
2.3.7 Relacion entre el sistema inmune de peces y el B-glucano 1,3/1,6 ...................... 18

2.4  Efecto del p-glucano sobre el crecimiento.........coeeeneeesencsnensnecssnensaensncsssecsanes 19
2.5  PB-Glucanos y el SiStema INMUNE ......cevreeereecsenssenssaenssaesssnssnesssnssssessasssssssssssssas 19
2.5.1 Los receptores de 10s B-glucanos..........cccueeviiiiieniieiiieniieieee e 19
2.5.2 Receptores del complemento...........ceeuieriiieiienieiiieie et 21
2.5.3 LactosilCeramidan. .......co.ueeuieiiiiiiiiieeiieeteete e 21
2.5.4 Receptores tipo TOIl LIKE ...cc.veveeiiieiiiieiieececeeee e 21
2.5.5 Respuesta inmune después de la administracion oral de B-glucanos ................... 22
2.5.8 B-glucanos comO adyUVANTES........ceervieeriieeiiieeiieecieeeeteeeree e eieeeeaee e e e 25

2.6 MICIOATTEEIOS c.coueeeuerieenrueninensannssnessannssnesssnsssnssssesssassssesssnssssssssassssessassssassssasssnes 27
2.6.1 Uso de microarreglos heter6logos en acuicultura ...........coceveeveerieneeiicnieniennene. 28

3. JUSTIFICACION.cuuiicisncssmssssssssssssssssssmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssases 30
4. OBJETIVO GENERAL....cuiiiinuicreisensrenssessenssecssicsasssesssessssssessssssassssssssssssssessssssassane 31
4.1  ODjetivos PArtiCUIATES. ...uueeiiercvnricssssnricsssssnressssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 31
5. HIPOTESIS DE TRABAJO.......coueeerresressessessessessesssssssssssssssessessessesssssessesssssssassesses 32

6. MATERIAL Y METODOS......coocesueseersussressssessassssssessesssssssssssesssssssssssessassssssassassans 33



Xiv

6.1 Experimento I. Ensayo de alimentacion con p-glucano 1,3/1,6 suplementado

en la dieta de L. peru. 33
6.1.1 Obtencion de 10s 0rganismos €N CAMPO .......eerveerreeriierieeriierieeieeneeesseenseeeseenenes 33
6.1.2 ACHMATACION. ......eiiiieiieiieittete ettt sttt sttt ettt et e b enees 33
6.1.4 Mantenimiento ZeNETal.........c.cccuiiiriieiiiieeiiee ettt 34
6.1.5 Sistema eXperimental..........c.cccocviiiiiiiiiiiie e e 34
6.1.6 Elaboracion de las dietas inertes y B-glucano 1,3/1,6 .....cccvveeevieeciieeciieeeiieee. 35
6.1.7 DiseNo eXPerimeNtal...........ccueeiiuiieriiiieiiie ettt et e e e eaaeeenaaeeeree s 36

6.2  Exposicion a LPS........iiiiinveicscnicssnicssnnncssssecssascns ...36

0.3 MUESEICOS cuueeerneecnecsunnssnecsansssnesssnssssecssnssssesssnsssassssassssssssessssssssesssassssassssssssssssasenses 36
6.3.1 Obtencion de MUESIIAS .......cc.eeruiiieriieieeieieeteseee ettt s ae s 37
6.3.4 CTECIMICIITO ..ottt ettt ettt ettt ettt ettt e s et e be e st e bt enbeenteseeeaeennes 38
6.3.5 Analisis hematolOZICOS . .....ccuuiiiuiiiiiieiieie et 40
6.3.6 Actividad SOD Y CAT ..ottt 40

6.4 Actividad enzimatica digestiva..........coveeeveiiniiiseinsiinseinsinssnnnsinsseississsssssseesanns 40
6.4.1 Métodos cualitativos (sistema API ZYM).....cccoieeviieeiiieeiieeeeeeee e 40
6.4.2 Métodos cuantitativos (espectrofotometria) ...........cceeveeecieeriencieenienieeiee e 41

6.5  Analisis de un microarreglo heterologo Mus musculus 'y Lutjanus peru......... 42
6.5.1 DiSeNo eXPerimeEntal........c..cceeriieiiieriieiieiie et eriee ettt ettt eae e eaeeaeeseaeennees 42
6.5.2 Precipitacion del ARN . .....cooiiiiiiiiieieeie ettt s 43
6.5.3 Hibridacion del microarreglo heterdlogo .........coceeveieiieiiieiiiniieiecieeee e, 43
6.5.4 Lectura, anotacion y analisis bioinformatico del microarreglo ............ccccecvenneee. 44

6.6 Evaluacion de la expresion de genes por RT-PCR en tiempo real .................. 45
6.6.1 Diseno de primers degenerados...........eeuierieriieniieeieerie ettt 45
6.6.2 Diseno de primers eSPECIfiICOS ....evuiiruiiriiiiieiiieiie ettt 45
6.6.3 Evaluacion de la expresion de genes del sistema inmune y digestivo ................. 47

6.7 Experimento II. Ensayo de alimentacion con B-glucano 1,3/1,6 y el probidtico

Pdp 11 adicionados en la dieta de Sparus aurata. 47
6.7.1 B-Glucano 1,3/1,6 y Pdp 11 Shewanella putrefaciens.................cccueeeveeveuveennnn.. 47
6.7.2 Peces y MANteNIMICNTO ....eeeueieiiieeiieiieeie ettt eice st ettt et eesiee et e saeeenbeeseaeeaneas 48
6.7.3 Elaboracion de 1as dietas .........cceeiuieriieiiieniieiiesie et 48
6.7.4 Diseno experimental ¥ MUESIICOS........cccuieriieriierieeiierie ettt sieeere e 49
6.7.5 Obtencion de MUESIIAS .......cceeriiriiriieieniieie ettt 50
6.7.6 CIECTIMICTIEO ....euiieieeiiieiie ettt ettt ettt et ettt e st e bt e e st et esabeesbeesabeesbeeeaneas 51
6.7.7 Aislamiento de leucocitos de rifidn cefalico.........coooeiviiniiiiiiiiniiiiiiiicceee, 51

6.8 Parametros inmunes 51
6.8.1 Niveles de IZM €N SUCTO........eevviiiiiieeciie ettt et e e erae e eaeeeeaaee s 52
6.8.2 Actividad antiproteasas €N SUCTO .........ccueerueeruieeriierieeirienieeteesreeseesseenseesseensees 52

6.8.3 Actividad PeroXidasa ........ccccueriiieriiiiiieiieeie ettt 53



XV

6.8.5 Cuantificacion de 1a expresion de ZeNeS ........ccveecveerueerieerieenieeieeneeeieeseeereeeees 55
6.9  AnAlisis eStAAISTICO ..ccvveereeirriirenisueninenstenitecstenneenssessnesssessssesssessssesssessssesssassses 55
7. RESULTADOS ...cuuiitiiiirinnineisuecssicssssecsssssssssesssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 56
7.1 Experimento I. Ensayo de alimentacion con B-glucanos ..........ceeeverceecseecnnee 56
7.1.1 Analisis hemMatOlOZICOS. .....c.viieiuiieeiiieeiiie ettt ettt e e e e ea e e e e eaeees 56
7.1.2 Actividad enzimatica antioXidante ...........cccueeeeuireeiiieeriiieecieeeceee e e ere e 58
7.1.3 CIECIMICTITO ..eeuviieeeiiieeiiee ettt e ettt e et e e et e e st eeesateeeaaeeesaeesssaaesnsseesnsaeensseeensseeensseeas 59
7.2 Actividad enzimatica digestiva......couiieirricsserisssercsssercsssercssssssssssssssssssssasssssassssans 61
7.2.1 MEtodoS CUAITATIVOS.......eeuieiiriieriieieeiesitet ettt et 61
7.2.2 Métodos cuantitativos (espectrofotometria) ...........cceeveeeciierieecieenienieeie e 61
7.3  Exposicion a lipopolisacaridos (LPS) .....ccoeieevvrciveicisnicssnrcssnnicssnnicssanscssanscnns 61
7.3.1 Ensayos hematolOZICOS ........oevuieruiieiiieriiieiieeiie ettt ettt eveesaee e saaeeenees 61
7.3.2 Actividad enzimatica antioXidante ............ccueeecuererieeeeiieeecieeecieeeeereeereeeevee e 65
7.4  Anailisis transcriptomico de Lutjanus peru por un microarreglo heterélogo..68
7.4.1 Expresion de genes de peces alimentados con -glucano 1,3/1,6 al 0.1%........... 68
7.4.2 Anélisis bioinformatico y anOtaCiON........cocueeriieriierieeiie et 70
7.4.3 Evaluacion de la expresion de genes por RT-PCR en tiempo real....................... 82
7.5  Experimento II. Efecto del B-glucano 1,3/1,6 sobre la expresion de genes y
parametros inmunologicos de Sparus aurata 82
7.5.1 Parametros iNMUNOIOZICOS .....ccueevuiieiieriiieiieiieeieesiie ettt sere e e saeeenneeseaeeenees 82
7.5.2 EXPIEeSiOn d@ GEMES .......eevueieuiiesiieiiieiie ettt ite sttt e ettt e seae et e saaeenbeesneeeaneas 87
7.5.3 CLECIMICTIEO ...enieeitieiie ettt ettt et ettt et e et e st e st e e bt e enbeesseeenbeesaeeenseesseesnneas 88
8.  DISCUSION ....oueuueenreunnrennssesssesnssesssssssssessssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssess 89
8.1  EXPerimento L.......oiiinneenienninnseenseensnecsnnssnensecsssessnsssassssssssssssssssssssssassssassans 89
8.1.2 Andlisis hematolOZICOS. .....cvuuiriiiiiiiniieieitee e 89
8.1.3 Actividad enzimatica antioXidante .............ceceeriiinieriieiniinieee e 89
8. 1.4 CIECIMICIITO ...euuvieuiiiiiiieit ettt ettt ettt ettt et st e bt et e bt sbeenaeeens 90
8.1.5 Actividad enzimatica digeStIVa........eeevuieeriieeieeeiee et e 91
8.2  Exposicion a lipopolisacaridos (LPS) .....ccoueieerveicireicssercssnnrcssnnscssnnscsssnscsansssnes 93
8.2.1 Ensayos hematolOZICOS ........covueriiriiniiiiiiniiieeieeiterie et 93
8.2.2 Actividad enzimatica antioXidante ...........c.cecceeeuierieeiiieniieie e 94
8.3  Analisis transcriptomico de Lutjanus peru por un microarreglo heterdlogo..97
8.3.1 Expresion de genes de peces alimentados con -glucano 1,3/1,6 al 0.1%........... 97
8.4  Experimento 11 102
841 CIECIMICIILO ...eutieiiieniieeiie ettt ettt ettt ettt et e et e bt e st e e nbeeeaneeeee 102
8.5 Parametros inmunolégicos 104
8.5.1 Fagocitosis y actividad peroXidasa..........ccccueeeruieeriiieeriiieeniee e 105

8.5.2 Niveles totales de IZM €N SUETO .........ccoueeeiieiiieiiieiieee e 107



XVi

8.5.3 Actividad antiproteasa ........c.eevvieriieriieeiieniieeieereeeiee e eteesaeeaeeseaeeseesereesee e 108
8.6  EXPresion de Semnes ......cccuveeerrerccssencssnncssnicssssesssssesssssessssesssssossssssssssssssssssssnsssss 108
9. CONCLUSIONES ..coottiitiininsnensnensnesssessssecssessssesssesssssssssssssssssesssssssssssssssssasssssssasss 110
Experimento I 110
Experimento 11 110
9.1  ConcluSiones GENEIAlES .......ccocvvurrecsirnrrccsssnsncsssssssesssssssessssssssssssssssssssssssssssssnans 111
10. LITERATURA CITADA ....iiiisnintinttesnesssisssessssisssessssssssssssssssssssssssssssssss 112
11, ANEXOS . iictictiinnnnnicssicnsiissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 130
ANEXO A. Evaluacion de 1a expresion de Senes ..........ccceeverereercscnnrcssnercssnnecssssecssnnes 130
ANEXO B. Curvas de disociacion de los genes a-Amy (a) y TNF-a (b) por qPCR
......................................................................................................................................... 134
ANEXO C. Deteccion del gen Factor de crecimiento insulina (IGF).........cccceceeuueee. 135
ANEXO D. Informacion general sobre los genes de estudio.........ccceevueeeesuecsuccueennes 136
ANEXO E. Articulo cientifico generado del experimento I ..........c.cceeeeeeevuecruecuennne. 138

ANEXO F. Articulo cientifico generado del experimento IL............cccceevevueeruesueennes 139



XVii

LISTA DE FIGURAS
Figura Titulo Paginas

1 Huachinango Lutjanus peru 9

2 Dorada Sparus aurata 10

3 Sistema experimental (a) y (c); juvenil de Lutjanus peru (b); extraccion 39
de sangre (d); toma de peso (e) y diseccion de drganos (f)

4 Elaboracion de las diferentes dietas usadas en dorada 49

5 Extraccion de sangre (a) y diseccion del rifidon cefalico (b) 50

6 Efecto de la inclusion en la dieta del B-glucano al 0 control, 0.1 y 0.2% 57
sobre la concentracion de hemoglobina en L. peru

7 Efecto de la inclusion en la dieta del B-glucano al 0 (control), 0.1 y 57
0.2% sobre la concentracion de proteinas totales en suero en L. peru

8 Efecto de la inclusion en la dieta del B-glucano sobre la actividad 58
enzimatica antioxidante catalasa (CAT) en L. peru

9 Efecto del B-glucano1,3/1,6 sobre la actividad de superoxido dismutasa 59
(SOD) en L. peru

10 Efecto del B-glucano 1,3/1,6 adicionado en la dieta (0 control, 0.1 y 62
0.2%) sobre la actividad enzimatica digestiva tripsina (a), esterasa (b);
lipasa (c); a-quimiotripsina (d) y fosfatasa alcalina (e) en L. peru

11 Efecto del B-glucano 1,3/1,6 adicionado en la dieta sobre la actividad 63
enzimatica digestiva de tripsina (a), quimiotripsina (b), aminopeptidasa
(c) y fosfatasa alcalina (d) en L. peru

12 Efecto del B-glucano 1,3/1,6 sobre las proteinas totales plasmaticas a 65
las 72 h, después de la exposicion a lipopolisacaridos (LPS) en L. peru

13 Efecto del B-glucano 1,3/1,6 sobre la actividad catalasa a las 24 h (a) y 66
72 h (b) después de la exposicion a lipopolisacaridos (LPS) de L. peru

14 Efecto del B-glucano 1,3/1,6 sobre la superdxido dismutasa (SOD) a las 67
24 h (a) y 72 h (b) después de la exposicion a lipopolisacaridos LPS

15 Gel de Agarosa Nativo (0.8%). Muestras de ARN de rifidn cefalico 68

16 Gel de Agarosa Nativo (0.8%). Muestras de ARN de intestino 69

17 Gel de Agarosa Nativo (0.8%). Muestras de ARN de pancreas 69

18 Rutas metabdlicas en las que participan los genes sobre-expresados por 81
efecto del B-glucano 1,3/1,6 en L. peru

19 Dominios de proteinas predominantes, relacionados a los genes sobre- 81

expresados por efecto del B-glucano 1,3/1,6



20

21

22
23
24
25
26

27

Efecto del B-glucano 1,3/1,6 al 0.1% adicionado en la dieta sobre la
expresion relativa de los genes a- amilasa (a-4my) y Factor de necrosis
tumoral-o (7NF-a) en riidn cefalico (RC), pancreas e intestino
Actividad peroxidasa de leucocitos de rifion cefalico en juveniles de S.
aurata

Actividad peroxidasa en suero de juveniles de S. aurata
Capacidad fagocitica (a) y habilidad fagocitica (b) de S. aurata
Niveles de IgM total en suero de juveniles de S. aurata
Actividad antiproteasa en juveniles de S. aurata

Expresion de genes relacionados con el sistema inmune en rifidon
cefalico de S. aurata

Categorias funcionales de los genes sobre expresados por efecto del -
glucano 1,3/1,6 en L. peru

XViii

83

84

84
85
86
86
87

99




LISTA DE TABLAS

XiX

Tabla Titulo Paginas
| Enfermedades transmisibles mas importantes en la acuicultura de peces 16
11 Primeros estudios realizados en peces con microarreglos 28
111 Composicion de las dietas usadas en los tratamientos con diferentes 35
concentraciones de B-glucano 1,3/1,6 en Lutjanus peru
v Primers degenerados IL-1f e IGF para L. peru 46
A\ Primers especificos para L. peru 46
VI Dietas utilizadas en el bioensayo de alimentacion para Sparus aurata 48
A% 11 Primers especificos para Sparus aurata 55
VIII  Valores hematologicos y enzimas antioxidantes de juveniles L. peru en 56
cautiverio, antes del ensayo de alimentacion
IX Crecimiento de juveniles de L. peru 60
X Concentracion de hemoglobina (mg dL™) en juveniles de L. peru 64
después de la exposicion a lipopolisacaridos (LPS)
XI Bases de datos seleccionadas para realizar la anotacion funcional 70
XII Andlisis del microarreglo heter6logo, mostré 139 procesos biologicos 71
anotados
XIIIT  Procesos bioldgicos relacionados al sistema inmune y digestivo 77
XIV  Funciones moleculares anotadas 79
XV Componentes celulares anotados 80
XVI  Crecimiento de juveniles de Sparus aurata 88




XX

LISTA DE ANEXOS
ANEXOS Titulo Paginas
A Evaluacion de la expresion de genes 130
B Curvas de disociacion de los genes a-Amy (a) y TNF-a (b) por 134
qPCR
C Deteccion del gen Factor de crecimiento insulina (/GF) 135
D Informacién general sobre los genes de estudio 136
E Articulo cientifico generado del experimento I 138
F Articulo cientifico generado del experimento II 139




1. INTRODUCCION

En el &mbito mundial, la acuicultura es el sector de mayor crecimiento en la produccion de
alimento; actualmente es responsable de cerca del 50% de la oferta mundial de pescado
(FAO, 2010) y se considera que serd una de las principales actividades economicas del
presente siglo. Ademas representa una alternativa real a la sobreexplotacion de los recursos
pesqueros (FAO, 2007), genera trabajos permanentes y divisas para el pais.

El mayor obstaculo en el desarrollo y sustentabilidad de la industria acuicola es la
ocurrencia de enfermedades en los sistemas de cultivo. Hoy, la prevencion y el manejo de
enfermedades son medidas centrales en esta industria. En la actualidad, estos dos factores
son los més importantes que conciernen a los investigadores y a los acuicultores (Meena et
al., 2012). La intensificacion de las practicas de acuicultura ocasiona estrés y con ello la
aparicion y desarrollo de diferentes organismos patéogenos, en consecuencia el
indiscriminado uso de antibidticos para prevenirlos ha propiciado la aparicion de diversos
patogenos resistentes. Las enfermedades causadas por microorganismos infecciosos son
conocidas por ser uno de los mayores problemas en la acuicultura en los pasados afos
(Scholz et al,. 1999), ademas impiden el desarrollo y sustentabilidad de la industria a través

del mundo (Bondad-Reantaso et al., 2005).

El concepto de la alimentacion funcional es un paradigma emergente en la industria
de la acuicultura, donde se pretende elaborar dietas con un balance nutricional y
suplementadas con aditivos que promueven la salud y la resistencia a las enfermedades en

cultivos de peces (Gatlin y Li, 2004).

Estrategias alternativas tales como el uso de vacunas, suplementacion en la dieta de
probioticos, prebiodticos e inmunoestimulantes pueden ayudar a reducir la susceptibilidad de
los peces a las enfermedades. Los inmunoestimulantes son una herramienta basica en
acuicultura y es usada para aumentar la resistencia contra enfermedades infecciosas por
aumento de la inmunidad humoral y los mecanismos de defensa celular (Raa ef al., 1992;

Siwicki et al., 1998).



La restriccion o prohibicién del uso de antibidticos en los alimentos de peces y
crustaceos ha propuesto dirigir las investigaciones hacia productos alternativos para el
mantenimiento de la salud, tales como los inmunoestimulantes (Siwickit et al.,, 1994), los
prebidticos (Kiron, 2012) y simbioticos, los cuales constituyen una opcion muy interesante
(Dimitroglou et al., 2011). Estos beneficios han sido citados por diferentes autores

(Douglas y Syers, 2008; Reid, 2008; Wang et al., 2008).

Varios estudios en peces han propuesto al B-glucano como un potente, valioso y
prometedor inmunoestimulante por modular la respuesta inmune y controlar enfermedades
en peces de cultivo (Robertsen et al., 1994; de Baulny et al., 1996; Yerson, 1997; Figueras
et al., 1998; Kawakami et al., 1998; Robertsen, 1999); por otro lado los polisacaridos al ser
usados como prebioticos han demostrado tener efectos benéficos sobre el crecimiento, la

morfologia intestinal y la actividad enzimatica digestiva (Dimitroglou et al., 2011).

1.1 Inmunoestimulantes
Los inmunoestimulantes son sustancias naturales o sintéticas capaces de modular la

respuesta inmune innata o adaptativa (Anderson, 1992), activando las senales del sistema
inmune del animal o por diferentes rutas de sefialamiento celular (Gatlin et al., 2006 en
Dalmo y Begwald, 2008), por lo cual pueden aumentar la resistencia a diferentes
enfermedades (Caceres et al., 2004).

Diversos autores han publicado diferentes aspectos sobre la relacion entre los
inmunoestimulantes y el sistema inmune en peces (Galeotti, 1998; Gannamy Schrock,
1999). Sohn et al. (2000) discuten a detalle el papel de los inmunoestimulantes en animales
monogastricos y en peces. Magnadottir (2006) da su punto su vista sobre el desarrollo
ontogénico del sistema inmune no especifico con respecto a diferentes factores que

influencian el sistema innato por inmunoestimulantes.

Mas recientemente, el control inmunoldgico de enfermedades de peces fue discutido

por Ringe et al., (2012).

Existen varios reportes de inmunoestimulantes efectivos en peces, como lo son el

levamisol (Caceres et al., 2004; Siwicki, 1989), vitaminas (Duncan, 1994; Hardie et al.,



1991), citocinas (Raa et al., 1992), probioticos (Irianto y Austin, 2002; Ortufio ef al., 2002)
y los B-glucanos (Dalmo y Bagwald, 2008).

1.2 Prebioticos
Los prebidticos son aditivos alimentarios no digeribles (por el hospedero), que estimulan

selectivamente el crecimiento y/o la actividad de bacterias especificas benéficas que
incrementan la salud (Gibson y Roberfroid, 1995).

Los prebioticos ofrecen un método alternativo de manipulacion y estimulacion
favorable de las poblaciones de la microbiota, aumentando las funciones digestivas del
hospedero a través de la produccién de enzimas digestivas exdgenas y vitaminas,
estimulando su crecimiento, facilitan la absorcion del calcio y otros minerales, ademas de
colaborar en la sintesis de la vitamina K y del complejo B (Cruz y Mendoza, 2000; Galan,
2004), lo que contribuye a mantener la salud y adecuada nutricion de los organismos
cultivados.

A pesar de los prometedores beneficios citados en la literatura, los resultados son
dificiles de interpretar debido a la dificultad y al conocimiento incompleto sobre la
microbiota presente en el tracto gastrointestinal y sus subsecuentes interacciones con el
hospedero (Dimitroglou et al., 2011). Diferentes efectos positivos de los prebiodticos son
indirectos, es decir son el resultado de la modulacion del metabolismo de la microbiota (de
Vrese y Schrezenmeir, 2008).

Los prebiodticos comparados con los probiodticos presentan ventajas distintas, como
es la estimulacion in sifu del crecimiento de ciertas bacterias residentes (endogenas y
comensales) y la activacion del metabolismo bacteriano; ya que al llegar al intestino, son
degradados por la microbiota, dando lugar a la produccion de acidos organicos (acidos
grasos volatiles y 4cido lactico), asi como de gases (CO,, CH4, H,) (Rosado y Ondarza,

2003).

1.3 Probioticos y simbioticos
Los probioticos son ingredientes microbianos vivos, adicionados en la dieta que son

benéficos para la salud y que cuando se administran en la cantidad adecuada confieren



beneficios al huésped (Gibson y Roberfroid, 1995). En la actualidad una de las definiciones
de probiotico en acuicultura mas aceptadas por la comunidad cientifica es la de Verschuere
et al. (2000): “complemento microbiano vivo que tiene un efecto beneficioso sobre el
hospedador modificando la comunidad microbiana relacionada con ¢l mismo o con el
ambiente, asegurando un uso mejorado del alimento 6 aumentando su valor nutricional,
favoreciendo la respuesta del hospedador frente a las enfermedades 6 mejorando la calidad
del ambiente. Ademas Gatesoupe (1999) definid a los probioticos en acuicultura como
“células microbianas administradas de tal manera que, en el tracto gastrointestinal se
mantienen vivas con el objetivo de mejorar la salud” y Gram et al. (1999; en Garcia de la
Banda et al., 2012) lo defini6 como: “aquel suplemento vivo microbiano que afecta
beneficiosamente al hospedador mejorando su balance microbiano”. Decir también que en
una de las ultimas revisiones realizadas sobre el uso de probioticos en acuicultura en el afio
2010 por Merrifield et al. (2010a) se ha propuesto una nueva definicion del término mas
concreta y mas ampliada: “célula microbiana viva, muerta 6 componente celular que, al ser
administrado via alimentacion 6 en el agua de cultivo, beneficia al huésped, mejorando bien
la resistencia frente a las enfermedades, bien el estado de salud, el crecimiento, la
utilizacion de la dieta alimenticia, la respuesta al estrés 0 el vigor en general, obteniéndose
al menos en parte, una mejora en el balance microbiano del huésped 6 del medio que le
rodea. Entre los posibles mecanismos de actuacion de los probiodticos se encuentran: la
exclusion competitiva asociada a la produccion de compuestos antimicrobianos tales como
bacteriocinas, lisozimas y proteasas (Verschuere et al., 2000), la competencia por los
nutrientes y la energia disponible (Gram ef al., 1999 en Garcia de la Banda et al., 2012) o
por los puntos de adhesion a la superficie del huésped (Nikoskelainen et al., 2001;
Chabrillon, 2004; Ringo et al., 2010), la estimulacion de la respuesta inmune (Irianto y
Austin, 2003; Salinas et al., 2005; Balcazar et al., 2006a), la mejora del estado nutritivo del
huésped mediante el aporte de enzimas, aminodcidos esenciales, péptidos, acidos grasos,
vitaminas, minerales, etc (Sugita ef al., 1996; de Moura et al., 2009), estimula el sistema
inmune innato y adquirido de los peces (Nikoskelainen et al., 2001, 2003; Balcézar et al.,
2006b) y la inhibicion de la expresion de genes de virulencia 6 ruptura del “quorum

sensing” (Defoirdt et al., 2007).



Los simbidticos se definen como una combinacion de probiodticos y prebidticos que
afectan positivamente al hospedero, mejorando la supervivencia e implantacion de los
microorganismos vivos de la dieta en el tracto gastrointestinal (Gibson y Roberfroid, 1995).
Los probidticos y prebidticos al combinarse en un simbidtico pueden tener un efecto
sinérgico, mejorando el efecto que tienen al administrarse por separado (Cerezuela, 2012).
El uso de simbidticos como promotores de la salud estd ain poco definido y los estudios
son escasos. En humanos, la aplicacion de simbidticos ha mostrado resultados
prometedores en el tratamiento de determinadas enfermedades (Firmansyah et al., 2011;
Quigley, 2011), mientras que en individuos sanos, se ha observado que el consumo de un
producto simbidtico mejora la percepcion subjetiva del bienestar gastrointestinal y podria

mejorar el perfil de las moléculas de adhesion en el intestino (Nova et al., 2011).

1.3.1 Probiotico Shewanella putrefaciens (Pdp 11)

Chabrillon (2004), estudié diferentes cepas bacterianas aisladas de piel de dorada, con
potencial probidtico para el lenguado senegalés; donde destacd la cepa Shewanella
putrefaciens (Pdp 11), la cual presentan una alta capacidad de adhesion y crecimiento en el
mucus de dorada, ademas es capaz de inhibir el crecimiento de algunas cepas virulentas
para el lenguado senegalés, tales como V. harveyi, V. alginolyticus y V. anguillarum
(Chabrillén et al., 2006). Estudios posteriores con el lenguado senegalés, demostraron que
la administracion en la dieta de células Pdp11 inactivadas por calor, produce un aumento
significativo en la capacidad fagocitica de los leucocitos del rifion cefalico en S. aurata
(Diaz-Rosales, 2006). Sin embargo, esta misma cepa, inactivada por calor, no promueve in
vitro un aumento significativo en los parametros de la respuesta inmune innata, tales como
son el contenido de la leucocito peroxidasa y del estallido respiratorio de los leucocitos del
rifdn cefalico (Salinas et al., 2006). Por otro lado, la administracion de Pdpl1 en dieta
aumenta la actividad leucin aminopeptidasa en el intestino distal de los ejemplares que
recibieron la dieta probiotica, frente a los peces alimentados con la dieta control (Saenz de

Rodrigafiez et al., 2009). Estos resultados muestran una mayor eficiencia de la



funcionalidad digestiva. Por lo anteriormente mencionado es de gran interés el estudio de

esta cepa y con ello mejorar las condiciones de diferentes especies cultivadas.

1.4 P glucano 1,3/1,6
Los B-glucanos son polisacaridos, constituidos por un grupo heterogéneo de polimeros de

glucosa. Poseen una estructura quimica que contiene un esqueleto conformado por
unidades repetidas (ramas) de -D-glucopiranosil unidas por enlaces glicosidicos de tipo -
(1,3) y B-(1,6) enlazados a cadenas de tamaio, distribucion y longitud variable. Esta forma
es el principal constituyente de la pared celular de algunas plantas, hongos, bacterias,
levaduras y algas marinas. Poseen diferentes pesos moleculares y grados de ramificaciones.
En las levaduras el B-glucano es el carbohidrato que estd en mayor proporcion, aunque
también contiene glucosa y manosa y es el mayor constituyente de la membrana celular.

(Dalmo y Begwald, 2008).

Estos patrones moleculares son abundantes en comunidades microbianas de
procariontes por lo que son llamadas “patrones moleculares asociados a patdogenos”
(PAMPs) (Dalmo y Begwald, 2008) estos juegan un papel como moléculas de alarma
activando el sistema inmune (Lopez ef al., 2003; Aderem y Ulevitch, 2000), incrementando
la actividad enzimatica antioxidante (Kumari y Sahoo, 2006a), promoviendo el crecimiento
de animales acuaticos (Del Rio ef al., 2011), y confiriendo proteccién contra organismos

patdgenos (Rodriguez ef al., 2009; Dalmo y Bogwald, 2008; Ai et al., 2007).

1.5 Uso de B-glucanos como inmunoestimulantes
Los B-glucanos como inmunoestimulantes han sido ampliamente estudiados en diversas

especies de vertebrados e invertebrados y discutidos en detalle por Soltanian et al., (2009).
En afios recientes la atencion ha sido enfocada sobre el uso del B-glucano en peces. Muchos
estudios han aportado resultados sobre diferentes especies de peces, tales como salmon del
Atlantico (Paulsen et al., 2001), trucha arcoiris (Jorgensen et al. 1993; Djordievic et al.,

2009), pargo (Cook et al., 2003), pez gato africano (Yoshida et al., 1995), langostino marfil



(Hai y Fotedar, 2009) y lubina europea (Bagni et al., 2005, 2008; Bonaldo et al., 2007).
Estos estudios han demostrado el efecto del B-glucano sobre el crecimiento (Cook et al.,
2003; Misra et al., 2006), supervivencia, resistencia y proteccion contra patégenos (Welker
et al., 2007; Sealey et al., 2008), produccion de anticuerpos (Selvaraj et al., 2005; Kamilya
et al., 2006), expresion de genes relacionados al sistema inmune (Leovoll ef al., 2007; Zhang
et al., 2009) y como adyuvantes (Rerstad et al. 1993; Kawakami et al., 1998) en un amplio
rango de especies de peces. Considerando el multifacético papel del B-glucano en el
sistema inmune de peces se han actualizado los conocimientos de su efecto de varias
fuentes del B-glucano a través de diferentes rutas de administracion, s6lo o en combinacion
con otros inmunoestimulantes para peces y moluscos tanto de agua dulce como de origen

marino.

El uso de los B-glucanos, como inmunoestimulantes ha recibido mayor atencion,
debido a que su estructura molecular es reconocida y puede unirse a receptores tipo Toll
like (TLRs), los cuales liberan moléculas que actiian como sefiales de peligro, activando
diferentes respuestas inmunologicas asociadas a la presencia de patdgenos. Sin embargo,
aun existen muchas interrogantes sobre los mecanismos por los cuales los B-glucanos

pueden prevenir o reducir las infecciones (Dalmo y Bagwald, 2008).

Los PAMPs inician la respuesta inflamatoria. Interesantemente la mayoria de los
PAMPs estudiados activan las células presentadoras de antigenos junto con las células T
naive en las células dendriticas y las células T cooperadoras (Aderem y Ulevitch, 2000;

Bricknell y Dalmo, 2005; O’Hagan et al., 2001; Schijns, 2003).

Durante el rompimiento y degradacién microbiana, el niimero de PAMPs liberados
pueden iniciar la respuesta inflamatoria por la union de receptores y la activacion
intracelular de la transduccion de sefiales y los factores de transcripcion. La exacta
composicion de las sefiales de peligro liberadas podria ser decisiva en la transcripcion de
los genes llevando a la sintesis y liberacion de citocinas preinflamatorias. Los
inmunoestimulantes han sido usados como aditivos en los alimentos por varios afios en

acuicultura y el B-glucano de levaduras puede ser uno de los mas ampliamente reportados.



1.6 Uso de B-Glucanos como prebidticos
Los efectos adversos y el elevado costo de los antibidticos usados para combatir

enfermedades en acuicultura alientan a los investigadores a explorar alternativas, donde la
aplicacion de prebidticos es una opcion. Por ejemplo, en la carpa Carassius auratus
alimentada con el prebiotico xylo-oligosacarido, no se observo efecto sobre el crecimiento
y la supervivencia, pero si diferencias en la actividad proteasa y amilasa comparada con el
control (Xu et al., 2009). En otro estudio, la alimentacion con fruto-oligosacéaridos de
cadena corta (scFO) increment6 el crecimiento de la microbiota del tracto gastrointestinal y
aument6 la inmunidad en el camaron blanco del Pacifico (Li et al., 2007). Similarmente los
fructo-oligosacaridos y los oligosacaridos de manosa muestran un incremento en la
tolerancia a la salinidad y el desarrollo de microvellecidades en el tracto de larvas de cobia

Rachycentron canadum (Salze et al., 2008).

Hasta ahora, los reportes relacionados al efecto del B-glucano en peces han sido
principalmente enfocados a su uso como inmunoestimulante y no a su efecto como
prebidtico, estimulando la actividad enzimatica digestiva a través de la microbiota. Sus
efectos sobre la fisiologia digestiva no son claros. El B-glucano es un polisacdrido no
digerible ya que las B-glucanasas son escasas o no existen en peces, ademds el
conocimiento de sus efectos sobre la fisiologia del tracto digestivo es escaso o no esta
disponible (Sinha et al., 2011).

Dado que el B-glucano 1,3/1,6 es comiinmente usado en acuicultura, es importante
conocer su efecto sobre el sistema inmune y digestivo asi como su aplicacion en especies

de interés comercial y con potencial de ser cultivadas.

2. ANTECEDENTES

2.1 Huachinango Lutjanus peru
El huachinango (Fig.1), es una especie nativa, que se distribuye en el este del Pacifico,

desde México hasta Peru, alcanza la madurez sexual répidamente (Allen, 1985). Son

depredadores generalistas demersales que se alimentan principalmente durante la noche de



crustaceos, moluscos y peces (Allen, 1985; Santamaria, 1998). Habitan aguas tropicales a
profundidades relativamente someras hasta 90 m (Allen y Robertson, 1994).

Su crecimiento es lento, alométrico y similar entre ambos sexos, llegando a alcanzar
hasta 99 cm de longitud total (LT) (Rocha-Olivares, 1998); son gonocoéricos y maduran
entre los 25 y 40 cm de longitud total, presentando generalmente una proporcion de sexos
cercana a 1 y mas de un periodo de desove anual (Santamaria, 1998). Allen (1987)
menciona que los adultos y juveniles de L. peru son esencialmente sedentarios, sin extensas

migraciones y que estan tipicamente asociados con sustratos rocosos o coralinos.

Figura 1. Huachinango Lutjanus peru

Sin embargo, aunque algunos estadios larvarios se han descrito (Watson y Brogan,
1996), no se cuenta con una descripcion completa de su ciclo de vida y se desconoce
totalmente la ecologia larvaria de la especie. Al igual que otras especies demersales que
durante su desarrollo comparten el habitat con crustaceos penéidos, los juveniles del
huachinango forman parte de la fauna acompanante en la pesca de camaréon (Rocha-
Olivares, 1998; 2003). Se carece totalmente de informacién genética para un manejo
adecuado del recurso. En México es de importancia econémica ya que tiene una gran
demanda comercial y soporta grandes pesquerias (FAO, 2012), por lo que es importante
realizar estudios sobre esta especie ya que son escasos y se desconocen muchos de los
aspectos biologicos de estos organismos. Su cultivo es una alternativa a la sobrepesca

(FAO, 2006).
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2.2 La dorada Sparus aurata
La dorada Sparus aurata L. (1758) pertenece a la familia Sparidae y el género Sparus

(Fig.2). Se distribuye en el Mar Mediterraneo en las costas del Atlantico del Este desde
Gran Bretafia hasta Senegal, y ocasionalmente en el Mar Negro. Es una especie de gran
importancia econdémica para la acuicultura intensiva en el Mar Mediterraneo (Anon, 1995).
Es hermafrodita protandrica; primero madura como macho y a partir del segundo o tercer
afio se revierte a hembra. El desarrollo de la madurez sexual resulta en machos a los 2 afios
de edad (20-30 cm) y en hembras a los 2-3 afos (33-40 cm). En cautiverio, el cambio de
sexo estd condicionado por factores sociales y hormonales. La dorada es una especie
carnivora y se alimenta en su habitat natural de moluscos y otros organismos bentonicos
(Stickney, 2000). Debido a sus habitos eurihalinos y euritérmicos, la especie se encuentra
tanto en ambientes marinos y salobres, tales como lagunas costeras y areas estuarinas, en
particular en etapas iniciales de su ciclo de vida (Stickney, 2000).

Su cultivo se desarrolld durante los afios 80, la reproduccién a gran escala de
juveniles de dorada se desarrolld entre 1988-1989 en Espafia, Italia y Grecia (Caggiano,
2000). Esta especie tiene un alto valor comercial debido a su excelente carne, alcanzando

una produccion anual alrededor de 10, 000 ton (Consejeria de Acuicultura y Pesca, 2001).

Figura 2. Dorada Sparus aurata
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23 Inmunidad de peces

2.3.1 Sistema inmune innato

La primera linea de defensa de los peces y otras especies contra la infecciones, es el
sistema inmune innato. Este incluye las barreras fisicas como las superficies mucosas y la
piel con un amplio rango de sustancias asociadas como el moco por citar una sola de ellas,
pero también una variedad de leucocitos (monocitos/macrofagos, granulocitos y células
citotoxicas no especificas) y diversas sustancias humorales (p. e. lisozima, factores del
complemento, interferébn, proteina C reactiva, transferrina, anti-proteasas, lectinas,
eicosanoides) que inhiben indiferenciadamente el crecimiento de microorganismos

infecciosos (Dalmo et al., 1997).

El componente celular principal en la respuesta inmune innata lo constituyen los
macrofagos, ademas de su funcién como presentadores primarios de antigenos en la
respuesta inmune adquirida, son los principales fagocitos de los peces, secretan citocinas
prei-nflamatorias (Blazer, 1991; Dalmo et al., 1997) y aparecen en los eventos tempranos
de inflamacion en diferentes enfermedades (Ewart et al., 2008).

Lisozima. La presencia de la actividad lisozima ha sido bien documentada en varias
especies de peces, estd presente en plasma, moco de la piel, 6rganos y huevos de peces
(Fletcher y White, 1973; Engstad et al., 1992; Yousif, 1994). En la trucha arcoiris y el
lenguado Paralichthys olivaceus, el gen de la lisozima es transcrito en diferentes 6rganos y
ha sido identificado en el rifidén e higado (Dautigny et al., 1991; Hikima et al., 1997). El
ARNmMm de lisozima en la trucha es codificado por una secuencia de 129 aminoacidos y un

péptido sefial de 15 aminoacidos (Irwin et al., 1996).

2.3.2 Sistema inmune adaptativo
La segunda linea de defensa es la inmunidad adaptativa; aunque los peces no tienen médula

Osea o nodos linfoides, el timo, el rifion y el bazo asumen este papel (Dalmo et al., 1997).
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La inmunidad adaptativa puede ser dividida en celular y humoral, y depende en gran
medida de linfocitos T y B respectivamente (Ruiz et al., 2003a).
Similar a como ocurre en los mamiferos, la inmunidad humoral adaptativa en peces
involucra el reconocimiento y union de antigenos solubles circulantes a células B
diferenciadas en células de memoria y células plasmaticas que responden para producir y
secretar anticuerpos antigeno-especificos. Asi también, la inmunidad adaptativa mediada
por células involucra el reconocimiento de antigenos por las células T expuestos en la
superficie de las células presentadoras de antigenos en asociacion con moléculas del
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), que inducen la activacion de linfocitos T
citotoxicos (LTC, CD8+), células T cooperadoras (LTA, CD4+) secretoras de citocinas y
células supresoras (Ruiz et al., 2003a).

Los peces son capaces de producir diferentes inmunoglobulinas (Ig), tales como la
IgM, que puede aparecer como tetrameros en teledsteos o como pentdmeros 0 mondmeros
en peces cartilaginosos; estdn compuestas por cadenas polipeptidicas pesadas y ligeras de
gran heterogeneidad (Ruiz ef al., 2003a). También se ha identificado la IgD (Ellis, 1998;
Watts et al., 2001), IgT en trucha (Hansen ef al., 2005), IgZ en pez cebra (Danilova et al.,
2005) y la IgH en pez globo (Savan et al., 2005).

Ahora se sabe que los peces tienen diferentes isotipos de anticuerpos, aunque la
relevancia funcional de esta diversidad estructural no es clara y existen considerables

variaciones entre especies (Ruiz ef al., 2003a; Vandenberg, 2004).

2.3.3 Enzimas antioxidantes

La respuesta inmune innata involucra la produccion de moléculas altamente reactivas,
denominadas especies reactivas del oxigeno (ROS) y del nitrogeno (RNS). Estos
componentes pueden destruir efectivamente patdgenos invasores durante un proceso
infeccioso ayudando a contener los patdégenos invasores, tales como bacterias, protozoarios
u hongos (Luckhart et al., 1998; Brunet, 2001; Chakravortty y Hensel, 2003; Stevenson y

Riley, 2004); sin embargo su toxicidad no es solo restringida a organismos extrafios
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(Nathan y Shiloh, 2000) actuando también de manera no especifica sobre las células del
hospedero. La sobreproduccion de ROS durante la respuesta inflamatoria puede por lo tanto
provocar un dafo tisular al propio organismo, fendmeno conocido como estrés oxidativo
(Coleman, 2001). Asi mismo, en todos los vertebrados, la fagocitosis estd asociada con la
produccion de ROS; y tiene como principal funcidon la eliminacion de los patdégenos siendo
potentes microbicidas (Mufioz et al., 2000) en este proceso muchas especies de oxigeno
reactivas pueden cruzar las vacuolas fagociticas hacia el ambiente extravacuolar y
extracelular causando dafio (Welker ef al., 2007), para contrarrestar este efecto dafiino, las
enzimas antioxidantes juegan un importante papel protegiendo a las células del hospedero.

La superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y glutation peroxidasa pueden
neutralizar o eliminar a las especies de oxigeno reactivas (Warner, 1994). La SOD, tiene la
funcién de proteger a las células de los dafios causados por estos compuestos a través de la
reduccion del anidn superdxido a peréxido de hidrogeno; el peroxido de hidrogeno luego de
cruzar la membrana es removido por la accién de la catalasa y/o la glutation peroxidasa
(Anderson, 1996).

La SOD es uno de los principales mecanismos de defensa en respuesta al estrés
oxidativo causado por agentes contaminantes en el medio ambiente, por infecciones de
microorganismos o por cambios de temperatura (Neves ef al., 2000).

La CAT es una enzima presente en todos los oOrganos animales, plantas y
organismos aerobios (Wang, 1985), protege a las células de los efectos toxicos del peroxido
de hidrégeno, que cataliza la descomposicion a oxigeno molecular y agua sin la produccion

de radicales libres.

2.3.4 Factores que afectan la respuesta inmune

El estado nutricional afecta el sistema inmunologico de los peces; las deficiencias de las
vitaminas C y E alteran el funcionamiento de los macrofagos y el complemento; los
desbalances de acidos grasos pueden alterar la fagocitosis fundamentalmente por

modificacion de las caracteristicas de la membrana celular de leucocitos (Blazer, 1991) y
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disminuir marcadamente la microbiota del intestino y a su vez la resistencia a la adhesion y
translocacion bacteriana (Ringo et al., 2001).

En lo que concierne a los factores extrinsecos, la temperatura es trascendental en los
peces cuando debe responder a un agente patdogeno. La temperatura del agua afecta la
respuesta inmune en mayor o menor medida segun la especie del pez y la adaptacion previa

a la misma (Penagos et al, 2008).

2.3.5 Principales enfermedades que afectan a peces

El uso de antibioticos para el control de las enfermedades ha creado resistencia en las
bacterias y la destruccion en la microbiota intestinal, causando un efecto supresor del
sistema inmune (Verschuere et al., 2000). Por otra parte, uno de los principales problemas
es la acumulacion de residuos de antibidticos en los productos para consumo humano (Uma
et al., 1999). Actualmente, en muchos paises, incluido México, se ha regulado y normado
el uso de antibidticos en la acuicultura (Directiva 96/23/CE, 1996, FFDCA ; 21 U.S.C.,
Guidance No. 78, 2003; NOM-EM-006-PESC-2004) por lo que en la actualidad se prohibe
el uso de antibioticos para la prevencion y tratamiento de enfermedades, asi como su
utilizacion para promover el crecimiento (Swamm, 1969).

Las enfermedades causadas por agentes patdgenos son uno de los principales
problemas en la produccion sostenible de la acuicultura (Galindo y Hosokawa, 2005), lo
cual se atribuye a una amplia variedad de agentes patdgenos que comprenden bacterias,
virus, parasitos y hongos causando altas mortalidades y pérdidas economicas (Brock y
LeaMaster, 1992). Las enfermedades transmisibles méas importantes que afectan a peces se
muestran en la Tabla I, se clasifican fundamentalmente por su punto de vista
socioecondmico y/o sanitario.

La gravedad de estas enfermedades no solo depende de la especie cultivada o de la
capacidad de difusion del agente patogeno. En la mayoria de los casos se ve también
amplificada por la presencia de otros factores de distinto tipo: estadio del organismo
(principalmente larval por poseer un sistema inmune muy vulnerable), ambiental,

nutricional, genético e higiénico-sanitario (manejo) que condicionan el desarrollo y estado
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de salud general (Ruiz et al., 2002). Dentro de las enfermedades en acuicultura, la
proliferacion de bacterias patdogenas oportunistas provoca hasta un 80% de mortalidad en
cultivos (Munro et al., 1994). Conroy (1984), describe un esquema en el que se agrupan las

principales bacterias marinas patogenas de peces, que comprenden:

1) Bacterias Gram negativas (Vibrio, Pseudomonas, Aeromonas y Pasteurella)
causantes de septicemias hemorragicas.

2) Bacterias Gram positivas (Streptococcus sp. y Renibacterium salmoninarum)
causantes de enfermedades sistémicas y altas mortalidades.

3) Bacterias acido resistentes (Micobacterium, Nocardia) causantes de tuberculosis y
nocardiosis.

4) Mixobacteria (Flexibacter) causante de la patologia branquial, ademds de erosion de

piel, aletas y cartilagos.
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Tabla 1. Enfermedades transmisibles mas importantes en la acuicultura de peces

Enfermedades

Agente etioldgico

Especies sensibles

Anemia infecciosa del salmon
Necrosis pancreatica infecciosa

Septicemia hemorragica viral

Aeromoniasas

Estreptococosis

Necrosis Hematopoyética
infecciosa

Piscirickettiosis

Sindrome del alevin

Furunculosis

Ortomyxovirus
Birnaviridae

Rhabdovirus

Aeromonas moviles
Strettococcus iniae

Lactococcus

garviae
Lisavirus

Piscirickettsia

salmonis

Flavobacteriumpsy

chrophilum

Aeromonas

salmonicida

Salmon del Atlantico Salmo salar
Salmonidos

Salmonidos, Rodaballo
Scophthalmus maximus

Salmoénidos
Rodaballo Scophthalmus maximus

Salmonidos

Salmonidos

Salmonidos

Trucha arcoiris Oncorhynchus

mykiss

Salmonidos
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El estudio de la bacterias Gram negativas ha prestado especial atencion a los
lipopolisacaridos, componentes presentes en su pared celular que son considerados como

uno de los mayores factores de virulencia (Swain et al., 2008).

2.3.6 Lipopolisacaridos (LPS)

Los lipopolisacaridos, también llamados endotoxinas son responsables de efectos letales y
manifestaciones clinicas de enfermedades en animales y humanos (Swain et al., 2008),
caracterizado por la disminucidon de la ingesta de alimentos y pérdida de masa corporal
(Konsman et al., 2002). Son conocidos por estimular la respuesta inflamatoria, por activar
rdpidamente (en horas) células fagociticas produciendo ROS (Soszynski y Krajewska,
2002; Braulio et al., 2004). En otra investigacion Bertrand et al., (2006) evalu6 el efecto de
la exposicion a LPS sobre las células rojas de la sangre frente a un ataque con radicales
libres, demostrando que los LPS activan la maquinaria inflamatoria e inducen un
decremento en la capacidad de resistencia de estas células ante radicales libres.

Los animales superiores son extremadamente sensibles a estas endotoxinas incluso a
dosis bajas; sin embargo los vertebrados inferiores como los peces son frecuentemente
resistentes a este shock endotdxico (Swain et al., 2008).

Los receptores tipo Toll-like (TLR)-4 estdn principalmente involucrados en la
activacion del sistema inmune por LPS a través del reconocimiento del motivo de la
endotoxina (Lipido A). Aunque diversos receptores tipo Toll-like estan presentes en peces,
estas moléculas especificamente involucradas en el reconocimiento de la endotoxina
mediada por TLR-4 atn no han sido completamente establecidas en varias especies de
peces. A pesar de esto, los LPS tienen el potencial para expresar citocinas, proteinas de fase
aguda y también ejercen efectos inmunologicos, patoldgicos, fisiologicos, inmuno-
endocrinos y neuro-inmunoldgicos en diferentes especies de peces. Ademads esta
endotoxina puede estimular la activacion de varios parametros inmunes tales como
linfocitos T y B, macréfagos y el sistema del complemento, tales efectos han sido bien

establecidos en teledsteos (Swain et al., 2008).
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Ademas esta endotoxina puede estimular la activacion de varios pardmetros
inmunes tales como linfocitos T y B, macréfagos y el sistema del complemento, tales
efectos han sido bien establecidos en teledsteos (Swain et al., 2008).

Existen varios reportes sobre el efecto del los LPS en peces, los cuales mencionan
que estas endotoxinas estimulan la proliferacion policlonal en linfocitos de peces en el
salmén (Warr y Simon, 1983), la explosion respiratoria y la actividad fagocitica de
macrofagos (Dalmo y Seljelid, 1995; Solem et al., 1995) e inducen la producciéon de IL-13
en el pez gato (Clem et al., 1985). En otro estudio demuestran que LPS inyectados a
Pragus mayor incrementan la actividad fagocitica de macréfagos (Salati ef al., 1987). Sin
embargo el efecto de LPS sobre la produccion de lisozima en peces no ha sido

completamente estudiado.

2.3.7 Relacion entre el sistema inmune de peces y el p-glucano 1,3/1,6

Distintas investigaciones realizadas en peces y camarones (Siwicki et al., 1994; Yano,
1992); han demostrado que los B-glucanos actian como estimulantes del sistema
inmunologico; mejoran las condiciones generales de peces y crustaceos, capturan y
absorben toxinas y fortalecen a las larvas, lo que permite tolerar el estrés, causado por el
transporte, siembra y transferencia en cultivos comerciales.

Otras investigaciones (Dalmo y Begwald, 2008), comprobaron que los oligosacaridos de la
levadura, mejoran la actividad fagociticas en monocitos de peces activando el sistema
inmunologico humoral.

Ainsworth et al. (1996), evaluaron B-glucanos procedentes de Schizophylum
commune para activar la respuesta inmune de bagre de canal /. punctatus, encontraron que
los peces alimentados con dietas suplementadas con 0.1% de B-glucanos, tenian titulos de
anticuerpos significativamente superiores para E. ictaluri que los peces alimentados con
raciones tipo control o a una concentracion del 1.0%.

Los glucanos son capaces de inducir la inmunidad innata al incrementar la lisozima
en plasma, el complemento y estimulando la actividad fagocitica de los macrofagos en

diversos cultivos de peces (Yano, 1992), ademas incrementan la resistencia contra
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infecciones por patégenos oportunistas en salmon Atlantico (Raa et al., 1992) y la trucha

arcoiris (Jeney y Anderson, 1993).

2.4  Efecto del p-glucano sobre el crecimiento
Diversos reportes han descrito los efectos y eficacia de los B-glucanos sobre el crecimiento

de peces, tal como lo son los B-glucanos de levadura obtenidos de Saccharomyces
cerevisiae, que incorporada al alimento incrementa el rango de crecimiento de algunas
especies de peces, en ciertas condiciones ambientales (Ai et al., 2007; Cool et al., 2003;
Misra et al., 2006; Sealey et al., 2008). Sin embargo en otros experimentos cientificos el
crecimiento no ha mostrado diferencias significativas después de alimentar a los peces con
diferentes f-glucanos (Bagni et al., 2005; Welker et al., 2007; Whittington et al., 2005). No
existen reportes que indiquen la absorcion de las particulas del B-glucano en el intestino o si
éste puede ser digerido y degradado por algln tipo de enzimas, que le permitan ser nutritivo
(Dalmo et al., 1997). Otros aditivos en el alimento tales como los alginatos bioactivos que
son enriquecidos con acido manurdnico, han mostrado beneficios y desventajas con
respecto al incremento del peso en larvas de peces y juveniles (Conceicao et al., 2001;

Skjermo et al., 2006; Vollstad et al., 2006).

2.5  P-Glucanos y el sistema inmune

2.5.1 Los receptores de los p-glucanos

Se ha hipotetizado que los B-glucanos son reconocidos por diferentes familias de receptores
membranales, asi como también opsoninas no clésicas y cascadas de proteinas, tales como
el complemento; lo que probablemente es un importante mecanismo para aumentar la
afinidad de unién o especificidad (Taylor et al., 2005). Diversos y diferentes receptores han
sido reportados por unirse a los B-glucanos, como lo son los SR (scavenger receptors),
receptor 3 del complemento (CD11b/CD18), dectin 1 y el complejo TLR2/6. Todos siendo
innatos pero dectin 1 y TLR2/6 estan involucrados con la respuesta adaptativa. Existen al
menos tres clases de SR (SR-A, SR-B y SR-C) basados en sus caracteristicas estructurales.
La mayoria de los SR son receptores no especificos de opsoninas que muestran baja
afinidad y se unen promiscuamente a muchas sustancias polianiénicas modificadas. Dectin-

1, pertenece al tipo C no clésico, como la familia de lectinas, que predominantemente se
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unen ligando proteinas y es considerado el mayor receptor de los B-glucanos (Dennehy y
Brown, 2007). En ratones, dectin-1 es expresado sobre neutrofilos, macrofagos alveolares y
macrofagos inflamatorios, y en menor grado sobre macréfagos y células detriticas (DC)
(Taylor et al., 2005). Se conoce que dectin-1 media sefiales e induce respuestas especificas
tales como la produccién de IL-10 en DC y la explosion respiratoria en macrofagos y
neutrofilos, recientemente se ha demostrado que la unién a ligandos de dectin-1, solo o
junto con TLR2 induce otras respuestas, como es la estimulacion y produccion de IFN-y,
IL-2 e IL-12p40 (Rothfuchs et al., 2007). Sin embargo, recientemente se ha sugerido, que
dectin media el reconocimiento de hongos induciendo preferentemente a IL-17 produciendo

células Th (Th17) tanto en humanos como en ratones (Palm y Medzhitov, 2007).

La respuesta de Th17 es importante en las células de activacion epiteliales, en el
reclutamiento de neutréfilos y durante la migracion de leucocitos a la mucosa, ya que
involucra la modulacién de los receptores que expresan quimocinas. La respuesta inmune
después de una infeccion con patdgenos extracelulares y hongos, sintetiza ligandos de
dectin-1 que puede favorecer la diferenciacion de Thl7, hipotéticamente esto es muy

importante para la erradicacion de bacterias extracelulares y hongos de la mucosa.

La estimulacion combinada de TLR y dectin-1 por zymosan, extractos de paredes
celulares de levadura, resulta principalmente en la diferenciacion de las células Thl. Esto
probablemente es debido a que IFN-y e IL-12 median el antagonismo de la diferenciacion
celular de Th17 (Palm y Medzhitov, 2007). La diferenciacion de Thl7 es también
dependiente de la presencia y de la transformacion del factor de crecimiento f (TGF-f), IL-
6 e IL-23. La respuesta de Th17 podria ser muy importante para utilizarse en peces junto
con el uso de B-glucanos como un estimulante para incrementar la actividad de defensa en
la mucosa contra bacterias y hongos. Con respecto a esto, cinco genes de IL-17 en pez
cebra han sido clonados y caracterizados (Gunimaladevi et al., 2006), mientras que en el
salmén del Atlantico se inicid6 su secuenciacion y clonaciéon (Dalmo et al., 1997).
Relativamente la mayor cantidad de transcritos se han encontrado en la mucosa de tejidos

del pez cebra (Gunimaladevi et al., 2006).
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Los receptores para B-glucanos han sido encontrados en macréfagos de salmon del
Atlantico (Engstad y Robertsen, 1994) y en neutrdfilos del pez gato (Ainsworth, 1994). No
se ha investigado eficazmente el efecto antifungico del B-glucano en peces aunque ya
existen reportes (Dalmo et al., 1997). Los estudios en la distribucion de tejidos en peces
han revelado que las células endoteliales y los macroéfagos son potencialmente responsables
de la absorcion parenteral de la inyeccion de B-glucanos, mientras las células del epitelio
intestinal (enterocitos) han absorbido al B-glucano después de la administracion oral y

peritoneal (Dalmo ef al., 1997).

2.5.2 Receptores del complemento

Los receptores del complemento tipo 3 (CR3; CD11b/CD18), pertenecen a la familia de las
integrinas y de las f2-integrinas, los cuales son receptores bien caracterizados. C3 tiene una
union a PB-glucanos en el sitio de la cadena (alfa) (CD11b), de los heterodimeros de
proteinas (Xia y Ross, 1999). La activaciéon de CR3 puede controlar la sintesis de IL-12 de
monocitos humanos, de tal modo que afecta la inmunidad de las células T (Hawlisch y
Kohl, 2006). El gen (s) CR3 no ha sido clonado y no se tiene su secuencia completa en

ninguna especie de pez.

2.5.3 Lactosilceramida

La lactosilceramida ha sido encontrada en leucocitos y células endoteliales, es un
glicolipido que contiene una lipido-ceramida hidrofobica y una azlcar hidrofilica. Esto le
permite unirse especificamente a un B-glucano, esto con una produccidon concomitante de
metabolitos reactivos del oxigeno (Chen y Sviour, 2007; Zimmerman et al., 1998). Se

desconoce si tales uniones pueden afectar a APC y a la actividad de las células T.

2.5.4 Receptores tipo Toll Like

Se conoce que la pared de hongos y el zymosan contienen varios motivos de diferentes
moléculas que pueden unirse a TLR2 y TLR4, esto facilitando por myD88 y dependiente de
la sefializacion intracelular que inducen las citocinas, favoreciendo la diferenciacion celular
de Thl (Romagne, 2007). El zymosan que se obtiene de las paredes celulares de la

levadura, estd compuesto de P-glucanos insolubles y manosa; ha sido utilizado en
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numerosos experimentos, debido principalmente a esta habilidad para activar a los
macrofagos. En los ultimos afios, esto ha sido cuestionado debido a que estos compuestos
tienen diferentes moléculas y/o grados de pureza, por ejemplo, los lipopolisacaridos
bacterianos pueden ser decisivos para la activacion de TLR4 (Chen y Sviour, 2007), para
apoyar esto, es preciso conocer el contenido de manosas, quitinas, proteinas y lipidos en el
zymosan, ya que puede interferir con la interpretacion de los resultados. Los reportes mas
recientes, proponen que la actividad independiente de dectin-1 y la cooperacion de dectin-1
con TLR2 es el evento mas importante que induce la sefializacion celular (Dostert y

Tschopp, 2007).

2.5.5 Respuesta inmune después de la administracion oral de B-glucanos

La actividad de complemento en plasma fue evaluada en peces de lubina Dicentrachus
labrax alimentados con una dieta suplementada con -glucano 1,3/1,6 al 2% por un periodo
de tres meses (suministrada cada dos semanas), se observd que los organismos
inmunoestimulados mostraron valores mas altos de la actividad de complemento en
comparacion con los peces control (Bagni et al., 2000). En otro ensayo la via de activacion
alterna del complemento fue significativamente aumentada al dia 15, en peces alimentados
con B-glucano (MacroGard™) y 4cido alginico (Ergosan), después del primero de cuatro
ciclos, de dos semanas. Sin embargo, los inmunoestimulantes no modularon o
incrementaron los niveles de lisozima, la actividad del complemento o modificaron el
numero de células T y B en sangre periférica después de que los peces fueron alimentados

por 35 semanas (Bagni et al., 2005).

En otro estudio, Pseudosciaena crocea alimentada con B-glucano al 0.09% y 0.18%
durante ocho semanas mostraron que las bajas concentraciones del glucano (0.09%)
aumentaron significativamente la explosion respiratoria y la actividad de fagocitosis en los
macrofagos del rifion cefalico, mientras que la alta concentracion (0.18%) no mostro
efectos (Ai et al., 2007. La actividad de lisozima en suero de peces alimentados con ambas
concentraciones de glucanos fueron significativamente mayores que el control y la dieta

con 0.18% del glucano estimul6 significativamente la actividad lisozima comparado con el
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0.09%. No se observaron diferencias significativas en la actividad de la via del

complemento con ninguna de las concentraciones del glucano.

Un B-glucano comercial (EcoActiva™) fue administrado como un suplemento
alimenticio al pargo Pagrus auratus. El inmunoestimulante incrementé el nimero de
macrofagos, la produccion del radical oxigeno durante el invierno pero no durante el
verano. En contraste para los macréfagos, activados con EcoActiva™ no se estimulé la via
clasica o alternativa del complemento. Los resultados de este estudio sugirieron que puede
ser favorable incluir al B-glucano en la alimentacion del pargo durante el invierno para

incrementar la resistencia contra enfermedades y el crecimiento (Cool ef al., 2003).

El efecto del B-glucano 1,3/1,6 de levaduras sobre la inmunomodulacion, en trucha
arcoiris fue evaluada a través de la actividad de macrofagos, activacion de la lisozima y el
complemento. En adicion la respuesta a anticuerpos fue analizada después de la vacunaciéon
formalin-Yersenia ruckeri muertas (Verlhac et al., 1998). Los parametros del sistema
inmune no especifico fueron evaluados al finalizar un periodo de alimentacioén después de
la semana dos y cuatro. Se encontrd un aumento significativo en el efecto de la dieta del B-
glucano 1,3/1,6 sobre concavalin-A induciendo la proliferacion de linfocitos y la respuesta
a anticuerpos después de la vacuna contra Y. ruckeri. Pero los glucanos no mostraron efecto
sobre la explosion oxidativa, pinocitosis, actividad lisozima y la via de activacion

alternativa del complemento.

En la carpa Cyprinus carpio se administré B-glucano por la via oral después de la
vacunacion con Aeromonas hydrofila, los anticuerpos titulados fueron significativamente
incrementados. La administraciéon oral del B-glucano no evidencié cambios de la via

alternativa del complemento (Selvaraj et al., 2005).

En otro ensayo, se estudio el efecto de diferentes dosis de B-glucanos en juveniles
de Labeo rohita Hamilton durante 56 dias; se realizd conteo de leucocitos y diferentes
parametros inmunes humorales (Misra et al., 2006). La administracion de altas dosis (500
mg de B-glucano kg de alimento) did como resultado la disminucién del conteo de

leucocitos comparado con peces alimentados de 250 y 100 mg. También maximizé la
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produccion del anion superdxido y la actividad fagocitica en macréfagos de rifidon cefalico,
cuando fueron alimentados con 500 mg y 250 mg de B-glucano kg™ de alimento durante 42
dias respectivamente. La actividad hemolitica del complemento fue significativamente
mayor en peces estimulados con el B-glucano, excepto la dosis de 500 mg kg™'. La actividad
bactericida y lisozima fueron altas a la dosis de 250 mg de B-glucano en peces alimentados

por 42 dias.

Es conocido que los B-glucanos y los LPS pueden activar la via alternativa del
complemento. De hecho una inyeccion intraperitoneal de LPS (por ejemplo, 5 mg LPS por
kg'1 de peso corporal) ha demostrado estimular la actividad hemolitica del complemento en

el Anarhichas minor (Dalmo y Begwald, 2008).

2.5.6 Efectos del B-glucano en peces inmunocomprometidos

El efecto en la dieta del B-glucano 1,3 sobre la respuesta inmune en la salud de peces
inmunocomprometidos inducidos con aflatoxinas en Labeo rohita Hamilton fue
investigado. Una sola inyeccion de aflatoxinas redujo la inmunidad no especifica, segin lo
medido por fagocitosis de neutréfilos, actividad bactericida en suero e inmunidad especifica
contra Edwardsiella tarda (Sahoo y Mukherjee, 2001; 2002). Alimentando con B-glucanos
a estos peces por siete dias, aument6 la actividad inmune no especifica medida a través de

la actividad bactericida en suero, la actividad fagocitica y la titulacion de anticuerpos.

El B-glucano usado como un suplemento alimenticio aumenta significativamente la
explosion respiratoria, la mieloperoxidasa y la actividad fagocitica, su uso puede ser una
ventaja sobre los estados inmunosupresivos en estrés ambiental o fisioldgico (Kumari y

Sahoo, 2006a y b).
2.5.7 El estado inmune después de la inyeccion con B-glucanos

Yano et al. (1992) analiz6 extractos de B-glucanos procedentes de levadura y plantas; los

inyectaron en carpa, previamente infectada por Edwardsiella tarda. Los autores observaron
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que todos los peces testigo, murieron dentro de los tres dias siguientes, sin embargo, los
peces que recibieron la inyeccion con los extractos fingicos presentaron un rango de
supervivencia de 60 a 90%.

Estos autores también encontraron que los peces inyectados con B-glucanos tenian
actividades séricas de complemento superiores, que podrian ser correlacionadas con el
grado de proteccion.

Rosado y Ondarza, (2003) reportaron reducciones de mortalidad en el bagre de
canal infectado con E .ictaluri, con inyeccion intraperitoneal de B-glucano 1,3. Robertson,
et al. (1990) inyectd B-glucanos al salmoén del Atlantico Salmo salar, observaron una
disminuciéon de la mortalidad cuando éstos se infectaron con Vibrio anguillarom, V.
salmonicidia o Yersinia ruckerii.

La carpa C. carpio inyectada intraperitonealmente con B-glucano (100, 500 y 1000
mg) incrementd significativamente el conteo total de leucocitos e incremento
proporcionalmente los neutrofilos y monocitos al dia siete (Selvaraj et al., 2005). La
activacion clésica y alternativa del complemento no se vié modificada por la inyeccion de
glucanos. Los macréfagos de rifion cefélico tanto para el grupo control como los inyectados
con glucanos fueron cultivados y se observo que la actividad SOD fue significativamente
mayor en peces inyectados con glucanos a altas dosis. En adicion A. hydrophila fue mas

eficientemente lisada por macrofagos de peces estimulados con glucanos.

Una combinacion de B-glucanos y LPS inyectados intraperitonealmente a carpas
(100 mg de B-glucanos + 10 mg de LPS) tuvo un incremento significativo en el conteo total
de leucocitos en sangre y un incremento en la proporcion de neutrofilos y monocitos
(Selvaraj et al., 2006). La produccion del anion superdxido por macréfagos fue también
elevada. La via del complemento clasica y alternativa no fue afectada por el glucano.

También la expresion de IL- If no se elevod en los peces estimulados.

2.5.8 p-glucanos como adyuvantes
La acuicultura moderna no seria posible sin el uso de vacunas inyectables contra
enfermedades comunes. Sin embargo el uso de emulsiones de aceite como adyuvantes

puede causar mayores dafios que beneficios tales como, su adhesion interna a drganos,
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depositos de melanina, efectos sobre el crecimiento y deformidades esqueléticas (Berg et
al., 2006). Este ultimo es la implicacion ética mas importante, por ello se intenta desarrollar
estrategias de inmunizacion menos dafiinas tales como el uso de PB-glucanos como
adyuvantes u otros inmunoestimulantes. Rorstad et al. (1993) describe la respuesta de
proteccion de los B-glucanos usados como adyuvantes en salmon del Atlantico (Rerstad et
al., 1993). Una protecciéon similar también fue encontrada aplicando B-glucanos de
levadura en combinacion con la bacteria A. salmonicida en la proteccion contra
furunculosis (Aakre et al., 1994). Sin embargo existen otros reportes como lo son los de
Kawakami y colaboradores, quienes usan particulas de levaduras del B-glucano inyectadas

con Pasteurella piscida donde no existe una respuesta a los adyuvantes (Kawakami et al.,

1998).

Debido a estos resultados diferentes, se requieren mas investigaciones para
garantizar los términos de las dosis, duracion, modelos experimentales y un estudio
detallado de las caracteristicas moleculares (peso molecular, conformacion, solubilidad en
el agua y carga) de los B-glucanos para conocer si pueden o no potenciar la eficacia de las

vacunas y ser aplicados en los sistemas de acuicultura.

2.5.9 Expresion de genes seguidos de la administracion de B-glucanos

La cuantificacidon de los niveles de expresion de genes estudiados de ciertos productos de
fases agudas (TNFo, IL-1p, IL-6, componentes del complemento 3, 5 y sus subtipos) (Bagni
et al., 2000; Kato et al., 2003; Lovoll et al., 2007; Selvaraj et al., 2006), no ha respondido a
la pregunta de como actian los B-glucanos sobre la respuesta inmune adaptativa en peces.
En la linea celular de monocitos (THP-1) un alto numero de genes fueron subregulados
después de la estimulacion por B-glucanos, fueron particularmente interesantes los genes
involucrados en la quimiotaxis (ligandos de quimiocinas) tales como CXCLI, CXCL2,
CLXCL3 y Thl a su vez asociados a genes tales como 7NF, IL-12f e IL-8 (Ellertsen et al.,
2006).



27

Conociendo que los B-glucanos tienen la capacidad de inducir a Thl7 y a los
ligandos de quimocinas, se especula que estos polisacaridos pueden incrementar la
resistencia a enfermedades de la mucosa; ademds su habilidad para incrementar la
expresion de los TLR podria ser importante para hipotetizar que pueden incrementar la

resistencia a enfermedades bacterianas intracelulares.

En peces, es esencial realizar investigaciones para entender la caracterizacion, la
expresion de genes y la funcion de las moléculas inmunes relacionadas a nivel de gen (Aoki
et al., 2011) asi también, conocer su condicidon nutricional, de acuerdo a los nutrientes y

aditivos que son proporcionados en la dieta (Kiron, 2012).

En la actualidad existen herramientas de andlisis masivo de genes, como son los
microarreglos, esta tecnologia es considerada una de las mas poderosas y usadas en las
ciencias genomicas. La aparicion de tecnologia de los microarreglos de cDNA vy
oligonucleotidos ha llevado a recapitular el paradigma en la investigacion biologica, de tal
manera que el cuello de botella en la investigacion estd cambiando de la generacion de
datos hacia el andlisis masivo de datos (Sherlock, 2000). Con esta tecnologia es factible
entender y monitorear diferentes procesos biologicos, detectar mutaciones y realizar

mapeos genéticos (DeRise y Lyer, 1999).

2.6 Microarreglos

Los microarreglos de ADN son soportes solidos (laminillas de vidrio, silico o membranas
de nylon) donde se fijan roboticamente cientos o miles de genes (sondas de cDNA). Las
sondas estan impresas y adheridas en lugares fijos llamados spots o elementos del arreglo,
estan colocados en un orden especifico y cada spot corresponde a un gen diferente. Los
chips de ADN (del inglés DNA microarray) se usan para analizar la expresion diferencial
de genes, monitoreando los niveles de miles de ellos en forma simultdnea. Su
funcionamiento consiste, basicamente, en medir el nivel de hibridacion entre la sonda

especifica (probe, en inglés), y la molécula diana (farget), mediante la intensidad de una
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sefial fluorescente y cuantificandola a través del analisis de la imagen, lo cual nos indicara

el nivel de expresion del gen (Tsoi et al., 2003).

La expresion relativa de los ARNs mensajeros es comparada entre los tratamientos
experimentales midiendo el porcentaje de fluorescencia de los spots de cada réplica.
Finalmente, basados en la identidad o ubicacion de los transcritos sobre el microarreglo se
puede determinar qué genes se estan regulando bajo diferentes condiciones experimentales

(Kassahn et al., 2007b).

2.6.1 Uso de microarreglos heterélogos en acuicultura

En cuanto a las aplicaciones de esta tecnologia en acuicultura, la informacion generada en
un microarreglo podria servir como la base para desarrollar métodos de prevencion para
enfermedades infecciosas (Aoki ef al., 2011), asi también crear estrategias de alimentacion
adecuadas para peces en cultivo. Los estudios pioneros que se realizaron con peces y

microarreglos son citados en la Tabla IL

Tabla II. Primeros estudios realizados en peces con microarreglos

Referencia Objetivo del estudio

Douglas, 2006 Conocer procesos fisiologicos basicos

Bernardi, 2008 Estudios de evolucion molecular

Shiu y Borevitz, 2008 Regulacion del genoma

Kassahn, 2008 Microarreglos disefiados en una especie pueden

ser usados para medir la expresion de genes en
otra especie no relacionada (microarreglos

heter6logos)

El uso de microarreglos ha crecido rdpidamente en pocos afios, los investigadoes en
la actualidad utilizan esta tecnologia para realizar estudios ecoldgicos, cuestiones

ambientales y evolutivas incluyendo la variabilidad de la expresion de genes en
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poblaciones naturales, especiacion, diversidad ecotipica, remedacion ambiental e
interacciones hospedero-parasito (Wenne et al., 2007; Kirchner et al, 2007; Goetz y

MacKenzie, 2008).

Se espera que los estudios basados en microarreglos en acuicultura tengan impacto

cn:

1. Generar conocimientos sobre patdgenos y resistencia a enfermedades.

2. Identificar y diagnosticar rapidamente enfermedades y cepas resistentes.

3. Identificar genes de respuesta inmune y factores que promuevan la resistencia a
enfermedades.

4. Conocer deficiencias nutrimentales y cambios en la formulacion de dietas dptimas

en diferentes estados de desarrollo en organismos cultivados.

Los microarreglos son una herramienta importante ya que puede ayudar a entender
el significado bioldgico de la regulacion de genes; sin embargo el desarrollo de
microarreglos especie-especificos pueden consumir tiempo y ser costosos. Por lo tanto, el
empleo de una plataforma heterdloga puede ser una alternativa atractiva, su uso ha ganado
interés en los ultimos afos (Bar-Or et al., 2007; Buckley, 2007). Investigadores de la
biologia de peces, han puesto su atencion en la aplicacion de la tecnologia de microarreglos
heterdlogos (Buckley, 2007). Existen varios estudios de peces teledsteos en diferentes
organismos, como por ejemplo; las respuestas al estrés ambiental (Kassahn et al., 2007a,
b), la deficiencia de nutrientes en acuacultura (Kirchner et al., 2007) y la respuesta inmune
(Tsoi et al., 2003).

La informacion generada en un microarreglo puede proveer importantes
interacciones hospedero-patégeno que podrian servir como la base para desarrollar métodos
de prevencion de enfermedades infecciosas (Aoki et al., 2011), asi también crear estrategias

de alimentacion adecuadas para peces en acuicultura.
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3. JUSTIFICACION
El aumento de las practicas en acuicultura ha llevado al crecimiento rapido y descontrolado
de patogenos y al uso indiscriminado de antibidticos para su prevencion, lo que ha
ocasionado la aparicion de cepas resistentes, estos hechos son dos de los factores mas
importantes que involucran tanto a investigadores como a productores. Las enfermedades
causadas por agentes infecciosos son uno de los principales problemas en acuicultura que
impiden la sustentabilidad y desarrollo de esta industria.

El concepto de alimentacion funcional es un paradigma emergente en la industria de
acuicola que pretende desarrollar dietas nutricionalmente balanceadas y suplementadas con
aditivos que mejoren la salud y resistencia de los organismos cultivados.

Intentando solucionar esta problematica, han surgido diferentes estrategias como
son la suplementacion en la dieta de probidticos, prebidticos e inmunoestimulantes para
ayudar a reducir mortalidades en organismos cultivados; tal es el caso del uso del B-glucano
1,3/1,6 en acuicultura.

Hasta ahora, la mayoria de los reportes relacionados al efecto del B-glucano en
peces, han propuesto a este polisacarido como un potente, valioso y prometedor
inmunoestimulante. Por otra parte, el B-glucano es un polisacarido no digerible, dado que
no existen o son muy escasas las -glucanasas en peces, el estudio de sus efectos sobre la
fisiologia del tracto digestivo es reducido o no estd disponible (Sinha ef al., 2011); sin
embargo puede ser metabolizado por la microbiota de peces por lo que se considera que
podria ser usado como prebiodtico, incrementando el crecimiento y de manera indirecta la
produccion de enzimas digestivas del hospedero; por ello, es muy importante conocer sus
mecanismos de accion, el perfil de expresion de los genes que estimula y regula asi como
su aplicacion en organismos marinos de importancia comercial.

Por lo tanto, se considera de gran importancia investigar y evaluar el efecto del -
glucano 1,3/1,6 adicionado en la dieta de L. peru y la dorada S. aurata como una alternativa

para mejorar las condiciones de cultivo, estimulando el sistema inmune y el crecimiento.
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4. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del B glucano 1,3/1,6 al ser administrado en la dieta sobre la expresion de
genes, sistema inmune y actividad enzimatica digestiva de juveniles del huachinango

Lutjanus peru y de la dorada Sparus aurata.

4.1 Objetivos particulares

1. Evaluar el efecto de diferentes concentraciones del B-glucano 1,3/1,6 sobre el

crecimiento, la actividad enzimatica antioxidante y digestiva de Lutjanus peru.

2. Conocer el efecto del B-glucano 1,3/1,6 adicionado en la dieta sobre la actividad

enzimatica antioxidante del huachinango después de la exposicion a LPS.

3. Evaluar el efecto del B-glucano 1,3/1,6 adicionado al 0.1% sobre el transcriptoma de

Lutjanus peru a través del uso de un microarreglo heter6logo.

4. Validar un microarreglo heterélogo a través de la cuantificacion de la expresion de
genes relacionados al sistema inmune y digestivo de diferentes 6rganos por qPCR

del huachinango.

5. Conocer el efecto del B-glucano 1,3/1,6 y el probiodtico Pdpl1 sobre el crecimiento y

la modulacion de la respuesta inmune de Sparus aurata.

6. Evaluar el efecto del B-glucano 1,3/1,6 y el probidtico Pdpl1 sobre la expresion de

genes del sistema inmune de Sparus aurata.
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5. HIPOTESIS DE TRABAJO

Dado que el B-glucano 1,3/1,6 es considerado un PAMP y es reconocido por
receptores especificos presentes en células del sistema inmune, entonces podra
modificar la actividad enzimatica antioxidante y la expresion de genes relacionados

al sistema inmune de Lutjanus peru'y Sparus aurata.

Si los prebioticos son metabolizados por la microbiota presente en el tracto
digestivo, estimulando el crecimiento selectivo de bacterias benéficas y estas tienen
la capacidad de producir enzimas digestivas exdgenas, entonces el B-glucano 1,3/1,6
podra incrementar el crecimiento y modificar la actividad enzimatica digestiva de

Lutjanus peru.

Si el B-glucano 1,3/1,6 y el probidtico Pdp 11 al ser adicionados en la dieta de
manera individual, pueden incrementar el crecimiento y la respuesta inmune
entonces al ser adicionados juntos en la dieta, tendran un efecto sinérgico en dichos

procesos en Sparus aurata.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Experimento 1. Ensayo de alimentacion con B-glucano 1,3/1,6 suplementado en
la dieta de L. peru.

6.1.1 Obtencion de los organismos en campo

Se realizaron tres salidas de campo al Municipio del Sargento, con la finalidad de obtener
organismos para el experimento. Se colectaron 153 juveniles de L. peru con ayuda de los
pescadores locales, a través de pesca artesanal utilizando anzuelos. Los peces fueron
capturados cerca de la Isla Cerralvo (~24.25 °N,~109.85 °W), en el Estado de Baja
California Sur, y transportados en tanques al CIBNOR. Los organismos fueron encontrados

a 40 m de profundidad por lo que se les extrajo el aire de la vejiga natatoria.

6.1.2 Aclimatacion

Los peces fueron aclimatados por doce semanas antes de comenzar el experimento. En el
primer dia de cautiverio no se alimento a los animales, a partir del segundo y hasta el
séptimo dia se les administr6 alimento fresco (calamar). La coalimentacion, se llevo a cabo
partir del octavo dia, con alimento particulado y alimento fresco. La sustitucion alimenticia
se logré el dia 25, a partir de ese momento, solo se aliment6 con la dieta particulada, la cual

fue administrada ad libitum, dos veces al dia, una vez por la mafiana y otra por la tarde.

6.1.3 Monitoreo y manejo de parasitos

El monitoreo de pardsitos se realizd semanalmente colocando cuerdas de nylon (sustrato
utilizado para atrapar huevos de monogéneos) durante 24 horas y se analizo6 el sedimento de

cada tanque, ambas muestras eran revisadas por microscopia optica y contraste de fases.
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Durante el primer mes de cautiverio se detectaron monogéneos Microcotylidae
(parasitos de branquias, gusanos alargados con numerosas pinzas) y escasos copépodos.
Posteriormente, se detectaron huevos de monogéneos capsalidos (parasitos de piel, gusanos
aplanados, grandes con un disco adhesivo). Estos parasitos tienen una alta tasa reproductiva

por lo que pueden dafiar facilmente al hospedero.

Por lo arriba mencionado, en dos ocasiones los peces fueron tratados con una
solucion de formaldehido al 10% por 1 h para remover ectoparasitos de las branquias. Los
peces no mostraron sintomas patoldgicos causados por infecciones o enfermedades o el
desinfectante, este método mostrd resultados positivos, ya que la supervivencia fue del

100% y los analisis siguientes no revelaron la presencia de parasitos.

6.1.4 Mantenimiento general

Los organismos fueron puestos en tanques con capacidad de 500 L con un sistema de
circulacion abierto, flujo de 500% de reciclado y aereacion constante, el agua fue filtrada
cada dia y expuestos a un fotoperiodo natural. La temperatura (27+ 1.5 °C), salinidad ( 40+
0.83 g mL™) y el oxigeno disuelto (6.8+ 0.75 mg O, L") fueron medidos cada dos dias. Los

tanques fueron limpiados dos veces al dia, incluyendo la remocion de la materia fecal.

El sistema de circulacion constdé de una bomba marca Jacuzzi de 1 HP y otra de la

misma marca de 2 HP, un filtro mecdnico de arena y un filtro tipo bolsa GAF (10u, 5 py

Ip).

6.1.5 Sistema experimental

El sistema experimental consistidé en nueve tanques de plastico, cada uno con capacidad de
550 L (Fig. 3). Para probar el buen funcionamiento del sistema, este se llen6é con agua de
mar dos dias previos a la introduccion de los peces. Los organismos fueron aleatoriamente
distribuidos en los tanques a una densidad de 17 peces por cada tanque. Finalmente se
realiz6 una ANOVA con los datos de pesos y tallas para asegurar que no existieran

diferencias significativas entre los grupos experimentales.
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Tabla III. Composicion de las dietas usadas en los tratamientos con diferentes
concentraciones de B-glucano 1,3/1,6. El analisis quimico se realizé siguiendo los métodos

Dietas Control B-Glucano 0.1% B-Glucano 0.2%
Composicion Proximal (0% B-glucano)

Proteinas® 52.84+0.1 52.79+0.21 52.69+0.17
Lipidos® 23.25+0.06 22.62+0.27 22.78+0.29
Fibra Cruda® 0.17+0.04 0.16+0.05 0.20+0.07
B-glucano 1,3/1,6 0.0 0.1 0.2
(Fibosel®)"

AOAC (1990)

* Todas las dietas fueron preparadas a partir del alimento comercial SKRETTING (Vancouver,
Canada) conteniendo harina de pescado, harina de ave, harina de gluten de maiz, aceite de pescado,
grasa de ave, trigo integral, harina de plumas, lisina, polisorbato 60, mezcla vitaminica que
contiene: acetato de vitamina A, vitamina D, vitamina E, inositol, pantotenato de calcio, riboflavina,
acido nicotinico, tiamina, piridoxina, cobalamina, D-Biotina, acido félico, polifosfato ascérbico ,
menadiona de sodio y complejo bisulfito (vitamina K); DL metionina, una mezlca de minerals que
contiene manganeso, sulfato, metionina de zinc, iodato de calcio, cobre, sulfato, sulfato ferroso,
selenio de sodio y etoxiquina (antioxidante)

® Fibosel® manufacturado por LALLEMAND

6.1.6 Elaboracion de las dietas inertes y p-glucano 1,3/1,6

Se prepararon tres dietas experimentales a partir de un alimento comercial (Skretting,
Stavanger, Norway). El alimento fue pulverizado y después reconstituido adicionando 2%
de acido alginico (Sigma, #A7128, St. Louis, MO) como agente de unidn, las particulas
fueron mezcladas por 15 min con una batidora industrial, lentamente y cuidadosamente se
adicion6 el PB-glucanol,3/1,6 (Fibosel™) (Lallemand, Montreal, QC) para asegurar la
efectiva incorporacion y las concentraciones deseadas de 0.1 y 0.2%. La dieta control no
fue suplementada con B-glucano. Se agregd agua (40%). El alimento se pasd por un

extrusor con un cubo de 1/8 cortdndose en trozos de 1 cm aproximadamente, se colectd en
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charolas, fue secado en un horno durante 20 h a 40 °C. Finalmente se almacen6 a 4° C para
su posterior uso. Su produccion se llevo a cabo en el Laboratorio de Nutricion Acuicola

perteneciente al Centro de Investigaciones Biologicas del Noroeste (CIBNOR).

Los ingredientes usados para las dietas experimentales son enlistados en la Tabla III. La
composicién quimica proximal de los principales ingredientes en las dietas fue analizado de

acuerdo a los Métodos Oficiales de Analisis (AOAC, 1990) (Tabla III).

6.1.7 Disefio experimental

153 juveniles de L. peru (peso promedio inicial 340.38+28.39 g; longitud estandar
23.20£1.06 cm) fueron aleatoriamente divididos en tres tratamientos experimentales (17
peces por tratamiento, cada tratamiento por triplicado) basados en la concentracion del -
glucanol,3/1,6 adicionado al alimento: 0.0% (control), 0.1 y 0.2%. Los peces fueron
alimentados dos veces al dia a aparente saciedad sin sobrepasar el limite del 2% de su
biomasa por dia, durante seis semanas. El alimento no consumido cada dia, se almaceno
para su posterior cuantificacion. Los tiempos de alimentacion y dosis del B-glucano fueron

basados en trabajos previos (Berg ef al., 2006; Bricknell y Dalmo, 2005).

Al concluir el periodo de alimentacion los peces fueron expuestos a LPS.

6.2 Exposicion a LPS
Después de seis semanas de alimentacion con el B-glucano 1,3/1,6, 36 peces (12 peces por

tratamiento experimental) fueron inyectados intraperitonealmente con LPS (3 mg kg™) de
E. coli (Sigma, #0127B8) y 18 peces (6 peces por cada tratamiento experimental) fueron

inyectados con SS como un control.

6.3 Muestreos
De los 153 peces iniciales, 99 fueron muestreados durante las seis semanas del experimento

de alimentacion y los 54 peces restantes fueron usados para realizar el reto con LPS.
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Durante el periodo de seis semanas de alimentacion con el B-glucanol,3/1,6, se
tomaron 27 peces (9 peces por cada tratamiento), en la semanas 0, 2 y 4. En la semana 6 se

colectaron 18 peces (6 peces por cada tratamiento), por la mafiana antes de ser alimentados.

Al concluir el periodo de alimentacién con B-glucanos, los peces fueron expuestos
a LPS, de estos se colectaron 12 peces por tratamiento (6 peces inyectados con LPS y 6
peces inyectados con SS). Las muestras fueron tomadas en tres intervalos: justo antes de la

inyeccion y después de la inyeccion a los 24 y 72 h.

6.3.1 Obtencion de muestras

En cada uno de los muestreos se tomo6 peso y longitud de los peces y se disectaron los
siguientes Organos y tejidos: Sangre total, rifion cefélico, intestino, higado y pancreas (Fig.
3) Las muestras colectadas fueron almacenadas y preservadas para posteriormente realizar
pruebas de secrecidon enzimatica in vitro, hematoldgicas y extraccion de ARN total; todo
ello encaminado a conocer diferentes parametros del sistema inmune y digestivo de los

organismos de interés.

Se tomaron aproximadamente 500 mg de cada uno de los diferentes 6rganos, de
todos los peces. Las muestras fueron almacenadas a -80°C, las muestras para biologia
molecular fueron primero sumergidas en RNAlater® (#AM7020 Ambion, Inc.) y después

almacenadas hasta su manejo posterior.

Antes de colectar la sangre, todos los peces fueron anestesiados con eugenol
(Sigma, #E-5504) (1 mL eugenol en 30 L agua). Las muestras de sangre fueron colectadas
de la vena caudal con una aguja del num. 21 y con jeringa de 3 6 5 mL. A continuacién
fueron centrifugadas a 12,000g por 15 min a 4 °C para separar el plasma y fue almacenado

a-80 °C.

Una porcion del higado fue extraida para pruebas de enzimas antioxidantes y un
segmento del intestino anterior para medir actividad digestiva. Todas las muestras fueron

almacenadas a -80 °C hasta su analisis.



38

6.3.4 Crecimiento

El peso corporal y la longitud de cada pez fue medido y el crecimiento fue monitoreado en
términos de ganancia en peso porcentual (WG%), tasa especifica de crecimiento (SGR) y
factor de condicion (FC), los cuales fueron calculados para cada uno de acuerdo a las
siguientes ecuaciones (1) FC = (peso/longitud estandar’) x 100; (2) SGR = [Ln (peso final
— peso inicial)/numero de dias x 100]; y (3)WG% = (peso final - peso inicial) x 100 (Silva-
Carrillo et al.,2012).
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6.3.5 Analisis hematolégicos

El contenido de proteinas plasmaticas fue medido por el método descrito por Bradford,
(1976). La concentracion total de proteinas solubles fue leida a 595 nm, de acuerdo al
ensayo del kit (Bio-Rad Laboratories, #500-0006, Hercules, CA). Para construir la curva
estandar se utilizo albumina de suero bovino (Sigma, #A4503) para determinar la
concentracion de proteina en cada muestra. Los niveles de hemoglobina total en sangre
fresca fueron determinados por andlisis de espectrofotometria a 540 nm, siguiendo la

reaccion con los reactivos de Drabkin (Drabkin y Austin, 1935).

6.3.6 Actividad SOD y CAT

La actividad SOD y CAT fueron medidas en higado, como se describe brevemente a
continuacion: 0.1 g del tejido fue homogenizado en 4 volimenes (v/w) de agua fria
destilada (4 °C) y centrifugados a 12,000g por 10 min a 4 °C. El sobrenadante fue
recuperado y almacenado a -80 °C hasta su analisis.

Las enzimas CAT y SOD fueron analizadas por triplicado, usando 10 y 20 pL de los
homogenizados respectivamente. La actividad CAT fue realizada midiendo el decremento
de la absorbancia a 240 nm causada por la desaparicion del H,O, durante 1 min
(Beauchamp y Fridovich, 1971). La actividad SOD se realiz6 de acuerdo a McCord y
Fridovich (1969), donde SOD compite con el citocromo ¢ por los iones superdxido
generados por las reacciones de hipoxantina y la xantino oxidasa. La actividad SOD es
determinada por el nivel de reduccion en la inhibicion del citocromo ¢ a 550 nm. Las
actividades son reportadas como unidad mg™ proteina. Las concentraciones de proteinas en

cada una de las muestras fueron determinadas de acuerdo a Bradford, (1976).

6.4 Actividad enzimatica digestiva

6.4.1 Métodos cualitativos (sistema API ZYM)
El sistema APl ZYM (bioM¢érieux Ref. #25200) es un micrométodo semicuantitativo de

actividad enzimatica, donde se puede utilizar un extracto complejo no purificado. Este
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método no sustituye a las técnicas de separacion electroforética, aunque puede orientar los
resultados, dando una idea general de la actividad de las muestras.

Se realizd la determinacion enzimdtica de todas las muestras obtenidas durante el
experimento de alimentacion y después de la exposicion a LPS de E. coli.

Las galerias API fueron inoculadas con 20 puL de extracto de higado de pez,
previamente diluido 1:10 con agua destilada estéril, se incubd en una cdmara himeda
durante 4 h a 30 °C y en agitacién constante. Para crear la atmdsfera himeda de cada
galeria, se repartieron 5 mL de agua destilada en la charola donde fueron colocadas.

Las reacciones producidas se tradujeron en cambios de color que se revelaron
mediante la adicion de una gota de los reactivos ZYM A (Réf. #70 494) y ZYM B (Réf.
#70 493). La lectura de estas reacciones se realizd en presencia de una muestra testigo. El
valor 0 correspondi6 a una reaccidon negativa, el valor 5 a una reaccion de intensidad de
color, las reacciones intermedias se anotan como 1, 2, 3 6 4, segln su intensidad (3,4 y 5
siendo consideradas como positivas). Cada muestra se midio por triplicado.

Para conocer las condiciones Optimas de incubacién y la concentracion adecuada de la

muestra se realizaron diferentes ensayos preliminares.

6.4.2 Métodos cuantitativos (espectrofotometria)

Cada segmento intestinal fue homogenizado en cuatro volimenes (v/w) de agua destilada
fria (4 °C) y centrifugada a 12,000g por 10 min a 4 °C. El sobrenadante fue recuperado y
almacenado a -80 °C hasta analizar la actividad enzimatica determinada, la cual fue medida
durante el periodo de alimentacion antes de la exposicion a LPS.

La actividad tripsina fue medida a 25° C como describe Elanger et al., (1961),
usando N-a-benzoil- pi-arginina 4-nitroanilina hidrocloruro (BAPNA) como sustrato en
dimetil sulfoxido 10 mM (DMSO) y en buffer Tris—HCI 50 mM con CaCl, 10 mM pH 8.2.
La actividad quimotripsina fue medida a 25 °C como describe Del Mar et al., (1979),
usando N-succinil-ala-ala-pro-phe p-nitroanilina (SAAPNA) como sustrato en DMSO 10
mM y buffer Tris—=HCI 100 mM con CaCl, 10 mM pH 7.8. La aminopetidasa fue

determinada a 25 °C de acuerdo a Maraux et al., (1973), usando buffer de fosfato de sodio
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pH 7.2 y leucina p-nitroanilina como sustrato DSMO 0.1 Mm. Para todas las enzimas, las
reacciones fueron detenidas adicionando acido acético al 30%. Una unidad de actividad
enzimatica fue definida como lumol de p-nitroanilina liberada por minuto usando un
coeficiente de extincion molar de 8.2 mL™ umol™ ecm-' a 410 nm. La fosfatasa alcalina fue
realizada a 25° C como describe Bergmeyer (1974), por incubacién del sustrato 4-nitrofenil
fosfato al 2% (v/v) en un buffer de citrato adcido pH 5.5. Después de 30 minutos se adiciond
NaOH 0.05 N y la absorbancia fue medida a 405 nm. Una unidad fue definida como 1 pg
de nitrofenil liberado por minuto usando un coeficiente de extincion molar de 18.5 a 405
nm. Todos los ensayos fueron realizados por triplicado. La actividad especifica de los
extractos fue determinada usando las siguientes ecuaciones: (4) Unidades mL™" = (Aabs x
volumen de la reaccion fianl (mL)/[MEC-tiempo (min) — extracto volumen mL™]; (5)
Unidades rng'1 de proteina = Unidades mL™ rng'1 de proteina soluble Aabs representa
cambios en la absorbancia a determinada longitud de onda y MEC representa el coeficiente
de extincion molar de los productos de la reaccién (mL'wmol”’ cm™). La actividad

enzimatica digestiva fue expresada como U mg proteina’ .

6.5 Analisis de un microarreglo heterdlogo Mus musculus y Lutjanus peru

6.5.1 Disefio experimental

Se tomaron aleatoriamente nueve peces del grupo control y nueve del grupo experimental
alimentados con B-glucano al 0.1%, a cado uno de los organismos se les disecto el rifion
cefalico, intestino y pancreas. Estos organos fueron conservados en RNAlater® y se
almacenaron a -80 °C hasta su procesamiento. Se realizaron 54 extracciones de ARN total
de los diferentes 6rganos arriba mencionados, utilizando TRIZOL, siguiendo el protocolo

descrito en el ANEXO A.

Para corroborar la calidad e integridad del ARN se realizaron geles de agarosa al
0.8% utilizando buffer TAE al 1%, los geles se corrieron a 60 voltios durante 70 minutos. Una vez
visualizadas las bandas correspondientes al ARN (28s, 18s y 5s), se hicieron dos grupos tomando
una alicuota de cada una de las muestras, ajustadas previa e individualmente a una concentracion de

1 mg/ ul (27 mg de ARN total) tanto para el grupo control como para el grupo experimental,
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después nuevamente este ARN fue visualizado en un gel de agarosa para confirmar que en el
proceso mencionado no existiera degradacion. Por ultimo el ARN fue precipitado para su

adecuada preservacion y transportacion a temperatura ambiente.

6.5.2 Precipitacion del ARN

A cada uno de los grupos finales de ARN se le agreg6 la décima parte de su volumen total
de acetato de sodio 3 M pH 5.2, se mezclo perfectamente utilizando un vortex, se le
adiciond 2.5 voliimenes de etanol absoluto frio y se mezcl6 por inversion. Las muestras se
conservan a -80 °C durante 24 horas, después fueron centrifugados a velocidad maxima
durante 20 minutos, los tubos Eppendorf fueron cuidadosamente cerrados y sellados con
parafilm. Finalmente, el ARN fue enviado a la Unidad de Microarreglos de la Universidad

Nacional Autonoma de México (UNAM).

6.5.3 Hibridacion del microarreglo heter6logo
El ARN de L. peru, proveniente de diferentes tejidos (rifion cefalico, intestino y pancreas)
fue hibridado en un microarreglo heter6élogo comercial de raton Mus musculus, con sondas

de 70 pb, que representan 22,000 genes.

Para realizar la hibridacion se utilizoé 5 pg de ARN previamente extraido tanto de las
muestras del grupo control como del experimental, se incubaron a 70 °C durante 10 min
con una mezcla que contenia oligo dT (1 pg) y random primers (3 pg) en un volumen final
de 20 pl. La retrotrancripcion a cDNA se realizo durante toda la noche a 25 °C con: MgCl,
(25 mM), dNTP mix-aminoallyl (4 pl), Chipshot RT 5X buffer (8 pl) y transcriptasa
reversa (3.2 pl) del sistema ChipShot indirect labeling and clean-up system (Promega).

La eliminacion de las RNAsas se realizé con Rnase H (1 pul) y RNAse solution (0.35
ul) incubando a 37 °C durante 15 min.

El ¢cDNA con alminoallyll fue purificado con la columna del sistema Promega y
marcado con los fluor6foros Cy3 y CyS5. Finalmente el cADN marcado fue purificado y

cuantificado mediante el Nanodrop 2000.
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El microarreglo fue pre-hidratado con vapor y fijado al vidrio con dos ciclos de luz
UV 0.12 J x cm2. Posteriormente se realizo un lavado con SDS 0.1% y dos lavados con
agua desionizada para incorporarle al microarreglo la solucidon de pre-hibridacion (SSC 5X,
SDS 0.1%, BSA 1%) durante 1 h a 42°C, continuando con una serie de lavados con SSC
0.06X, el exceso de solucion fue retirado mediante centrifugacion a 1,500 rpm durante 5
min. Las dos muestras de cADN resuspendidas con solucion de hibridacion (SSC 20X,
SDS 1%, TE en 70 pl) fueron mezcladas y desnaturalizadas a 94°C por 5 min y a 65°C
durante 30 seg. La mezcla se vertio en el microarreglo, el cual fue cubierto con un
cubreobjetos (HybriSlip Schleicher and Schuell) y colocado en una camara de hibridacion

durante 12 hrs a 42°C. Finalmente la laminilla fue lavada y secada por centrifugacion.

6.5.4 Lectura, anotacion y analisis bioinformatico del microarreglo

La lectura del microarreglo se realizd en el escaner confocal ScanArray 4000 Packard
Biochips. La imagen escaneada fue analizada con el software GenePix, se determind el
ruido de fondo y la intensidad de cada spot para calcular la intensidad final de la sefial de
acuerdo a la siguiente ecuacion: (6) Intensidad = intensidad del primer plano - intensidad de
fondo generada por los dos fluorocromos Cy3 y CyS5, en seguida se utilizo el software
GenArise para normalizar los datos de cada spot.

Se seleccionaron los genes que presentaron Z-score de 2.0 y que fueron sobre-
regulados por efecto del tratamiento en relacion al grupo control. Para realizar el andlisis se
utilizo el software DAVID v6.7, (Datebase for Annotation, Visualization and Integrated
Discovery) con un valor de Ease de 0.5. Los genes fueron anotados y se determind su
ontologia en relacién a los componentes celulares, la funcion molecular y procesos
biologicos en los que participan, a continuacion se eligieron los procesos involucrados con
el sistema inmune y digestivo, finalmente se obtuvieron las secuencias en formato FASTA
y se buscaron homologias con bases de datos de teledsteos mediante la herramienta BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool Blast) de la NCBI para elegir a los genes que serian

cuantificados por RT-PCR en tiempo real.
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6.6 Evaluacion de la expresion de genes por RT-PCR en tiempo real

6.6.1 Disefio de primers degenerados

En este trabajo se disefiaron oligonucledtidos “primers” degenerados para Insulina Factor
de Crecimiento (/GF) e interleucina 1 B (IL-15) para L. peru, la cual es una especie nueva
de estudio y no se cuenta con informacion molecular.

Para el diseno de primers degenerados, se obtuvieron las secuencias (FASTA) de
nucleotidos de nuestros genes de interés a través de la base de datos del National Center
Biotechnology Information http://www.ncbi.nlm.nih.gov/.

En seguida, se realizaron alineaciones multiples con diferentes especies de
teledsteos preferentemente del orden Perciformes, utilizando la herramienta bioinformatica
Clustal W2-Multiple Sequence Alignment http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/

A partir de la alineacion de las secuencias codificantes, se disefiaron los primers
inespecificos con ayuda del programa OligoAnalyzer 3.1
http://www.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer/. A continuacidn, para sustituir
las bases degeneradas se utilizd la base de datos de codones (Codon Usage Database)
http://www.kazusa.or.jp/codon/, la cual nos proporciona las bases nucleotidicas que tienen
la mayor probabilidad de alineamiento, se uso como referencia a Sparus aurata, dado que
no existe informacion al respecto sobre ningun lutjanido.

Finalmente, se analiz6 cada uno de los primers disefiados con el programa
http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html, OligoCalc:oligonucleotide
Properties Calculator tomando en cuenta el porcentaje de guaninas y citocinas, la
temperatura media de alineamiento, asi como la complementariedad y la formacion de

harpins y dimeros. Los primers usados se muestran en la Tabla IV.

6.6.2 Disefio de primers especificos

Se disefiaron oligonucledtidos especificos para a-amilasa (0-4my), inmunoglobulina M
(IgM), Factor de Elongacion 1-o (EF [-a) y Gliceraldehido-3-fosfato dehidrogenasa
(GAPDH) a partir de las secuencias reportadas en GenBank para nuestra especie, con ayuda

del programa Primer3 (v.0.4.0) Pick primers from a DNA sequence.
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http://frodo.wi.mit.edu/,  ademds  sus  propiedades  fueron  analizadas en
http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html. Para el caso del 7NF-a, se
utilizaron los primers previamente disefiados por Macias, 2011 (trabajo no publicado). Los

primers usados se muestran en la Tabla V.

Tabla IV. Primers degenerados IL-1f e IGF para Lutjanus peru utilizados en el
experimento de alimentacion con el f-glucano 1,3/1,6

Gen Primers degenerados

Forward Reverse
IGF (1) CAGTGGCATTTATGTGATGTC CTTGTTTTTTGTCTTGTCTGGC
IGF (2) GATGTGYTGTAYCTCCTGTAGC CTTGTTTTTTGTCTTGTCTGGCTG

IL-1p (1) CACYGAGYTCASAGAYGARMACCTGCCT GAAGAGRAATCGYRCCATGTCGCTG
IL-1p (2) CACGCDGTGATGCTSCAGGGGAGG GTGCTGATGTACCAGYYGYTGAAGG

Insulina Factor de Crecimiento (/GF) e interleucina 1-f (IL-15)

Tabla V. Primers especificos para Lutjanus peru utilizados en el experimento de
alimentacion con el B-glucano 1,3/1,6

Gen Primers

Forward Reverse
EF 1-a AGGAAATCACCAAGGAAGTGAG CATCTTGTCACTGGTCTCCA
GAPDH CCGTTACCATGGTGAGGTC ACTCCAGTGGACTCGACAA
o- Amy CTGCATTTGTGGTCATTGAAGT AGAATGAGCTGAGGGACATGAT
TNF-a CTTCCGACTGGTGAACAACG CATGAGGCCTTTTCCCGCTC
IgM CAGTGACCCTGACTTGCTATGT CGCACACAGTCCTTGATGG

Inmunoglobulina M (IgM), o-amilasa (a-Amy), factor de necrosis tumoral-a (7NF-a),
Factor de Elongacion 1-o (EF I-a) y Gliceraldehido-3-fosfato dehidrogenasa (GAPDH)
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6.6.3 Evaluacion de la expresion de genes del sistema inmune y digestivo

Para llevar a cabo la evaluacion de la expresion de genes en los diferentes 6rganos (rifiion
cefalico, intestino y pancreas) se realiz6 la extraccion de RNA total, utilizando el protocolo
de extraccion por TRIZOL (Invitrogen #15596-026). Las concentraciones de RNA fueron
cuantificadas utilizando un NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) y tratados con DNasa QR
1(Promega, USA) para remover la contaminacion con DNA. La sintesis del DNA
complementario (cDNA) fue realizada a partir de 5 pg de RNA total usando InProm II
reverse transcriptase (Promega) y la cuantificacion de la expresion de los genes por el
método de reaccion en cadena de la polimerasa (QPCR) usando SyBr Green, se usaron
como controles endogenos los genes EFI-a y GAPDH .Los protocolos detallados son
descritos en el ANEXO A.

Para cuantificar y normalizar la expresion relativa de los genes se utilizéd la ecuacion (7):
2%4¢4 " donde Cq es el namero de ciclo en los que comienza la amplificacion del gen de

estudio.

6.7 Experimento II. Ensayo de alimentacion con f-glucano 1,3/1,6 y el probiotico
Pdp 11 adicionados en la dieta de Sparus aurata.

6.7.1 p-Glucano 1,3/1,6 y Pdp 11 Shewanella putrefaciens

El B-glucano 1,3/1,6 (Sigma #67138) derivado de algas café Laminarina digitata al 99% de
pureza y ajustado a una concentracion de 0.1% fue usado para preparar las dietas

experimentales.

La cepa Pdp 11 Shewanella putrefaciens, probiotico aislado de la piel de Sparus aurata tue
donada por cortesia del Dr. Moriigo (Malaga, Espafia). Las células bacterianas fueron
puestas a crecer en agar nutritivo (Laboratorios Conda, Madrid) (pH 7.2; 30 °C) y después
en placas por 1-2 dias. Las colonias fueron cultivadas en placas y subcultivadas en 150 ml
de TBS, en agitacion continua durante 24 h. Una alicuota de 1 ml fue medida a 625 nm y

después el cultivo bacteriano fue centrifugado a 6000g por 15 min a 4 °C, a continuacién
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fueron lavadas en buffer salino de fosfatos estéril (PBS; pH 7.4) y ajustadas a una

concentracion de 10° UFC g para preparar las dietas experimentales.

6.7.2 Peces y mantenimiento

El experimento de alimentacion se llevo a cabo en el laboratorio de Biologia Celular e
Histologia de la Universidad de Murcia, Espaia. Se obtuvieron 144 juveniles de Sparus
aurata (peso de 14.0+3.5 g; longitud total de 9.6+0.4 cm) de Doramenor Acuicultura S. L.
(Murcia, Espana), los peces fueron colocados en acuarios de vidrio (250 L), con un sistema
de circulacion cerrado, a una temperatura de 25+1 °C, con un flujo de 1500 L h™!, salinidad
de 28 %40 y un fotoperiodo de 12L:120. Los organismos fueron previamente aclimatados
durante 15 dias antes de comenzar el experimento. Los peces fueron alimentados
diariamente con un alimento comercial (Skretting), una vez al dia, de acuerdo al 2% de su
biomasa total. Todos los protocolos fueron aprobados por el comité de ética de la

Universidad de Murcia.

6.7.3 Elaboracion de las dietas
Fueron elaboradas diferentes dietas particuladas (Tabla VI), a partir del alimento comercial

(Skretting, Stavanger, Norway).

Tabla VI. Dietas utilizadas en el bioensayo de alimentacion para la dorada Sparus aurata.

Tratamiento Dietas
Dieta 1(Control) Alimento comercial Skretting
Dieta 2 Skretting + Pdp 11Shewanella putrefaciens,

probiético aislado de piel de dorada) (10° ufc g
! de alimento)

Dieta 3 Skretting + B-glucano al 0.1%

Dieta 4 Skretting + B-glucano al 0.1% + Pdp 11 (0.1% y

10° UFC g de alimento, respectivamente)
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La dieta comercial fue pulverizada, se le adicion6 agua (40%), fue enriquecida con el B-
glucano 1,3/1,6 (Laminarina digitata 99%) al 0.1% y/o con el probidtico Pdpll
(Shewanella putrefaciens) a una concentracion de 10° UFC g'1 de alimento, de acuerdo a

los diferentes tratamientos.

Cada una de las dietas fue cuidadosamente homogenizada, se paso por el extrusor y
se cortd en trozos de 1 cm aproximadamente. El alimento se colectd en charolas para el

secado y se almacen6 en refrigeracion a 4 °C para su posterior uso (Fig. 4).

Figura 4. Elaboracion de las diferentes dietas usadas para alimentar a juveniles de dorada.

6.7.4 Disefio experimental y muestreos

Los peces fueron distribuidos en cuatro grupos iguales y recibieron una de las siguientes
dietas: (1) dieta control, alimento comercial Skretting; (2) dieta suplementada con Pdp 11;
(3) dieta suplementada con B-glucano 1,3/1,6 y (4) dieta suplementada con B-glucano
1,3/1,6 y Pdp 11. Los peces fueron alimentados una vez al dia, de acuerdo al 2% de su
biomasa total, durante cuatro semanas. Los tiempos de alimentacion y las dosis del B-
glucano fueron basados en estudios previos (Guzman et al., 2013) y la concentracion de la

cepa Pdp 11 en trabajos realizados por Cordero ef al., 2013 (datos no publicados).
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Se tomaron nueve organismos por cada uno de tratamientos en la semana 1, 2 y 4.
Los peces se mantuvieron en ayuno un dia antes de ser colectados. Se tom¢ el peso (g) y la
longitud total (cm), se colectd sangre y se disecto el rifion cefalico. En el dia 0 se tomaron
los pesos y tallas iniciales de los peces. Las muestras fueron almacenadas y preservadas
para posteriormente determinar parametros inmunes y cuantificar la expresion relativa de

genes relacionados al sistema inmune.

6.7.5 Obtencion de muestras

En cada uno de los muestreos se extrajo la sangre total y se disecto el riiidén cefalico (fig. 5).
Las muestras de sangre fueron tomadas mediante puncion en la vena caudal con una jeringa
de 1 ml sin heparina, se dej6 coagular a 4 °C durante al menos 4 horas y fueron
centrifugadas a 10000g por 5 min. El suero se obtuvo con ayuda de una pipeta Pasteur y se

almaceno a -80 °C hasta su uso.

El rifion cefalico fue disectado en condiciones de esterilidad. Un pequefio fragmento
de rinén cefalico fue reservado para el andlisis de la expresion de genes (se detalla en el
ANEXO A) el resto del 6rgano fue usado para hacer pruebas de inmunidad aislando sus

leucocitos.

_—

Figura 5. Extraccion de sangre (a) y diseccion del rindn cefalico (b)
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6.7.6 Crecimiento

Para medir el crecimiento, se tomaron la longitud y peso inicial y final, se calculo el factor
de condicidn, la tasa especifica de crecimiento y la ganancia en peso porcentual utilizando

las ecuaciones (1), (2) y (3) descritas en el experimento I, para L. peru.
6.7.7 Aislamiento de leucocitos de riiion cefalico

El rifion cefalico fue cortado en pequefios fragmentos y colocado en 8 ml de medio de
cultivo sSRPMI-1640 [RPMI-1640 (Gibco) suplementado con 0.35% de cloruro sodico, con
el fin de ajustar la osmolaridad del medio (280 mOsm) a la del suero de dorada (366
mOsm), suplementado con 100 pg ml™' de penicilina (Flow), 100 pg ml™ de estreptomicina
(Flow) y un 3% de suero bovino fetal (SBF, Gibco)], con 10 pg ml™ de heparina (Sigma)
(medio de aislado) (Esteban et al., 1998). A continuacidon, se obtuvieron suspensiones
celulares mediante el tamizado de los fragmentos de rifion cefalico a través de mallas de
nylon con un tamafo de poro de 100 um. Las suspensiones celulares obtenidas fueron
centrifugadas a 400g por 10 min a 25°C (Minifugue T, Heraeus) para concentrar los
leucocitos. Dichas células fueron resuspendidas en medio SRPMI-1640 sin heparina (medio
de lavado) y nuevamente centrifugados. Se realizaron tres lavados, después los leucocitos
fueron resuspendidos, contados en un hemocitometro de Neubauer y ajustados a una
concentracion de 107 células ml” en sRPMI-1640. La viabilidad celular fue siempre
superior al 90% y se determiné mediante el test de exclusion del azul tripano (Sigma)
(Phillips, 1973). Las suspensiones celulares obtenidas se emplearon en los ensayos

funcionales posteriores.

6.8 Parametros inmunes
Los parametros del sistema inmunitario analizados correspondieron a actividades tanto de

la respuesta humoral (niveles de IgM, antiproteasas y peroxidasa sérica) como de la
respuesta celular (peroxidasa intraleucocitaria, y fagocitosis), para ello se emplearon las

muestras de suero y suspensiones celulares de leucocitos de rifidon cefalico.
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6.8.1 Niveles de IgM en suero

Los niveles totales de IgM en suero se analizaron mediante un ensayo ELISA (enzyme-
linked immunosorbent assay) (Cuesta et al., 2004). El suero obtenido en los muestreos se
diluyo a 1/100 en tampon carbonato-bicarbonato 50 mM (pH 9.6). Se colocaron 100 ul del
suero diluido por triplicado en placas de 96 pocillos, y se fijaron las proteinas incubando la
placa durante toda la noche a 4°C. A continuacion, se realizaron tres lavados de 5 min con
PBS-T (20 mM Tris-HCL, 150 mM NaCl y 0.05% Tween 20, pH 7.3) y se bloquearon los
sitios de union a proteina mediante la incubacion con tampdn de bloqueo (PBS-T con 3%
de albumina de suero bovino) durante 2 h a temperatura ambiente. Tras lavar nuevamente
con PBS-T (tres lavados, 5 min, 200 pl), las placas fueron incubadas durante 1 h con 100 pl
por pocillo del anticuerpo primario, un anti-IgM de dorada hecho en raton (Aquatic
Diagnostics Ltd.) (1/100 en tampon de bloqueo). Tras lavar nuevamente, se incubaron las
placas con el anticuerpo secundario (anti-raton IgG-HRP, 1/1.000 en tampdn de bloqueo).
A continuacion, se lavo exhaustivamente con PBS-T, y se revelé con 100 pl de una
solucion 0.42 mM de tetrametilbencidina (TMB, Sigma) y 0.01% H202 preparada en el
momento de usar. La reaccion se dejo incubar durante 10 minutos, y se par6 mediante la
adicion de 50 ul de H,SO4 2M. Las placas se leyeron a 450 nm. Los controles negativos
consistieron en muestras sin suero o sin anticuerpo primario, cuyos valores de absorbancia

fueron restados del valor de cada muestra.

6.8.2 Actividad antiproteasas en suero

La actividad antiproteasa fue determinada como indicativo para medir la capacidad del
suero para inhibir la actividad proteasa. Brevemente, 20 ul de suero fue incubado con 20 pl
de solucion estandar de tripsina (1000-2000 BAEE, 5 mg ul”; Sigma-Aldrich T-7409)
durante 10 min. a 22 °C en tubos Eppendorf. A continuacion, se adicionaron 200 ml de 0.1
M PBS (pH 7.0) y 250 pl de azocaseina al 2% (w/v) (Sigma-Aldrich) en PBS y se incubd
por 1 h at 22 °C. La reaccion fue parada al adicionar 500 pl de 4cido tricloroacético al 10%
(v/v) (TCA, Sigma-Aldrich) se incub6d 30 min. a 22 °C y después se centrifugd a 6000g por
5 min. Los sobrenadantes (100 pl) fueron transferidos a placas de 96 pozos (Nalge Nunc)

que 100 pl pozo™ de hidroxido de sodio (NaOH, BDN). La DO fue leida a 450 nm usando
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un lector de placas. Para el control positivo, el suero fue reemplazado (100%) con buffer y
para el control negativo se reemplaz6 la tripsina con buffer y el suero. La habilidad
inhibidora de la antiproteasa fue expresada en términos de porcentaje de a cuerdo a la

ecuacion (8): % Inhibicion Tripsina = DO Tripsina — DO muestra/ DO Tripsina x 100.

6.8.3 Actividad peroxidasa

El contenido de peroxidasa presente en el interior de los leucocitos de rifidn cefalico de
dorada fue determinado siguiendo la metodologia de Quade y Roth (1997). El ensayo se
realiz6 en placas de 96 pocillos, para ello, se colocaron 5 pl de la suspension de leucocitos
por pocillo y cada muestra por triplicado. Los leucocitos fueron lisados mediante la
incubacion con 50 pl de bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB, Sigma) en agitacion a 40
ciclos min™ en un agitador de placas (IUL) durante 10 min. En seguida, en cada pocillo se
adicionaron 100 pl de una solucién 20 mM de tetrametilbencidina (TMB, Sigma) y 5 mM
de H,O; (Sigma), ambos sustratos de la peroxidasa. Transcurridos 50 segundos, la reaccion
fue inmediatamente parada mediante la adiciéon de 50 pl de acido sulfurico (2 M). A
continuacion, se midid la absorbancia a 450 nm en un espectrofotometro (BMG, Fluoro
Star Galaxy). Se incluyeron muestras control que contenian TMB y H,0; sin leucocitos.

El contenido de peroxidasa presente en las muestras de suero se determind mediante el
mismo protocolo con algunas modificaciones. Se parti6 de un volumen inicial de 15 pl y se

omiti6 el paso de lisado de las células con CTAB.
6.8.4 Fagocitosis

La actividad fagocitica de los leucocitos de rifion cefélico de dorada fue estudiada mediante
citometria de flujo, siguiendo la metodologia de Esteban ef al., (1998). Para estos ensayos
se utilizé la levadura Saccharomyces cerevisiae (cepa S288C) como particula susceptible
de ser fagocitada.

Las levaduras fueron liofilizadas e inactivadas por calor y fueron marcadas con
isotiocianato de fluoresceina (FITC, Sigma). Para ello fueron colocadas en un tubo de 15

ml, que fue llenado con medio de cultivo sSRPMI-1640, la solucion fue homogenizada para
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eliminar todos los grumos y se ajusto a 10® levaduras ml™. A continuacién se prepard otro
tubo con 15 ml de sSRPMI-1640 a una concentraciéon de 10 ug/ml de FITC (Sigma). Se
unieron ambas soluciones en un tubo de 50 ml que se mantuvo en oscuridad, agitando a 40
ciclos por minuto, durante 15 minutos a 22°C. La concentracion final de FITC fue de 5 ug
ml™ y la de la levadura 0.5x10® levaduras/ml. Al concluir el tiempo de agitacion, la muestra
se centrifugd (858g, 5 min), se descartd el sobrenadante, se afiadieron 40 ml de sSRPMI-
1640 y se resuspendio. Nuevamente se centrifugd, después se realizaron hasta cinco
lavados. En el ultimo lavado, tras descartar el sobrenadante se adicionaron 20 ml de medio
y se resuspendio. Finalmente, se comprob6 el marcado de las levaduras en el citometro, se
hicieron alicuotas y se almacenaron a -80°C.

Para la realizar los ensayos de fagocitosis, se usaron 100 pl de la suspension de
leucocitos en tubos de citometro, a los que se adicionaron 60 pl de la levadura marcada con

FITC, en una proporcion de 6.25 levaduras por cada leucocito.

Las muestras fueron centrifugadas (482¢g, 5 min), mantenidas en oscuridad por 5
min, resuspendidas e incubadas a 25°C durante 25 min. A continuaciéon se detuvo el
proceso de fagocitosis adicionando 500 pl de tampon fosfato salino (PBS) frio a cada
muestra y se colocaron los tubos en hielo. La fluorescencia de las bacterias no ingeridas, es
decir, libres o adheridas a la membrana de los fagocitos pero no interiorizadas, fue
bloqueada por adicion de 40 pl de una solucion de azul tripano al 4% en PBS. Todas estas
muestras fueron adquiridas y analizadas mediante un citometro de flujo (FACsort, Becton
Dickinson), equipado con un rayo laser de argén ajustado a una longitud de onda de 488
nm.

Los datos fueron analizados mediante el programa FACscan (Becton Dickinson),
donde los pardmetros de tamafio (FSC) y complejidad estructural (SSC) fueron
representados en escala lineal, mientras que los de fluorescencia verde (FL1) y roja (FL2)
lo fueron en escala logaritmica. Los datos fueron recogidos en diagramas de puntos (donde
cada uno de ellos corresponderia a una célula) o en histogramas. Se adquirieron 5000
células de cada muestra a una velocidad de 300 células/s. Los datos fueron analizados

usando el programa estadistico Lysis Software Package (Becton Dickinson).
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De cada muestra procedente de un ensayo de fagocitosis se analizé la habilidad
fagocitica, definida como el porcentaje de leucocitos con una o mas levaduras
interiorizadas (leucocitos con fluorescencia verde) con respecto al total de células de la
poblacion, y la capacidad fagocitica, definida como el nimero medio de levaduras

interiorizadas por leucocito (estimada como intensidad media de fluorescencia verde).

6.8.5 Cuantificacion de la expresion de genes

Se cuantificé la expresion del gen EF-1/a como control endogeno y los genes IgM, IL-1f e
Interferon gama (/FN-y) en rifidon cefélico, los primers utilizados pueden observarse en la
Tabla VII. La cuantificacion de la expresion de los genes de interés (bateria de genes de la
dorada de la UM), se realiz6 por qPCR utilizando SyBr Green ® (Applied Biosystems). La
extraccion de RNA total, el tratamiento de ADNasa y la sintesis de cDNA se describe en el

ANEXO A.

Tabla VII. Primers especificos para Sparus aurata utilizados en el experimento de

alimentacion con el B-glucano 1,3/1,6 y el probidtico Pdp 11.

Gen Primers

Forward Reverse
EF -a CTGTCAAGGAAATCCGTCGT TGACCTGAGCGTTGAAGTTG
[L-1 ﬁ GGGCTGAACAACAGCACTCTC TTAACACTCTCCACCCTCCA
IFN-y ATGGACTGCAGGACCTCAAA GACAATGAGCTCGCCTCTTC
TNF-o TCGTTCAGAGTCTCCTGCAG TCGCGCTACTCAGAGTCCATG

Factor de Elongacion 1-a (EF I-a), interleucina 1-beta (IL-1p), Interferon gama (IFN-y) y
Factor de necrosis tumoral-o (TNF-a)

6.9 Analisis estadistico
Para los dos experimentos, todos los parametros experimentales fueron medidos por

triplicado, a excepcion de la expresion de los genes que fue medido por quintuplicado. Para

determinar la normalidad de los datos, se uso la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Los datos
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de cada tratamiento fueron sujetos a una ANOVA de una via con una significancia de P <
0.05 usando el software estadistico SPSS 13.0 (IBM SPSS, Armonk, NY). Los resultados
fueron presentados como media = DS o ES. Cuando se observaron diferencias
significativas, se utilizd una prueba de rangos multiples de Tukey o Duncan. Cuando los

datos no presentaron una distribucion normal se uso la prueba no paramétrica de Dunnet.

7. RESULTADOS

7.1 Experimento 1. Ensayo de alimentacion con B-glucanos

7.1.1 Analisis hematoldgicos

Los datos relacionados a la hematologia de los juveniles de L. peru (n = 27) realizados en
el laboratorio antes del experimento de alimentacién se muestran en la Tabla VIII. En
nuestro estudio, la hemoglobina (Fig. 6) y los niveles de proteina total en plasma (Fig. 7) no
fueron afectados (P > 0.05) por ninguno de las concentraciones de [-glucanos
administrados.

Tabla VIII. Valores hematologicos y enzimas antioxidantes de juveniles Lutjanus peru en
cautiverio, antes del ensayo de alimentacion (n = 27)

Componentes Media = DE
Hemoglobina (g dL™) 8.1+2.32
Proteinas Plasmaticas (mg ml™) 41.27+0.51
CAT (U mg™' proteina) 1.70+0.74
SOD (U mg™ proteina) 11.42+5.69

Los valores son dados como medias + DE para 27 individuos
SOD superoxido dismutasa, CAT catalasa
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Figura 6. Efecto de la inclusion en la dieta del B-glucano al 0 control, 0.1 y 0.2% sobre la
concentracion de hemoglobina. Los datos representan la media £ EE. No se observaron
diferencias estadisticas entre los tratamientos (P<0.05; n =9).
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Figura 7. Efecto de la inclusion en la dieta del B-glucano al 0 (control), 0.1 y 0.2% sobre la
concentracion de proteinas totales en suero. Los datos representan la media = EE. No se
observaron diferencias estadisticas entre los tratamientos (P<0.05; n =9).
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7.1.2 Actividad enzimatica antioxidante

La actividad de las enzimas SOD y CAT fue evaluada como parte del analisis del sistema
de defensa antioxidante en los juveniles de huachinango ya que ambas enzimas protegen
contra patogenos (Barnes et al., 1999). Durante el experimento, la actividad CAT no
mostro diferencias significativas (Fig. 8). La actividad SOD fue significativamente mas alta
en las dietas que contenian B-glucano al 0.1% (Fig. 9), en las semanas 4 y 6, en

comparacion al grupo control.
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Figura 8. Efecto de la inclusion en la dieta del B-glucano sobre la actividad enzimatica
antioxidante catalasa (CAT). Los datos representan la media = DE. No se observaron
diferencias estadisticas entre los diferentes tratamientos (P<0.05; n=29).
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Figura 9. Efecto del B-glucano1,3/1,6 sobre la actividad de superdxido dismutasa (SOD).
Los datos representan las medias + DE. Diferentes letras indican significancia estadistica
entre los tratamientos (P < 0.05; n =9)

7.1.3 Crecimiento

En nuestro trabajo, los peces alimentados con p-glucano 1,3/1,6 a diferentes
concentraciones tuvieron un incremento en el crecimiento (P < 0.0.5) en SGR y %WG en
relacion al grupo control (Tabla IX). El mayor crecimiento fue obtenido en los peces
alimentados con el B-glucano al 0.1%, seguido por los alimentados al 0.2%. Nuestros
resultados mostraron un incremento significativo en el crecimiento en el huachinango

tratados con B-glucanol,3/1,6.
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7.2 Actividad enzimatica digestiva

7.2.1 Métodos cualitativos

Al determinar la actividad enzimatica, se encontraron diferencias estadisticas entre los
tratamientos; en la semana seis se observo un incremento significativo de la esterasa (Fig.
10b), en los organismos alimentados con B-glucanos al 0.1 y 0.2%, asi como un decremento
significativo para la a-quimiotripsina en comparacion al grupo control (Fig. 10d). La
fosfatasa alcalina, lipasa y la tripsina no mostraron diferencias significativas entre los

tratamientos con respecto al grupo control (Fig. 10a, c, e).

7.2.2 Métodos cuantitativos (espectrofotometria)

Los resultados mostraron un incremento significativo en la actividad enzimatica tripsina, en
los peces que recibieron la dieta suplementada con el B-glucano al 0.1% en la semana dos
de alimentacion (Fig. 11a); en la semana cuatro, la actividad quimiotripsina incrementd en
peces que recibieron el B-glucano al 0.2% (Fig. 11b). La actividad aminopeptidasa
incremento en los peces que recibieron el B-glucano al 0.1 y 0.2% en la semana cuatro (Fig.
11c). La actividad fosfatasa alcalina no mostrd diferencias con ninguno de los tratamientos

(Fig. 11d) con respecto al grupo control.

7.3 Exposicion a lipopolisacaridos (LPS)

7.3.1 Ensayos hematoldgicos

La hemoglobina en peces inyectados con LPS no mostr6é cambios significativos (Tabla X).
La concentracion de proteinas totales en suero no mostr6 diferencias a las 24 h (datos no
mostrados), sin embargo, a las 72 h (Fig. 12) la concentracion de las proteinas en plasma
disminuyo significativamente (P < 0.05) en peces alimentados con la dieta control e
incremento (P < 0.05) en peces alimentados con B-glucano al 0.1% en comparacién a los

inyectados con SS (Fig. 12).
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| B Control 1 G-glucano0.1% 1 R-glucano 0.2% |

Figura 10. Efecto del B-glucano 1,3/1,6
adicionado en la dieta (0 control, 0.1 y
0.2%) sobre la actividad enzimatica
digestiva (a) tripsina, (b) esterasa, (c)
lipasa, (d) o-quimiotripsina y (e)
fosfatasa alcalina. Técnica
semicuantitativa. Los datos representan
las medias + DE. Letras diferentes
indican diferencias significativas entres
los tratamientos (P < 0.05; n =9)
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Figura 12. Efecto del B-glucano 1,3/1,6 sobre las proteinas totales plasmaticas a las 72 h,
después de la exposicion a lipopolisacaridos (LPS). Los datos representan la media = DE.
Diferentes letras indican significancia estadistica (P < 0.05) entre los peces inyectados con
solucion salina fisioldgica estéril (SS) y los inyectados con LPS (n = 6).

7.3.2 Actividad enzimatica antioxidante

Después de la exposicion a LPS, a las 24 h, los peces alimentados con la dieta control e
inyectados con LPS mostraron un decremento significativo en la actividad CAT en
comparacion a los inyectados con SS (Fig. 13a). Sin embargo, a las 72 h, la actividad CAT
incrementa en los peces que recibieron el B-glucano al 0.1 y 0.2% (Fig. 13b), en
comparacion a los inyectados con SS.

La actividad SOS a las 24 h no mostrdé cambios (Fig. 14a), sin embargo a las 72 h
nuestros resultados mostraron un decremento significativo en SOD en peces alimentados
con la dieta control e inyectados con LPS comparados a estos inyectados con SS (Fig. 14b).

También a las 72 h, la actividad SOD incremento en peces inyectados con LPS en

comparacion a los peces inyectados con SS y alimentados con las dietas suplementadas con
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-glucano al 0.1% (Fig. 14b). La actividad SOD no presentd cambios significativos en
g g

peces tratados con o sin LPS y alimentados con B-glucano al 0.2% (Fig. 14a, b).

3.5 1 (a)

a I SS
3.0 1 /1 LPs

25 1

1.5 b

1.0 4

05+

0.0 T T T

(b)

3.0 1

2.0 - l b
1.5 -

1.0 4

Actividad especifica catalasa (Umg")

0.5 1

0.0 T T
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Concentracion p-glucano 1,3/1,6

Figura 13. Efecto del B-glucano 1,3/1,6 sobre la actividad catalasa a las 24 h (a) y 72 h (b)
después de la exposicion a lipopolisacaridos (LPS). Los datos representan la media + DE.
Diferentes letras indican significancia estadistica (P < 0.05) entre la solucién salina
fisiologica estéril (SS) y los tratamientos con LPS (n = 6)
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Figura 14. Efecto del B-glucano 1,3/1,6 sobre la superdxido dismutasa (SOD) a las 24 h (a)
y 72 h (b) después de la exposicion a lipopolisacaridos LPS. Los datos representan la media
+ DE. Diferentes letras indican significancia estadistica (P < 0.05) entre la solucion salina
fisiologica estéril (SS) y los tratamientos con LPS (n = 6)
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7.4 Analisis transcriptomico de Lutjanus peru por un microarreglo heterologo

7.4.1 Expresion de genes de peces alimentados con f-glucano 1,3/1,6 al 0.1%

El andlisis de los datos hematologicos, enzimas antioxidantes y digestivas mostrd
diferencias significativas (P<0.05) en la mayoria de estos pardmetros evaluados a la
semana cuatro y en los organismos alimentados con el B-glucano 1,3/1,6 al 0.1%. Por lo
tanto, este grupo fue elegido para investigar el efecto del B-glucano sobre la expresion de
genes del sistema inmune y digestivo, a través de un microarreglo heterdlogo (Mus

musculus y L. peru).

Para realizar la hibridacion de nuestras muestras con el microarreglo se extrajo el
ARN total de diferentes organos, para asegurar que fuese de la calidad requerida se

visualizd en geles de agarosa. En los cuales, se observaron las bandas 28s, 18s y 5s

correspondientes a la presencia de ARN (Figuras 15-17).

Figura 15. Gel de Agarosa Nativo (0.8%). Muestras de ARN de rifion cefalico de juveniles
de Lutjanus peru alimentados con el B-glucanol1,3/1,6 al 0.1% durante cuatro semanas
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Figura 16. Gel de Agarosa Nativo (0.8%). Muestras de ARN de intestino de juveniles de
Lutjanus peru alimentados con el B-glucano1,3/1,6 al 0.1% durante cuatro semanas.

PM
(Nopara ARN)

Figura 17. Gel de Agarosa Nativo (0.8%). Muestras de ARN de pancreas de juveniles de
Lutjanus peru (A) y pool de ARN (B) de intestino, rifién cefalico y pancreas. Carril (1)
muestra el grupo control (27 muestras) y (2) grupo alimentado con B-glucanol,3/1,6 al
0.1% (27 muestras).
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7.4.2 Analisis bioinformatico y anotacion

El analisis bioinformatico mostré 1527 genes sobre expresados en los organismos
alimentados con el B-glucano al 0.1%, de los cuales 1049 genes fueron examinados, 465
genes no se encontraron anotados en las bases de datos consultadas y 7 genes fueron

ambiguos.

Las bases de datos utilizadas para hacer la anotacion de los genes fueron elegidas de

acuerdo al mayor numero de genes presentes en las mismas (Tabla XI).

El andlisis de anotacion clasifico a los genes de acuerdo a su ontologia, la cual se
subdivide en procesos bioldgicos, componentes celulares y funcion molecular; ademas se
anotaron las vias metabdlicas y dominios de proteinas en las que participan dichos genes.
De acuerdo a la ontologia, se identificaron 139 procesos bioldgicos (Tabla XII), de estos,
22 estan directamente relacionadas con el sistema inmune y digestivo (Tabla XIII), ademas
de 37 funciones moleculares (Tabla XIV) y se ubicaron en 29 componentes celulares

(Tabla XV).

Tabla XI. Bases de datos seleccionados para realizar la anotacion en relacion a 1227 genes

Anotacion Base de datos Genes (%) # Genes

Categorias funcionales SP PIR_ KEYWORDS 73.8% 774
Procesos GOTERM_BP FAT 55.8% 585

Biologicos - -

Ontologia de

Genes Componentes | orppnt cC FAT 50.5% 530

Celulares - =
Procesos GOTERM_MF FAT 54.2% 569

Moleculares - =
Vias Metabdlicas KEGG PATHWAY 24.7% 259
Dominios de Proteinas INTERPRO 72.5% 761




Tabla XII. Analisis del microarreglo heterdlogo, mostré 139 procesos bioldgicos,

asociados a 1527 genes anotados

Procesos biologicos

ID Nombre de los genes
GOTERM_BP_FAT
Desarrollo celular NM 011577 | Factor de crecimiento transformante, beta 1
Homeostasis del calcio GB 74769 | Fosfainositol 3 fosfato
NM 021443 | Quimiocina (C-C motivo) ligando 8
NM 011339 | Quimiocina (C-X-C motivo) ligando 15
U88684 IgG
NM 019450 | Interleucina 1
Respuesta a daiio celular
NM 008489 | Lipopolisacaridos
NM 011577 | Factor de crecimiento transformante, beta 1
Factor de crecimiento transformante, beta
AKO003861
receptor II
U88684 IgM
Transporte mediado por NM 008320 | Interferon factor 8
vesiculas BCO011277 | Ras and Rab interactor 1
NM 011691 | vav 1 oncogene
NM 008339 | CD79B antigeno
NM 010386 | Histocampatibilidad
Regulacion de la respuesta
_ U88684 IgG
inmune
AF054819 | Receptor Lectin
NM 008339 | CD79B antigeno
NM_010386 | Histocompatibilidad 2, clase II, locus DMa
U88684 IgG
‘ NM_008372 | Interleucina 7 receptor
Sistema de procesos
AF054819 Receptor lectin-like, miembro 1
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Continuacién Tabla XII. Analisis del microarreglo heter6logo mostré 139 procesos bioldgicos

Procesos biologicos

ID Nombre de los genes
GOTERM_BP_FAT
NM 007614 | Catenina (cadherina asociada a proteinas), beta 1
NM 011577 | Factor de crecimiento transformante, beta 1
Diferenciaciéon mieloide de Factor de crecimiento transformante, beta receptor
_ AK003861
leucocitos II
Factor de necrosis tumoral superfamilia, miembro
NM 011613
11
Desarrollo  del  sistema
o X61453 NCK-associado a proteinas 1
digestivo
Morfogenesis del tracto X61453 NCK-associado a proteinas 1
digestivo X61453 NCK-associado a proteinas 1
NM 011613 | Factor de necrosis tumoral
Ensamble de complejos i
BC003483 | Supresor de metastasis 1
proteicos
NM 010386 | Histocompatibilidad 2, clase II, locus DMa
NM 011613 | Factor de necrosis tumoral
Biogenésis de complejos | BC003483 | Supresor de metastasis 1
proteicos NM 010386 | Histocompatibilidad clase 2, class II, locus DMa
M33422 Receptor 1 factor de crecimiento insulina
Procesamiento de antigenos | NM 010386 | Histocompatibilidad 2, clase II, locus DMa
Morfogenesis embrionaria NM 009372 | Factor inductor TGFB
NM 008372 | Interleucina 7
Procesos efectores inmunes U88684 Inmunoglobulina M
NM 010386 | Histocompatibilidad 2, clase II, locus DMa
Complejo  de  ensamble
NM 011613 | Factor de necrosis tumoral
macromolecular
) Factor de crecimiento transformante, beta receptor
Formacion de 6rganos AK003861 -
Desarrollo celular NM 011577 | Factor de crecimiento transformante, beta 1
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Procesos biolégicos ID Nombre de los genes
) ) NM_010386 | Histocompatibilidad 2, clase II, locus DMa
Procesamiento de antigenos
NM 010387 | Histocompatibilidad 2, clase II, locus Mbl
NM 009372 | TGFB-inductor factor homeobox 1
NM_008109 | Factor diferencial de crecimiento
Diferenciacion celular NM 010386 | Histocompatibilidad 2, clase II, locus DMa
NM_008372 | Receptor interleucina 7
NM 011613 | Factor de necrosis tumoral
NM 009372 | TGFB-inductor del factor homeobox 1
Desarrollo epitelial Factor de crecimiento transformante, beta receptor
NM 011577
Il
Regulacion de células T
NM 008372 | Interleucina 7
mediadoras de citotoxicidad
Homeostasis de iones NM 011577 | Factor de crecimiento beta 1
NM 010095 | Células-factor B
Interleucina 10 related T cell-derived inducible
Regulacion positiva de la | AJ249492
o factor beta; interleukin 22
transcripcion
NM 008320 | Interferon regulatory factor 8
NM 011577 | Factor de crecimiento transformante, beta 1
U88684 Inmunoglobulina G
Regulacion del factor de | NM_008372 | Interleucina 7
crecimiento transformante AF054819 | Células asesinas killer
NM 011577 | Factor transformante, beta 1
. B NM 011577 | Factor transformante de crecimiento, beta 1
Morfogénesis de tejidos
NM_009372 | TGFB-inductor del factor homeobox 1
NM_008320 | Interferon factor §
Interleucina 10 relacionado a células T-beta;
Regulacion de ARN AJ249492

interleucina 22

NM_011577

Factor de crecimiento transformante, beta 1




Continuacion Tabla XII. Analisis del microarreglo heterologo mostrod 139 procesos biologicos

Procesos biologicos ID Nombre de los genes

Regulation positiva de
nucleotides y procesos | AJ249492 | Interleucina 10 y 22
metabolicos

NM 010095 | Factor celular B 2
Regulacion positiva de la | NM_008320 | Interferon factor 8
expresion de genes AJ249492 | Interleucina 10 y 22

NM 011577 | factor transformante, beta 1
Efector de  procesos | U88684 Inmunoglobulina G
inmunes AF054819 | Receptor lectin

NM 008372 | Interleucina 7
Desarrollo de organos _—

NM 011577 | Factor de crecimiento transformante, beta 1
linfoides

NM 011613 | Factor de necrosis tumoral
Procesamiento y | NM_007799 | Catepsina E
presentacion de antigenos | NM 010386 | Histocompatibilidad 2, clase II, locus DMa
via MHC clase II NM 010387 | Histocompatibilidad 2, clase II, locus Mbl1
Diferenciacion celular | NM_007614 | Catenina (caderina asociada a proteinas),
epitelial beta 1

NM 011577 | Factor de crecimiento transformante, beta 1

Factor de crecimiento transformante, beta
Desarrollo de glandulas AK003861
receptor II

NM 011613 | Factor de necrosis tumoral

NM 010095 | Factor celular B

NM 008320 | Interferon factor 8
Regulation positiva del N

. AJ249492 | Interleucina
en procesos metabolicos
AF054819 | Receptor lectin subfamilia K, miembro 1

NM_011577

Factor transformante de creciiento, beta 1

74
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Procesos biolégicos ID Nombre de los genes
NM_007799 | Catepsina E
Procesamiento de antigenos : —
NM 010386 | Histocompatibilidad 2, class II, locus DMa
via MHC clase 11
NM 010387 | Histocompatibilidad 2, class II, locus Mb1
NM 007934 | Aminopeptidasa
Factor de crecimiento transformante, beta receptor
Angiogenésis AKO003861 -
NM 007614 | Catenina, beta 1
BCO011277 | Ras and Rab interactor 1
Organizaciéon de membrana U88684 Inmunoglobulina G
NM 011691 | vav 1 oncogene
Morfologia digestiva X61453 NCK-associado a proteina 1
Desarrollo ectodermal NCK-associado a proteina 1
X61453
intestinal
Morfogénesis digestiva NCK-associado a proteina 1
X61453
ectodermal
U88684 Inmunoglobulina G
Fagocitosis NM 008320 | Interferon regulatory factor 8
NM 011691 | vav 1 oncogene
CD209d CD209d antigeno
antigen
Ras and Rab | Ras and Rab interactor 1

Invaginacion de membranas

interactor 1

Inmunoglobulina G

U88684
NM_ 008320 Interferon regulatory factor 8
NM 011691 | vav 1 oncogene
NM_008109 Factor de diferenciacion de crecimiento 5
Crecimiento NM 008372 | Interleucina 7 receptor

NM_011577

Factor de crecimiento, beta 1
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Continuacion Tabla XII. Analisis del microarreglo heterologo mostro 139 procesos biologicos

Procesos biologicos ID Nombre de los genes
g ’ US8684 Inmunoglobulina M
Maduracion de proteinas
AKO016346 | Aminopeptidasa 2
Hom9dimerizacic’>n de NM 011613 Factor de necrosis tumoral
proteinas -
Desaarrollo embrionario GB 18803 | Fosfolipasa C, gamma 1
CD209d | CD209d antigeno
antigen
Ras and Rab | Ras and Rab interactor 1
Endocitosis interactor 1
U88684 Inmunoglobulina M
NM 008320 | Interferon regulador factor 8
NM 011691 | vav 1 oncogene
BC010520 | Arginil aminopeptidasa (aminopeptidase B)
NM 025462 | Endotelina enzima 2
NM 011904 | Tolloid-like 2
Proteolisis AKO016346 | Aminopeptidasa 2
BC006645 | Manosa, alfa, clase 1B, miembro 1
188684 Inmunoglobulina M (suero  IgG2b);

Inmunoglobulina G

GOTERM_BP_FAT, base de datos usada para realizar la anotacion

El patron de expresion de los genes involucrados en los procesos bioldgicos fue visualizado

basandose en la anotacion ontologica usando un Z-score = 2. Las categorias funcionales de

los genes sobre-expresados fueron determinados usando Ease score 0.5, el cual es un ajuste

conservador de la probabilidad exacta de Fisher (P<0.05).
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Tabla XIII. Procesos bioldgicos anotados, 17 relacionados al sistema inmune y 5 al

sistema digestivo, asociados a 1527 genes analizados

Procesos biologicos GO ID # Genes

Invaginacién de membrana G0O:0010324 16
Endocitosis GO0:0006897 16
Fagocitosis G0:0006909 7
Procesamiento y presentacion de antigenos via MHC clase 11 GO:0019886 4
Desarrollo del crecimiento involucrado en la morfogénesis GO:0060560 4
Procesamiento y presentacion de péptidos antigenicos via MHC GO:0002495 4
clase 11
Pro‘cesa’rn.lento 'de’ .antlgejnos y presentacion de péptidos GO-0002504 4
polisacaridos antigénicos via MHC clase I
Efectores de procesos inmunes GO:0002699 6
Expresion de genes GO0:0010628 30
Diferenciacion leucocitaria mieloide G0:0002573 5
Regulacion positiva de procesos del sitema inmune GO:0002684 15
Presentacion de peptides antigénicos GO:0048002 5
Regulacion positiva de la respuesta inmune GO0:0050778 11
P . . ., L

ro.ce’sa.mlentor de antigenos y presentacion de péptidos GO-0002478 4
antigénicos exdgenos
Regulacion de células T y mediadoras de citotoxicidad GO:0001914 3
Regulacion inmune procesos efectores G0:0002697 8
Procesos efectores inmunes G0:0002252 10
Morfogénesis ectodermal del tracto digestivo GO:0048567 4
Protedlisis GO:0006508 58
Morfogénesis del tracto digestivo G0O:0048546 5
Desarrollo del sitema digestivo GO:0055123 5
Crecimiento G0O:0040007 17

GO ontologia de genes
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Se analizaron individualmente cada uno de los 139 procesos biologicos encontrados para
conocer los genes sobre-expresados por efecto del B-glucano. A continuacién se eligieron
aquellos procesos relacionados al sistema inmune y digestivo que presentaron el mayor
numero de genes involucrados, donde destacan los procesos de fagocitosis, endocitosis,
invaginacion de membranas, procesamiento y presentacion de antigenos, presentacion de
antigenos polisacaridos via complejo mayor de histocompatibilidad I (MHC 1),
diferenciacion de leucocitos mieloides, entre otros. El proceso biologico que mostrd el
mayor numero de genes involucrados fue la regulacion positiva de la expresion de genes,

con 30 y el crecimiento con 17 (Tabla XIII).

Ademads, el andlisis de anotacion realizado con DAVID, identificé a los genes
sobre-expresados por efecto del B-glucano que participan en 10 diferentes rutas metabolicas
(Fig. 18), donde destacan la migracion transendotelial de leucocitos, la via de sefializacion
de TGF-, la citotoxicidad mediada por células natural killer, vias de sefalizacion de
receptores de células T y mediadores de la fagocitosis; todos importantes procesos del

sistema inmune.

También se observaron 28 dominios de proteinas relacionados a los genes sobre-
expresados por efecto del tratamiento, donde destacan motivos relacionados al

reconocimiento de ARN y dominios de peptidasas (Fig. 19).
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Tabla XIV. Funciones moleculares anotadas y asociadas a 1527 genes analizados

GO Term (function molecular) GO ID # Genes

Actividad nucleotidasa GO:0008252 5
Actividad factor de transcripcion ARN polimerasa 11 G0:0003702 13
Actividad amino receptor GO:0008227 9
Unidn a proteinas MHC clase 1 G0:0042288 4
Actividad nucleotidasa 5' GO:0008253 4
Actividad de homodimerizacion de proteinas G0:0042803 17
Actividad receptor de histamina GO:0004969 3
Unién a proteinas G0:0042802 22
Actividad endopeptidasa GO:0004175 29
Actividad fosfatasa G0:0016791 19
Actividad deshidrogenasa steroidal sobre el nador

CH-OH y aceptor I\%AD or NADPa sobre el grupo donade GO:0033764 3
Unién a cromatina G0:0003682 14
Actividad endopeptidasa Cisteina-tipo G0:0004197 8
Actividad dimerizacion de proteinas GO:0046983 24
Actividad fosfatasa tirosina GO:0004725 10
Adhesion y union celular G0:0050839 4
Actividad peptidasa GO:0008233 38
Actividad esteroide deshidrogenasa GO:0016229 5
Actividad de transcripcion factor II ARN polimerasa GO:0016251 5
MHC unién de proteinas G0:0042287 4
Actividad peptidase sobre peptides L-aminoéacidos GO:0070011 36
’Cl":gré;[i)((:)(r;adores de membrana di- tri-valentes inorganicos GO:0015082 5
Unién a ARN de transferencia G0O:0000049 4
Actividad hormonal GO:0005179 10
Deshidrogenasa-3-beta-hidroxi-delta5-esteroide G0:0003854 3
Constituyentes estructurales del ojo GO:0005212 4
Actividad mediadora de ARN polimerasa II transcripcional GO:0016455 4
Uni6én a ARN GO:0003723 38
Union a ADN GO:0003677 89
Actividad transportadora transmembranal de iones GO:0046915 4
Actividad receptora de transferrina GO0:0004998 2
Actividad receptora de glutamato GO:0001641 2
Uni6n a carbohidratos G0:0030246 20
Unién a matrices extracelulares GO0O:0050840 4
Actividad del factor de transcripcion G0:0003700 42
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En relacion a las funciones moleculares, las que mostraron el mayor niimero de genes
presentes fueron las involucradas a procesos de unién al ADN con 89 y ARN con 38, los
factores que activan la transcripcion con 42, actividad peptidasa con 38 y endopeptidasa

con 29, actividad fosfatasa con 19, entre otras (Tabla XIV).

Tabla XV. Componentes celulares anotados y asociados con 1527 genes analizados

Componentes celulares GO ID # Genes
Nucleo GO:0031981 51
Endosoma GO:0005768 19
Vacuola GO:0005773 16
Complejo apical y uniones G0:0043296 10
Complejos mediadores G0:0016592 5
Membrana pre-sindptica GO:0042734 5
Membrana plasmatica apicolateral G0:0016327 10
Fascias adherentes GO:0005916 3
Sinapsis en neuronas G0:0044456 16
Lisosomas GO:0005764 14
Lumen de organelos intracelulares GO:0070013 61
Complejos de factores de transcripcion GO:0005667 17
Adherencias célula-célula GO0:0005913 5
Vacuolas liticas G0:0000323 14
Luz de organelos G0O:0043233 61
Partes del nucleosoma G0O:0044451 31
Nucleoplasma GO:0005654 35
Sinapsis de células soma GO0:0045202 21
Células soma G0:0043025 10
Complejo de histonas NuA4 G0:0035267 3
Membranas del lumen GO0:0031974 61
Cuerpo XY GO:0001741 3
Discos intercalares GO0:0014704 3
Matriz extracelular proteica GO:0005578 19
Axones G0:0033267 4
Histonas H4/H2A G0O:0043189 3
Cromatina GO:0000785 12
Dendritas G0:0030425 9
Citoesqueleto actina G0O:0015629 14
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El analisis del microarreglo ubicé a los genes sobre-expresados por el glucano en 29
diferentes componentes celulares (Tabla XV), mostrando que la mayoria de ellos se
localiza en el lumen de organelos intracelulares con 61, lumen nuclear con 51,

nucleoplasma con 35, endosoma con 19, entre otros.

Metabolismo Nicotinato y nicotinamida
via de sefalizacion TGF-

Lupus eritematoso sistémico

Diferentes rutas cancerosas

Metabolismo de fructuosa-manosa

Histocompatibilidad del hospedero

Citotoxicidad mediada por ceulas...
Migracion trnsendotelial de leucocitos
Lisosoma

Funciones de union

0 5 10 15 20 25

. o m NUOmero de genes
Figura 18. Rutas metabdlicas en las que participan los genes sobre-expresados por efecto

del B-glucano 1,3/1,6 al 0.1% adicionado en la dieta de Lutjanus peru.

Dominios de unién a NADP
BTB/POZ
Proteina-tirosina fosfatasa, receptor...
Peptidasa M24A, metionina...
Peptidasa M, metalopeptidasas zinc
Motivo de reconocimiento de ARN
Proteina tirosina fosfatasa, sitio activo
Peptidasa C1A
Peptidasa, sitio activo peptidasa cisteina

Peptidasa C1A, C-terminal

Peptidil-prolil cis-trans isomerasa

0 2 4 6 g8 10 12 14 16

m Numerode genes

Figura 19. Dominios de proteinas predominantes, relacionados a los genes sobre-
expresados por efecto del B-glucano 1,3/1,6 al 0.1% adicionado en la dieta de Lutjanus
peru.
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Finalmente, a partir de este andlisis de anotacion, se propusieron a los genes IgM , TNF-a,
IGF, IL-1B, a-Amy, GADPH y EF [-a para realizar la validacion del microarreglo a través
de la cuantificacion de la expresion, utilizando la técnica de qPCR. Los primers usados
pueden ser consultados en la Tabla IV. El criterio de eleccion fue basado en la participacion
de los genes en diferentes procesos relacionados al sistema inmune y digestivo, asi también
por estar involucrados en la cascada de sefalizacion de los B-glucanos reportada en

mamiferos (Latz y Fitzgerald, 2008).

7.4.3 Evaluacion de la expresion de genes por RT-PCR en tiempo real

Se logro amplificar y cuantificar con éxito los genes endogenos EF I-a 'y el GADPH, asi
como los genes a-Amy y TNF-a, sus curvas de disociacion se muestran en el ANEXO B.
La cuantificaciéon de la expresion mostr6é un incremento significativo (P<0.05) en el gen a-
Amy en pancreas y TNF-a en rifion cefalico (Fig. 20), ambos por efecto del pB-glucano
1,3/1,6 adicionado en la dieta al 0.1% después de cuatro semanas de alimentacion, en
comparacion al grupo control. Esto valida y también concuerda con los resultados
obtenidos en el microarreglo ya que el anélisis bioinformatico mostrd a estos genes sobre-
expresados por efecto del tratamiento ya mencionado. En cuanto a la expresion de genes en

intestino no se observaron diferencias significativas.

Por otra parte se logro amplificar con éxito el gen /GF a partir del disefio de primers
degenerados, se pudo obtener una banda correspondiente a 232 pares de bases (ANEXO C),

el siguiente paso sera la secuenciacion de dicho gen y después su cuantificacion.

7.5 Experimento II. Efecto del B-glucano 1,3/1,6 sobre la expresion de genes y
parametros inmunologicos de Sparus aurata
7.5.1 Parametros inmunologicos
Los parametros inmunoldgicos en la dorada fueron estadisticamente diferentes (P < 0.05)
por efecto de los tratamientos administrados. La actividad peroxidasa en leucocitos de rifién
cefalico incremento significativamente en la semana cuatro en peces alimentados con -

glucanos + Pdp 11 con respecto al grupo control (Fig. 21). En contraste, la actividad
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peroxidasa en suero disminuy6 significativamente en la semana cuatro en peces

alimentados con Pdp 11 and B-glucanos + Pdpl1 con respecto al grupo control (Fig. 22).
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Figura 20. Efecto del B-glucano 1,3/1,6 al 0.1% adicionado en la dieta sobre la expresion
relativa de los genes a- amilasa (a-4my) y Factor de necrosis tumoral-a (7NF-a) en rifidon
cefalico (RC), pancreas e intestino de Lutjanus peru. La cuantificacion de la expresion se
realizo con respecto a los genes endogenos EF I-a y GADPH. Los datos representan la
media = DE. Los asteriscos (*) indican diferencias significativas (P<0.05; n = 9)

La capacidad fagocitica incremento significativamente (P < 0.05) en la semana dos
en peces alimentados con B-glucanos + Pdp 11 y en la semana cuatro en los alimentados
con B-glucanos y B-glucanos + Pdp 11 en comparacion al grupo control (Fig. 23a). La
habilidad fagocitica incrementd significativamente en la semana cuatro en peces
alimentados con B-glucanos + Pdp 11 en relacion al grupo control (Fig. 23b). Los niveles
totales de IgM en suero mostraron un incremento significativo en la semana dos, en los
peces alimentados con Pdp 11 pero disminuyd (P < 0.05) en la semana cuatro en
comparacion al control (Fig. 24). Finalmente la actividad antiproteasa incremento
significativamente en peces alimentados con B-glucanos + Pdp 11 con respecto al grupo

control (Fig. 25).
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Figura 21. Actividad peroxidasa de leucocitos de rifion ceféalico en juveniles de Sparus
aurata por efecto de diferentes dietas experimentales. Los datos muestran las medias + EE.
Letras diferentes indican diferencias significativas (P<0.05, n = 9)
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Figura 22. Actividad peroxidasa en suero de juveniles de Sparus aurata por efecto de
diferentes dietas experimentales. Los datos muestran las medias + EE. Letras diferentes

indican diferencias significativas (P<0.05; n = 9)
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Figura 23. Capacidad fagocitica (a) y habilidad fagocitica de juveniles de Sparus aurata
por efecto de diferentes dietas experimentales. Los datos muestran las medias + EE. Letras
diferentes indican diferencias significativas (P<0.05; n = 9)
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Figura 24. Niveles de IgM total en suero de juveniles de Sparus aurata por efecto de
diferentes dietas experimentales. Los datos muestran las medias = EE. Letras diferentes
indican diferencias significativas (P<0.05; n = 9)
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Figura 25. Actividad antiproteasa de juveniles de Sparus aurata por efecto de diferentes
dietas experimentales. Los datos muestran las medias = EE. Letras diferentes indican
diferencias significativas (P<0.05; n = 9)
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7.5.2 Expresion de genes

La expresion relativa del gen /gM en rifion cefalico de la dorada mostr6 un decremento
significativo en los organismos alimentados con las dietas adicionadas con B-glucano y -
glucano + Pdp, en la semana uno (Fig. 26a). En la semana cuatro, se observo un incremento
significativo (P<0.05) en la expresion relativa del gen IL-1f en los peces alimentados con
B-glucano 1,3/1,6 (Fig. 26b). No se observaron cambios significativos en la expresion del
gen [FN-y.

a
£
.'g =Pdp11
.E Zip-glucano
E #)p-glucano+Pdp 11
*
nni
20 - b
15 -
i 10 - =2Pdpll
'E b “/p-glucano
E 5 - = * 5)p-glucano+Pdp 11
: -
0 - [ I
INF-y IL-1p J IgM
=5

Figura 26. Expresion de genes relacionados con el sistema inmune en rifion cefalico de
Sparus aurata alimentadas con diferentes dietas experimentales durante una (a) y cuatro
semanas (b). Las barras representan la media =+ EE (n = 6). Los asteriscos (*) indican
diferencias estadisticamente significativas con respecto al control (P<0.05).
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8. DISCUSION

8.1 Experimento I

En este estudio se investigo el efecto de la administracion del B-glucanol,3/1,6 en la dieta
sobre el crecimiento, parametros hematoldgicos, la expresion de genes, la actividad
enzimatica digestiva y antioxidante de Lutjanus peru antes y después de la exposicion a

LPS.

8.1.2 Analisis hematoldgicos

Los datos relacionados a la hematologia de los juveniles de L. peru (n = 27) realizados en
el laboratorio antes del experimento de alimentacion (Tabla VIII) pueden ser usados para
detectar cambios fisiologicos, como lo indican otros estudios en peces (Atamanalp y Yanik,
2003). Los valores de los parametros sanguineos, en los tres tratamientos no indicé ningtin
aspecto adverso sobre la salud de L. peru (Fig. 6 y 7) y fueron similares a los reportados en
otras especies clinicamente sanas y de climas tropicales como el pargo lunarejo Lutjanus

guttatus alimentado con B-glucanos al 0.1% (Del Rio-Zaragoza et al., 2011).

8.1.3 Actividad enzimatica antioxidante

Los glucanos de alto peso molecular activan leucocitos, estimulando su actividad
fagocitica, citotdxica, y antimicrobiana, asi como la produccion de ROS (Akramiene ef al.,
2007).

La actividad SOD fue significativamente mas alta en las dietas que contenian -
glucano al 0.1% (Fig. 9), en las semanas 4 y 6, en comparacion al grupo control. Nuestros
resultados son similares a otros experimentos donde se observa un incremento en SOD en
peces que fueron alimentados con dietas que contenian diferentes tipos y concentraciones
de B-glucanos (Kumari y Sahoo, 2006a) o métodos de administracion (Selvaraj et al., 2005)
para especies, como rohu Labeo rohita (Sahoo y Mukherjee, 2001; Misra et al., 2006), pez

gato asiatico Clarias batrachus (Kumari y Sahoo, 2006b) y la carpa comun Cyprinus
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carpio (Selvaraj et al., 2005). El incremento de la actividad SOD podria ser explicado
debido a que el B-glucano incrementa el nimero de neutrdfilos circulantes en sangre (Del
Rio et al., 2011) y activa las células fagociticas asociadas a la respuesta de las especies
reactivas del oxigeno (ROS) (Swain et al., 2008) incrementando la actividad de las enzimas
antioxidantes que confieren proteccion contra los efectos nocivos de ROS (Kumari y
Sahoo, 2006a; Munoz et al., 2000).

Para algunos autores, la CAT y la SOD son consideradas enzimas antioxidantes
muy importantes en organismos acuaticos (Perendija er al., 2007; Pérez-Campo et al.,
1993) ya que todos los tejidos aerobios continuamente producen ROS durante su actividad
respiratoria. El flujo de ROS puede inducir varios disturbios celulares tales como la
despolimerizacion de polisacaridos y 4cidos nucleicos, oxidacidon de proteinas o
peroxidacion de acidos grasos. Las enzimas antioxidantes eliminan o transforman radicales
en sustancias menos reactivas. Ademas las actividades de las enzimas antioxidantes y el
nivel de los radicales libres han sido relacionados con varias condiciones fisiologicas y
patoldgicas, incluyendo el estrés generado por presencia de patdogenos, exposicion a medios
anoxicos e incluso a la mala alimentacion (Czene et al., 1997).

Con respecto a SOD, nuestros resultados también concuerdan con los encontrados
por Reyes (2008), quien al trabajar con la cabrilla sardinera, observdé un aumento
significativo de la actividad SOD, en peces alimentados con levaduras completas durante
dos semanas. Este autor sugiere que este aumento en la actividad se debi6 a que esta es una

de las principales enzimas antioxidantes que responde a los estimulos de estrés oxidativo.

8.1.4 Crecimiento

En este trabajo, los peces alimentados con B-glucano 1,3/1,6 a diferentes concentraciones
tuvieron un incremento significativo (P < (.0.5) en el crecimiento al evaluar el SGR y
%WG en relacion al grupo control (Tabla IX). En una amplia revision sobre estimulantes
(Dalmo y Begwald, 2008) describen los efectos del B-glucano sobre el crecimiento de
peces. Los B-glucanos probados y obtenidos a partir de las paredes de levaduras incrementa

el crecimiento en diferentes especies de peces bajo condiciones especificas de temperatura
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(Sealey et al., 2008; Misra et al., 2006); sin embargo, en otros estudios bajos diferentes
condiciones no se encontraron diferencias significativas en diversos niveles de f-glucanos

administrados (Welker et al., 2007; Whittingtin et al., 2005).

El incremento del crecimiento es dependiente en la cantidad de B-glucanos en la
dieta, duraciéon de la alimentacidon, temperatura ambiental y las especies bajo estudio
(Dalmo y Bagwald, 2008). Nuestros resultados mostraron un incremento significativo en el
crecimiento en juveniles de huachinango tratados con B-glucanol,3/1,6 por lo que tiene

potencial para reducir los costos de alimentacion en granjas de peces marinos.

8.1.5 Actividad enzimatica digestiva

La mayoria de los estudios relacionados con el B-glucano1,3/1,6 en peces se enfoca en los
efectos inmunoestimulantes (Dalmo y Begwald, 2008); pocos reportes exploran los
procesos digestivos, incluyendo la absorcion y la digestibilidad del B-glucano en el
intestino de peces, asi como su efecto sobre la microbiota o cambios en la morfologia
intestinal (Krogdahl et al., 2005; Dimitroglou et al., 2011; Pedrotti et al., 2013).

Al determinar la actividad enzimatica digestiva, se encontrd6 un incremento
significativamente diferentes por efecto de los tratamientos en la actividad esterasa en la
semana seis (Fig. 10b) en los organismos alimentados con B-glucanos al 0.1 y 0.2%; en
tripsina, en los peces que recibieron la dieta suplementada con el B-glucano al 0.1% en la
semana dos (Fig. 11a); en quimiotripsina con B-glucano al 0.2% (Fig. 11b) en la semana
cuatro y aminopeptidasa con el f-glucano al 0.1 y 0.2%, también en la semana cuatro (Fig.
11c¢) con respecto al grupo control.

Estos resultados concuerdan con Xu et al, (2009), donde carpas que fueron
alimentadas con xylo-oligosacaridos (1.5 mg kg ) muestran un incremento significativo en
la actividad enzimatica proteasa. Esta mejoria es asociada con cambios benéficos en la flora
intestinal de la carpa. Tovar ef al., (2004) reporta un aumento en la actividad de tripsina en
larvas de lubina europea Dicentrarchus labrax por adicion a la dieta de levaduras vivas

Debaryomyces hansenii.
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En este trabajo, el efecto benéfico del B-glucano 1,3/1,6 sobre la actividad
enzimatica digestiva podria ser debido a una alteracion de la microbiota intestinal, ya que
los polisacaridos no digeribles pueden ser metabolizados por algunas de las poblaciones
bacterianas benéficas presentes en el tracto digestivo, las cuales pueden producir enzimas
digestivas exogenas. Sin embargo, un estudio a detalle de esta microbiota es necesario para
confirmar esto.

Desde otro punto de vista, Anguiano et al. (2012) reporta un incremento en la
digestibilidad de nutrientes por la suplementacion de prebidticos aparentemente
relacionados a cambios morfologicos del tracto grastrointestinal, pero no encontr6 un
incremento en la actividad enzimatica digestiva.

En otros estudios no relacionados con peces, como el de Gaggia et al., (2010)
reporta que en cerdos alimentados con B-glucanos se incrementa la actividad enzimatica
digestiva amilasa y proteasa. Iji et al. (2001) observo que en pollos de engorda, las dietas
suplementadas con polisacaridos no digeribles comerciales, incrementan la actividad
aminopeptidasa N en el ileon. Este reporte coincide con nuestros resultados, concerniente al
incremento en la actividad aminopeptidasa en el intestino de peces alimentados con [3-
glucanos en la semana cuatro.

Dimitriglou ef al. (2011) sugiere que algunas poblaciones bacterianas contribuyen a
modificar la actividad enzimatica digestiva del hospedero. Otros estudios (Ringe y Olsen,
1999; Li y Gatlin, 2005) encontraron que los polisacaridos usados como prebidticos
estimulan el crecimiento de la microbiota benéfica en peces. Otro estudio realizado por
Bairagi et al. (2002) en nueve especies de teledsteos, encontrd que la microbiota es una
fuente de enzimas digestivas exdgenas en adicion a las enzimas enddgenas producidas por
el tracto gastrointestinal del hospedero e identificd estas bacterias por su habilidad para
producir lipasas, proteasas, celulosas y tripsina. Ellos no identificaron estas bacterias por
métodos moleculares.

En adicion, el incremento del crecimiento de L. peru en nuestro experimento podria
ser atribuido a la produccion de estas enzimas extracelulares por la microbiota en el tracto
digestivo tal como lo sugiere Dimitriglou et al. (2011) en trabajos relacionados al uso de

polisacaridos como prebioticos.
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8.2 Exposicion a lipopolisacaridos (LPS)
Las endotoxinas LPS son los componentes que se encuentran en mayor cantidad en las

membranas externas en las bacterias Gram negativas, es uno de los mas conocidos blancos
de reconocimiento innato induciendo una robusta respuesta inflamatoria mediada por
células fagociticas (Wrigth, 1999). Los peces, tal como otros vertebrados activan su sistema
inmune ante la presencia de patrones moleculares asociados a patogenos (PAMPs) que son
identificados por receptores que reconocen patdgenos (PRRs), aqui se incluyen los

receptores de la familia Toll like (Iliev et al., 2005a).

Los LPS, los peptidoglicanos de bacterias Gram negativas, los B-glucanos de
hongos y el ARN de doble cadena son considerados como tipicos PAMPs. El
reconocimiento inicial de patdégenos y sustancias que contienen PAMPs involucra la
activacion de PRRs. El resultado de esto desencadena procesos complejos del sistema
inmune innato y lleva a una reaccion inflamatoria, asi como el comienzo de la propia

respuesta adaptativa (Aderem et al., 2000).

En esta parte del experimento, se expuso a juveniles de Lutjanus peru a LPS
(lipopolisacaridos de la pared celular de E. coli) a través de una inyeccion intraperitoneal,
usando como grupo control a peces inyectados con solucion salina fisiologica estéril (SS)
después de seis semanas de alimentacion con B-glucanos a diferentes concentraciones (0.0
control, 0.1 y 0.2%)).

La administracion intraperitoneal de LPS ha sido extensivamente usada en
mamiferos como un modelo para imitar la infeccion bacteriana y para estimular el sistema
de defensa. Es conocido que algunos vertebrados, notablemente los peces y los anfibios,
son probablemente los organismos mads resistentes a los efectos toxicos de los LPS (Berczi
et al., 1996). Los retos in vivo usando altas concentraciones de LPS en peces, en varias

ocasiones no resultan en una mortalidad mediada por la toxina (Iliev ef al., 2005a).

8.2.1 Ensayos hematologicos
En general, los lipopolisacaridos bacterianos son un fuerte activador de varias respuestas

inmunes y estimula a los macréfagos/monocitos para liberar una variedad de citocinas
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inflamatorias (Brubacher et al., 2000). En este estudio no se observaron signos de
enfermedad en los peces expuestos a LPS, asi como cambios significativos en la
concentracion de hemoglobina (Tabla X). Sin embargo, a las 72 h la concentracion de las
proteinas en plasma disminuy¢ significativamente en peces alimentados con la dieta control
e incremento6 en peces alimentados con B-glucano al 0.1% en comparacion a los inyectados
con SS (Fig. 12).

Los LPS afectan parametros hematoldgicos e inducen estrés agudo (Swain et al.,
2008), causando proliferacion hematopoyética (MacKenzie et al., 2008). Nuestros datos
sobre las proteinas totales en suero son una respuesta del sistema inmune innato

(Wiegertjes et al., 1996).

El decremento en las proteinas plasmaticas en peces alimentados con la dieta
control puede ser debido a que estas respuestas fisiologicas y bioquimicas varian
dependiendo de la especie y de la dosis de la endotoxina administrada (Huttenhuis et al.,
20006; Selvaraj et al., 2005). Recientemente se ha postulado que la tolerancia de los peces a
los LPS es mediada por receptores de reconocimiento diferentes a los de mamiferos como
TLR4. TLR4 esta asociado a moléculas que participan en la regulacion del motivo
endotdxico, en mamiferos puede ser ausente o puede tener diferentes funciones en peces
(Iliev et al., 2005a). Sin embargo, en trucha arcoiris los macréfagos cultivados con LPS
provocan una secrecion de TNF-a similar a la que se observa en mamiferos, lo que indica la
conservacion de la via de los LPS y la conservacion de la principal via de la respuesta

inflamatoria (Mackenzie et al., 2003; Iliev et al., 2005a).

Por lo mencionado anteriormente, seran necesarios estudios mas profundos para

determinar el efecto de los LPS sobre los pardmetros hematologicos en el huachinango.

8.2.2 Actividad enzimatica antioxidante

Los LPS son ampliamente conocidos por estimular la respuesta inflamatoria, activando a
células fagociticas y rapidamente (en horas) la produccion de ROS (Braulio et al., 2004).
Estas moléculas son altamente reactivas, pueden producir poderosos oxidantes tales como

el super o0xido y el perdxido de hidrogeno. ROS producido durante una infeccion ayudard a
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eliminar a los agentes patogenos tales como bacterias, protozoarios u hongos (Stevenson y
Riley, 2004). Sin embargo la toxicidad de ROS no solo se restringe a organismos extrafios
(Nathan y Shiloh, 2000). La sobreproduccion de ROS durante la respuesta inflamatoria
puede por lo tanto llevar al dafio a estructuras del hospedero o al fenomeno conocido como
estrés oxidativo (Coleman, 2001), intentando evitar este dafio intervienen las enzimas
antioxidantes.

En este estudio, se observd que después de exposicion a LPS, a las 24 h, los peces
alimentados con la dieta control e inyectados con LPS tuvieron un decremento significativo
en la actividad CAT en comparacion a los inyectados con SS (Fig. 13a). Esto no concuerda
con otros reportes, donde la actividad enzimatica antioxidante incrementa en peces sujetos
a un estrés agudo o expuestos a toxinas tales como LPS (Swain ef al., 2008; Nayak et al.,
2008; Guttvika et al., 2002). Sin embargo, a las 72 h, la actividad CAT incrementa en los
peces que recibieron el B-glucano al 0.1 y 0.2% (Fig. 13b), en comparacioén a los inyectados
con SS. Esto confirma que estos polisacaridos especificos incrementan la actividad
antioxidante en peces (Dalmo y Bogwald, 2008).

A las 72 h, nuestros resultados mostraron un decremento significativo en SOD en
peces alimentados con la dieta control e inyectados con LPS comparados a estos inyectados
con SS (Fig. 14b). Se ha reportado que la actividad y expresion de SOD es dependiente del
tejido y de la dosis, cuando un organismo es expuesto a LPS. Por ejemplo, la expresion de
Mn-SOD del higado y rifion son positivamente modulados por LPS inyectados, pero los
niveles de transcripcion son inversamente relacionados a la exposicion bacteriana en
Hemibarbus mylodon (Cho et al., 2009).

Algunos estudios muestran que los LPS son el mayor factor de virulencia y
responsables de los efectos letales y manifestaciones quimicas de enfermedades en
humanos y animales; sin embargo, en peces, ellos son frecuentemente resistentes al choque
endotoxico (Brandtzaeg ef al., 2001). Esto puede explicar nuestros resultados relacionados
con el efecto de LPS en L. peru; aunque los efectos inmunoestimulantes de esta endotoxina,
mediante la activacion de células relacionadas con el sistema inmune, tales como linfocitos

T y B y macrofagos, se han establecido en varios teledsteos (Swain et al., 2008).
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Diferentes autores mencionan que aunque los LPS son conocidos como uno de los
mas potentes moduladores de las funciones inmunes de los mamiferos; en algunas especies
de peces (salmoén, carpa, trucha, lenguado japonés y bagre) el efecto biologico de la
inoculacion de ciertas dosis de LPS, que serian letales para cualquier mamifero, en algunos
casos en los peces, no inducen cuadros clinicos (Cahill, 1990; Dalmo y Begwald, 1996;
Iliev et al., 2005a; Penagos et al., 2008).

En el salmon del Atlantico Salmo salar se inocularon dosis de LPS de 2 mg kg y
50 mg kg por las vias intraperitoneal e intragastrica respectivamente y a pesar de la
movilizacion de la molécula por diferentes tejidos internos y de superficie, no se evidencid
ningun tipo de signos clinicos o mortalidad (Dalmo et al., 1997).

En cuanto a los efectos de B-glucano sobre la actividad antioxidante, a las 72 h, la
actividad SOD incremento en peces infectados con LPS en comparacién a los peces
inyectados con SS y alimentados con las dietas suplementadas con -glucano al 0.1% (Fig.
14b), lo cual no es sorprendente porque esta enzima es requerida para remover radicales
libres que pueden dafar a los peces (Harikrishnam et al., 2010). Adicionalmente, el
incremento de la actividad SOD puede resultar de la estimulacion de macrofagos por el -
glucanol,3/1,6, el cual posee una conformacion quimica conservada que estimula el
sistema inmune (Uchiyama, 1982) y enzimas antioxidantes (Dalmo y Begwald, 2008;
Selvaraj et al., 2006).

Cook et al., (2001) en un estudio in vitro con Pagrus auratus, usando macrofagos
de rifién cefilico pre-incubados con un P-glucano comercial (EcoActiva™) 'y
posteriormente inducidos, ya sea con acetato de forbol miristato o LPS, estimuld
significativamente la produccion del anion superdxido en comparacion a la induccion de
macrofagos realizada solo con el B-glucano (EcoActiva'™). El resultado de este estudio
demostrd que el B-glucano puede incrementar el reconocimiento de LPS presentes en la
pared de bacterias Gram negativas.

El incremento en la produccion de aniones superdoxido ocurre en varios peces
expuestos a LPS (Gutsmann et al., 2001) como fue observado en nuestro trabajo y en
diferentes especies, tales como salmoén del Atlantico Salmo salar, 1a dorada Sparus aurata,

trucha arcoiris Oncorhynchus mykiss, lubina europea Dicentrarchus labrax, carpa Cyprinus
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carpio, y el pez dorado Carassius auratus (Donate et al., 2007; Goetz et al., 2004;

Sarmento et al., 2004; Saeij et al., 2003; Zou et al., 2002; Engelsma et al., 2001).

La respuesta inmune se ve afectada por numerosos procesos que dependen del
hospedero, del medio o del patogeno per se. Entre los factores que dependen del hospedero
se presentan diferencias en la respuesta inmune humoral y celular que son propios de la
especie y que pueden variar entre individuos de una misma poblacion (Penagos et al.,
2008). Por lo anterior es un gran reto, conocer y entender los mecanismos de defensa en la
proteccion innata de peces y su posible modulacion por el uso de inmunoestimulantes, tales

como los B-glucanos.

En este estudio nosotros observamos que los B-glucanos adicionados en la dieta a
diferentes concentraciones pueden incrementar la actividad enzimatica antioxidante antes y

después de la exposicion a LPS en juveniles de Lutjanus peru.

8.3 Analisis transcriptomico de Lutjanus peru por un microarreglo heterélogo

8.3.1 Expresion de genes de peces alimentados con f-glucano 1,3/1,6 al 0.1%

La revoluciéon gendémica en las ciencias bioldgicas ha abierto nuevos campos de
investigacion y ha permitido innovar estrategias que lleven a incrementar el conocimiento
de procesos biologicos basicos (Higgs ef al., 2005). La inversion en nuevas tecnologias

aplicadas a la acuicultura puede ayudar a incrementar la produccion de peces.

Elucidar los cambios en la expresion de genes asociados a procesos biologicos es un
problema central en biologia. Los avances en biologia molecular y bioinformdatica han
llevado al desarrollo de métodos de alto rendimiento para el analisis de la expresion
diferencial de genes (Carulli et al., 1998). En este momento la posibilidad de aplicar
tecnologias transcriptomicas en acuicultura ha comenzado a convertirse rapidamente en una
realidad con el desarrollo de microarreglos y la anotacion de genes (Krasnov et al., 2005b;

Rise et al., 2004).
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El andlisis de microarreglos genera grandes cantidades de datos que en su mayoria
son cuidadosamente analizados para observar tendencias y caracteristicas estadisticamente
significativas. El estudio del genoma de peces podria aportar importantes caracteristicas
sobre la resistencia innata a enfermedades y proveer nuevos enfoques para mejorar la salud

de peces en cultivo (Thorgaard et al., 2002).

En este estudio se utilizd un microarreglo heterdlogo (Mus musculus & L. peru)
para realizar el analisis transcriptomico, ya que no hay un chip disponible de nuestra
especie de interés. Esta estrategia, de utilizar un microarreglo desarrollado para otras

especies ya ha sido realizada con éxito en otros peces (Kassahn et al., 2007).

El analisis bioinformatico del microarreglo mostré 1527 genes sobre expresados por
efecto del B-glucano al 0.1%, de los cuales el 68.69% (1049 genes) fue anotado y
examinado. El andlisis de anotacion clasific a los genes de acuerdo a su ontologia, se
identificaron 139 procesos bioldgicos (Tabla XII), 37 funciones moleculares (Tabla XIV) y

se ubicaron en 29 componentes celulares (Tabla XV).

Se encontraron 22 procesos bilogicos relacionados al sistema inmune y digestivo
(Tabla XIII), al dividirlos de acuerdo a categorias funcionales destacan los procesos de
fagocitosis y endocitosis, desarrollo de 6rganos linfoides, procesamiento y presentacion de

antigenos, desarrollo y crecimiento y la morfogénesis del tracto digestivo (Fig. 28).

Nuestros resultados concuerdan con diferentes autores, donde mencionan que los B-
glucanos son responsables de multiples acciones relacionadas al sistema inmune (Meena et
al., 2012) ademas de que diversos estudios con polisacaridos no digeribles has demostrado
su efecto sobre el sistema digestivo (Dimitroglou et al., 2011). Los B-glucanos estimulan al
sistema inmune y proporcionan resistencia 6ptima a los posibles agresores de salud debido
a su habilidad de unirse directamente con macrofagos y otras células blancas en la sangre
(neutréfilos y células NK) activandolas (Gantner et al., 2003; Herre et al., 2004). Los

macrofagos son una de las principales tipos celulares involucrados en la inmunidad natural.
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Cuando los receptores de los B-glucanos reconocen estas moléculas, todas las
funciones inmunes son mejorados, incluyendo la fagocitosis; asi como el procesamiento de

antigenos y la expresion de genes (Raa, 2000).

Por otra parte se ha reportado que diferentes polisacaridos no digeribles por el
hospedero pueden modular la morfologia intestinal en peces (Cerezuela et al., 2012a),
modificar las poblaciones benéficas la microbiota presente en el tracto digestivo
(Merriefield et al., 2010a) y con ello incrementar la actividad enzimatica digestiva (Xu et

al., 2008; Guzman et al 2013), ademas la expresion de genes (Rawls et al., 2004).

Categorias funcionales

B desarrollo y crecimiento

m morfogenesis del tracto
digestivo

MW Fagocitosisy endocitosis

O Desarrollo de 6rganos
linfoides

M procesamiento y
presentacion de Ag

2%

regulacion positiva del
sistema inmune

Figura 27. Categorias funcionales de los genes sobre expresados por efecto del B-glucano
1,3/1,6 al 0.1% después de cuatro semanas, de acuerdo al andlisis bioinformatico utilizando
DAVID.

Los métodos de gendmica funcional se expanden rapidamente hacia nuevas
especies, lo cual es importante para ampliar el conocimiento de la fisiologia y la respuesta
inmune de peces (Higgs et al., 2005; Koskinen et al., 2004; Scapigliati et al., 2002), dado

que uno de los principales problemas en la acuicultura son las mortalidades causadas por
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agentes infecciosos (Kiron et al., 2012; Meena et al., 2012), asi también la respuesta inicial
frente a patdégenos es fundamental para la supervivencia y la salud de los organismos en

cultivo (Ribas, 2006).

El andlisis de genes a través de un microarreglo puede brindar informacion sobre la
resistencia a patogenos o las condiciones adecuadas de bienestar en peces sometidos a
cultivo, por lo que es de interés creciente este tipo de investigaciones (Thorgaard et al.,

2002) .

De acuerdo al analisis bioinformatico, nosotros decidimos cuantificar la expresion
de los genes IgM , TNF-a, IL-1f, IGF y a-Amy, los cuales fueron sobre-expresados por
efecto del B-glucano al 0.1%. Se usaron como genes de referencia a GADPH y EF' 1-a. Los
genes seleccionados tienen relevante interés biologico y sus procesos contribuyen
directamente a funciones del sistema inmune y digestivo. Informacion referente a estos

genes puede ser consultada en el ANEXO D.

El gen de referencia EF I-o esta relacionado a la traduccion del ADN y el GADPH
en el metabolismo energético (Bustin, 2002), las citocinas pre-inflamatorias IL-15 y el
TNFa contribuyen a los mecanismos de defensa del hospedador en respuesta a la invasion o
colonizacidn bacteriana (Kim y Austin, 2006), IgM es el factor humoral mas importante en
la respuesta adaptativa (Bengten et al., 2000), IGF est4d involucrado en el desarrollo y

crecimiento y a-Amy modula la hidrolisis de carbohidratos (Chen ef al., 2011)

Se logré cuantificar la expresion a-Amy y TNF-o. en diferentes drganos. Se observo
un incremento significativo (P<(0.05) en el gen a-Amy en pancreas y TNF-o en rifion
cefalico (Fig. 20) por efecto del tratamiento. Esto valida los resultados obtenidos en el

microarreglo, ya que el andlisis bioinformatico mostro a estos genes sobre-expresados.

En relacion a la cuantificacion de la expresion de estos genes, nuestros resultados
concuerdan con diferentes trabajos donde se demuestra que el B-glucano induce la
expresion de TNF-a. La administracion oral del B-glucano 1,3 en tilapia Oreochromis

niloticus durante cinco dias estimul6 la produccién de citocinas como TNF-a, IL-1p, IL-10,



101

IL-12 en plasma de peces (Chansue et al., 2000). Varios autores han reportado la presencia
TNF-a en peces (Zelinkoff et al., 1990; Ahne, 1993). También, Hardie et al., (1994) ha
reportado que el receptor especifico de TNF-a en linfocitos de la trucha arcoiris tratadas
con bafios de B-glucanos, a dos diferentes dosis, por 45 min, cuatro veces con un intervalo
de una semana, mostré un incremento en la expresion de genes de las citocinas pre-
inflamatorias TNF-a, IL-15, IL-6 y las anti-inflamatorias /L-10 y TGF-f en el primer baio.
En contra parte, Rodriguez et al. (2009) no encuentra diferencias en la expresion de TNF-o,
IL-1p en peces alimentados con B-glucanos (S. cerevisiae) a una concentracion de 5 mg ml
! sin embargo observa un efecto significativo sobre la modulacion de ¢ y la expresion de

quimiocinas en rifion.

En cuanto al gen a-Amy, los reportes relacionados a la expresion y cuantificacion
de este gen por efecto de glucanos son escasos en peces, ademdas de ser éste el primer
trabajo relacionado en el huachinango. Tovar ef al, (2004) menciona que el uso de la
levadura Debaryomyces hansenii incluida en el alimento de lubina, incrementa la expresion
de este gen y lo atribuye a la presencia de B-glucanos presentes en la pared celular de estos

microorganismos.

Por otro lado, Cerezuela (2012) al adicionar prebioticos en la dieta de juveniles de
dorada, no encuentra diferencias significativas al cuantificar la expresion de este gen, esto

lo atribuye al hecho de que solo estudio el intestino anterior.

Existen algunos trabajos relacionados con el uso de oligosacdridos usados como
prebioticos, los cuales reportan un incremento en la produccion de amilasa. Xu et al.,
(2009) reporta que Carassius auratus alimentada con el prebiotico xilo-oligosacarido tiene
efecto sobre la actividad proteasa y amilasa pero no cuantifica los niveles de expresion de
los genes de dichas enzimas. En otros estudios no relacionados con peces, como el de
Gaggia et al. (2010) reporta que en cerdos alimentados con B-glucanos se incrementa la

actividad enzimatica digestiva amilasa y proteasa.
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En este trabajo, el andlisis del microarreglo nos mostré un panorama general y una
vision integrativa de la respuesta fisiolégica/inmunologica de Lutjanus peru por efecto del

-glucano al 0.1%, lo cual permitira ampliar el conocimiento sobre esta especie.
g p p p

8.4 Experimento 11
En este experimento se evaluo el efecto del B-glucano 1,3/1,6 al 0.1% y/o el probidtico Pdp

11 (Shewanella putrefaciens) adicionados en la dieta de Sparus aurata sobre el
crecimiento, la expresion de genes y diferentes pardmetros del sistema inmune.

Se ha reportado el efecto del B-glucano sobre el crecimiento y el sistema inmune en
diferentes especies de peces, ademds de que tiene gran potencial para ser usado como

prebiodtico (Meena et al., 2012).

Por otra parte, entre los posibles mecanismos de accion de los probidticos se
encuentran: la competencia por nutrientes y la energia disponible (Gram et al., 1999) o por
los puntos de adhesion a la superficie del huésped (Olsson et al., 1992; Nikoskelainen et
al., 2001; Chabrillon, 2004; Ringo et al., 2010), la estimulacion de la respuesta inmune
(Irtanto y Austin, 2003; Salinas et al., 2005; Balcazar et al., 2006), la mejora del estado
nutricional del huésped mediante el aporte de enzimas, aminoacidos esenciales, péptidos,
acidos grasos, vitaminas, minerales, etc. (Sugita et al., 1996; de Moura et al., 2009) y la
inhibicidn de la expresion de genes de virulencia 6 ruptura del “quorum sensing” (Defoirdt

etal.,2007).

8.4.1 Crecimiento

Los resultados mostraron que la administracion del B-glucano 1,3/1,6 solo y en
combinacion con el probidtico Pdp 11 incrementan el crecimiento significativamente
(P<0.05), en funcion del aumento en peso (Tabla XVI) seguida de la dieta con Pdp 11 y

finalmente el tratamiento control.
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Estos resultados concuerdan con diferentes trabajos. Rodregeuz et al (2007)
menciona que el B-glucano ha mostrado un efecto positivo sobre el crecimiento, la
supervivencia y la respuesta inmune de diferentes especies de peces contra patdgenos
infecciosos solo 0 en combinacion con otros inmunoestimulantes o probioticos.

(Ortufio et al., 2002) reporta que los glucanos presentes en levaduras, tienen la
capacidad de aumentar la respuesta inmune y el crecimiento (Lara-Flores et al., 2002).

En otro estudio, el B-glucano 1,3 fue suplementado en la dieta de Paralichthys
olivaceus para mostrar el efecto de los aditivos en el alimento, concluyen que el dptimo
nivel de B-glucano 1,3 podria ser aproximadamente 0.1% lo cual propicia un incremento
del crecimiento y supervivencia (Yoo et al., 2007).

En cuanto a al efecto de Pdp 11, se tiene informes que este probiotico administrado
en la dieta del lenguado senegalés, propicia un incremento en el crecimiento
significativamente mayor, al evaluar el SGR (Garcia de la Banda et al., 2012, 2011). Diaz-
Rosales et al. (2009) utilizando este mismo probiotico a una dosis de 10° ufc g”' también

observa un incremento en el crecimiento de esta misma especie y de la dorada.

Pdp 11 bioencapsulado en rotifero o Artemia promueve un mayor crecimiento y
calidad a nivel larvario, asi como la deshabituacion alimenticia en lenguado senegalés

(Lobo et al., 2010).

En un nuestro trabajo, el crecimiento de los peces alimentados con las dietas
adicionadas con [B-glucano y B-glucano + Pdp 11 fueron las que presentaron el mayor
crecimiento, entre ellas fueron iguales estadisticamente, seguidas de la dieta Pdp 11 (solo) y

finalmente el grupo control.

El incremento en el crecimiento por efecto del probidtico Pdp 11 concuerda con
estudios similares, con el empleo de otras especies de probidticos en peces marinos (De
Schrijver y Ollevier, 2000; Robertson ef al., 2000; Tovar-Ramirez et al., 2002; Carnevali et
al.,2006) y de agua dulce (Ghosh et al., 2007; Aly et al., 2008b).



104

Una posible explicacion de esta mejora en el crecimiento podria ser a que los
probidticos producen o estimulan enzimas digestivas (Buts et al., 1999; El-Haroun et al.,

2006), que favorecen la utilizacion del alimento (De Schrijver y Ollevier, 2000).

Saenz de Rodrigafiez et al. (2009) aniadiendo la misma dosis de Pdpl11 liofilizado,
detectaron un efecto estimulador de la enzima leucina aminopeptidasa en el intestino distal
en juveniles de lenguado senegalés en cultivo. Trabajos similares con aporte probidtico en
la dieta han descrito el incremento de la digestibilidad aparente (Lin et al, 2004) y la
estimulacion de la actividad enzimatica de la membrana del borde de cepillo de los
enterocitos en larvas de lubina y en alevines de trucha arcoiris (Tovar-Ramirez et al., 2002;

Waché et al., 2006).

Otras investigaciones reportan que los probioticos modulan la microbiota y la
histologia del tracto digestivo lo que contribuye a una mejor nutricion del huésped
(Merrifield et al., 2010a; Cerezuela et al., 2012a). Ademas se ha observado que los
probidticos ensayados in vitro son capaces de producir una mejora en la histologia de los
enterocitos de salmén (Ringo et al., 2010; Salinas et al., 2008a), ayudando en los procesos
de absorcion y de eficiencia digestiva. De este modo, algunos aditivos y probidticos
contribuyen a una mayor digestibilidad y aprovechamiento nutritivo de la dieta (Lin et al.,

2004).

Por otra parte, existen diferentes estudios que reportan un incremento en el
crecimiento en peces por efecto de los B- glucanos (Meena et al., 2012), ademds en este
mismo trabajo de tesis se reportd que el B-glucano 1,3/ 1,6 adicionado en la dieta
incrementa la actividad enzimatica digestiva y el crecimiento del huachinango (Guzmaén et

al.,2013).
8.5 Parametros inmunolégicos
La respuesta inmune innata en los peces es mas importante que la observada en otros

grupos animales (Magnadottir, 2006). Una vez detectado un patdgeno bacteriano es

fagocitado, digerido y destruido en el interior de las células mediante el estallido
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respiratorio (Secombes, 1996) o mediante acciéon enzimatica, o de otras sustancias
antimicrobianas (Neumann ef al., 2001). También, los macrofagos son capaces de producir
lisozimas, que pueden ser estimuladas por lipopolisacaridos bacterianos o por B-glucanos

presentes en los hongos (Paulsen et al., 2001).

Ademas, se ha observado que la adicion de probidticos en dieta estimula el sistema
inmune innato y adaptativo de los peces (Nikoskelainen et al., 2001, 2003; Balcazar et al.,
2006a, b; Kim y Austin, 2006; Panigrahi et al., 2007; Brunt et al., 2008, Pieters et al.,
2008; Merrifield et al., 2010a, b).

Irianto y Austin (2002), describen un incremento de parametros celulares, como el
nimero de eritrocitos, linfocitos y macréfagos y aumento de la actividad lisozima de

salmoén del Atlantico, trucha arco-iris y rodaballo alimentados con diferentes probidticos.

En este experimento se evaluaron diferentes pardmetros inmunitarios humorales y
celulares de doradas alimentadas con diferentes dietas durante una, dos y cuatro semanas de

tratamiento.

8.5.1 Fagocitosis y actividad peroxidasa

En el presente estudio, se encontré6 que la actividad peroxidasa en leucocitos de rifién
cefalico incremento significativamente en la semana cuatro en peces alimentados con [-
glucanos + Pdp 11 con respecto al grupo control (Fig. 21). En contraste, la actividad
peroxidasa en suero disminuyo significativamente en la semana cuatro en peces

alimentados con Pdp 11 y B-glucanos + Pdp11 con respecto al grupo control (Fig. 22).

El decremento de la actividad peroxidasa en suero concuerda con otros trabajos.
(Rodriguez et al., 2003), realizd un ensayo con la dorada Sparus aurata L., las cuales
fueron alimentadas con 0 y 10 g de levaduras del pan vivas silvestres o levaduras mutantes
cepa fks-1 por kg durante 2, 4 y 6 semanas, mostrando un decremento en la actividad
peroxidasa en suero después de seis semanas, aunque la fagocitosis fue incrementada
significativamente durante todo el tiempo, pero solo con la cepa fks-1 suplementada en la

dieta.
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La actividad fagocitica es un aspecto clave de la inmunidad innata, y forma parte de
la primera linea de defensa celular. Diversos inmunoestimulantes han mostrado ser capaces
de incrementar esta actividad en peces (Diigenci, 2003; Amar et al., 2004).

Nosotros observamos que la capacidad fagocitica incrementd significativamente
(P< 0.05) en la semana dos en peces alimentados con -glucanos + Pdp 11 y en la semana
cuatro en los alimentados con B-glucanos y pB-glucanos + Pdp 11 en comparacion al grupo
control (Fig. 23a). La habilidad fagocitica increment6 significativamente en la semana
cuatro en peces alimentados con B-glucanos + Pdp 11 en relacion al grupo control (Fig.

23b).

Diferentes estudios con B-glucanos destacan su efecto sobre el incremento de la
fagocitosis, debido a que son reconocidos por células macrofagas estimulandolas y
activandolas (Meena et al., 2012). Por otra parte diferentes probidticos han demostrado el

incremento de la fagocitosis en diferentes especies (Salinas ef al., 2005; Geng et al., 2011).

El efecto de Pdpll inactivado por calor, produce un aumento significativo en la
capacidad fagocitica de los leucocitos del rifion cefélico en la dorada S. aurata (Diaz-
Rosales, 2006). Sin embargo, esta misma cepa, inactivada por calor, no promueve in vitro
un aumento significativo en los parametros de la respuesta inmune innata, tales como son el
contenido de la leucocito peroxidasa y del estallido respiratorio de los leucocitos del rifion

cefélico en esta especie (Salinas et al., 20006).

En relacién a los estudios con simbioticos; Geng et al. (2011) estudiaron el efecto
del probidtico B. subtilis y el quitosan solos y en combinacion de ambos, encontrando que
juntos ejerce un efecto estimulante sobre la fagocitosis de cobia, mayor que el observado

con quitosan solo; lo que también concuerda con nuestros resultados.

Sin embargo, Cerezuela et al. (2012b) al probar inulina y B. subtilis adicionadas en
la dieta de dorada, no observa una potenciacion de la fagocitosis, este autor propone que la
administracion combinada de estos aditivos (probidtico-prebiotico) anula el efecto

observado con la administracion individual. En este estudio se reporta que los niveles de las
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respuestas inmunitarias decrecieron con el tiempo, sugiriendo una respuesta rapida a la
dieta, fendémeno que concuerda con otras investigaciones previas (Sharifuzzaman y Austin,

2010).

8.5.2 Niveles totales de IgM en suero

La respuesta adaptativa en los peces puede llevar mas de 15 dias en manifestarse (Kollner y
Kotterba, 2002). Existen numerosos factores humorales implicados en la activacion de
componentes clave en esta respuesta como son las citocinas. Sin embargo, el factor
humoral mas importante en la respuesta adaptativa son las inmunoglobulinas, producidas
por los linfocitos B. En teledsteos el principal anticuerpo reportado es la IgM, producida en
el suero (Bengten et al., 2000), aunque también existen otras inmunoglobulinas (Hirono et

al., 2003).

La IgM de peces puede estar presente en el suero en concentraciones relativamente
altas, donde actiian como anticuerpos naturales, reflejando el estado del sistema inmunitario
sin exponer al animal a un antigeno especifico, y proporcionando proteccidon instantanea
contra patogenos de una amplia especificidad (Cuesta et al., 2004; Magnadoéttir, 2010).

Nuestros resultados muestran que los niveles totales de IgM en suero presentan un
incremento significativo en la semana dos, en los peces alimentados con solo Pdp 11 pero
un descenso (P < (.05) en combinacion del Pdp 11 con el B-glucano. Ademas disminuye
significativamente en la semana cuatro en comparacion al control (Fig. 24).

Nuestros resultados confirman observaciones realizadas en estudios previos, donde
se dice que los niveles de IgM son susceptibles a la inmunomodulacién por un amplio
rango de productos (Nikoskelainen, 2003; Cuesta et al., 2004; Panigrahi et al., 2004),
siendo estimulados también por la administracion de las dietas del presente estudio.

En relacién al probidtico, Garcia de la Banda et al. (2012) tras la adicion durante
dos meses de Pdpl1 fresco y liofilizado en la dieta, no registré diferencias estadisticas en

los niveles de inmunoglobulinas totales en suero de juveniles de lenguado.
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Por el contrario, Pichietti et al. (2007) observé un aumento de células Ig+ y
granulocitos acidofilos en el tubo digestivo de doradas con una alimentacidon temprana

suplementada con L. fructivorans y L. plantarum.

Los resultados observados en el presente trabajo sugieren una respuesta rapida y una
posterior adaptacion al estimulo, que se refleja en la recuperacion de la actividad a los
niveles normales o incluso en el descenso. Esto concuerda con lo reportado por Cerezuela
(2012) y Cerezuela et al. (2012b), donde menciona que esto puede deberse a la extenuacion
de las células tras una exposicion continua y relativamente prolongada, aunque serian

necesarios mas estudios para constatar esta hipotesis.

8.5.3 Actividad antiproteasa

En este trabajo, la actividad antiproteasa aumento significativamente en peces alimentados
con B-glucanos + Pdp 11 (Fig. 25), aunque los otros tratamientos fueron similares al grupo
control, lo que concuerda con diferentes estudios donde no se han observado diferencias

por el efecto de probioticos sobre este parametro.

Garcia de la Banda et al. (2010; 2011) no encontr6 diferencias significativas en la
actividad antiproteasa en suero de juveniles de lenguado senegalés alimentados con Pdpl1
fresco. Al igual que Brunt ef al. (2007) en truchas arcoiris que fueron alimentadas con los
probidticos Bacillus sp. o Aeromonas sobria aunque estas cepas promovieron la resistencia

ante diversos patogenos de este pez

Estudios previos realizados con el probidtico Pdpll demostraron que su efecto
sobre el sistema inmune, depende de su modo de adicion fresco o inactivado (Salinas et al.,

2005; Diaz-Rosales, 2006).

8.6 Expresion de genes
El interferén se ha identificado asociado a la respuesta humoral innata en peces Secombes,

1996), La citocina pre-inflamatorias IL-1 contribuye a los mecanismos de defensa del
hospedador en respuesta a la invasioén o colonizacion bacteriana (Kim y Austin, 2006).
La expresion de genes relacionados con el sistema inmunitario ha sido evaluada en

diversos estudios como indicador de las propiedades inmunoestimulantes de diversos



109

factores. Los polisacaridos de plantas (Yuan et al., 2008) o incluso polisacaridos sulfatados
de algas marinas (Leiro et al, 2007) son capaces de inducir la expresion de genes

inmunitarios en diferentes especies.

Lo anterior, coincide con nuestros resultados, ya que se observo un incremento
(P<0.05) en los niveles de expresion relativa del gen /L-1f, en la semana cuatro en peces

alimentados con el B-glucano 1,3/1,6 al 0.1%.

Este efecto puede deberse a que cuando los receptores de los B-glucanos reconocen
estas moléculas, todas las funciones inmunes son mejorados, incluyendo la fagocitosis,

ocurriendo la liberacion de ciertas citocinas como IL-1, IL-6, e interferones (Raa, 2000).

Por otro lado, existe la probable modificacion de la microbiota intestinal por efecto
de este polisacarido (Merrifield ef al.,, 2010a). Se ha demostrado que la microbiota
intestinal estd implicada en la regulacion de la expresion de numerosos genes en el tracto
digestivo que estan involucrados tanto en el control de la proliferacion del epitelio, como en

el metabolismo de los nutrientes y en la respuesta inmune innata (Rawls et al., 2004).

Por el contrario, en otros estudios, una dosis minima (100 mg B-glucano y 10 mg
LPS) por pez, tuvo un incremento significativo en el conteo total en sangre de leucocitos
neutréfilos, monocitos y en la actividad del anion superdxido. Sin embargo, ni la dosis ni la
via de administracion de los componentes tuvo un efecto significativo sobre el incremento
de la expresion del ARNm de /L-15 (Selvaraj et al., 2006).

Nosotros observamos un decremento de la expresion de /gM en la semana uno (f3-
glucano y B-glucano + Pdp 11) y en la semana cuatro no encontramos un incremento en la
expresion de los genes IFN-y e IgM por efecto del probiodtico Pdp 11, a diferencia de otros
reportes con probidticos (Pirarat et al., 2011), incluyendo la expresion de las citocinas pre-
inflamatorias en la dorada (Cerezuela, 2012) y en trucha arcoiris (Pérez-Sanchez et al.,
2011).

En esta investigacion, el B-glucano 1,3/1,6 al 0.1% adicionado en la dieta puede

incrementar la expresion del gen /L-1f en la dorada.
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9. CONCLUSIONES

Experimento I

. El B-glucano 1,3/1,6 adicionado en dieta al 0.1 y 0.2 % incrementa el crecimiento,

asi como la actividad enzimatica digestiva esterasa, tripsina, quimiotripsina y
aminopeptidasa en juveniles de Lutjanus peru.
El B-glucano 1,3/1,6 adicionado en dieta al 0.1 % incrementa la actividad

enzimatica antioxidante SOD de Lutjanus peru.

. Los LPS de E. coli 3mg Kg') no tienen efectos sobre la concentracion de

hemoglobina en el huachinango.

El B-glucano 1,3/1,6 adicionado en dieta al 0.1 % incrementa la concentracion de
proteinas plasmaticas y la actividad SOD, a las 72 h después de la exposicion a LPS
en Lutjanus peru.

El B-glucano 1,3/1,6 adicionado en la dieta al 0.1 y 0.2 % incrementa la actividad
CAT, alas 72 h después de la exposicion a LPS en Lutjanus peru.

El B-glucano 1,3/1,6 al 0.1% adicionado a la dieta incrementa el nivel de expresion
relativa del gen TNF-a en rifion cefalico y el gen a-Amilasa en intestino de Lutjanus
peru

Experimento 11

1.

El B-glucano 1,3/1,6 al 0.1% adicionado en la dieta incrementa el crecimiento, la
actividad fagocitica y la expresion relativa del gen IL-1B en rifién cefalico en

juveniles de Sparus aurata.

. El probiotico Pdp 11 incrementa el crecimiento en juveniles de Sparus aurata.

. El Pdp 11adcionado en la dieta incrementa los niveles totales de IgM en suero en la

semana dos y disminuye en la cuatro, en juveniles de dorada.

El B-glucano 1,3/1,6 en combinacion con el probidtico Pdp 11 adicionados en la
dieta incrementan el crecimiento, la actividad antiproteasa, peroxidasa y la

actividad fagocitica en leucocitos de rindn cefélico en juveniles de Sparus aurata.
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9.1 Conclusiones generales

1. El B-glucano 1,3/1,6 al 0.1% adicionado a la dieta modula la respuesta inmune
incrementando la actividad de enzimas antioxidantes antes y después de la
exposicion a LPS, ademds incrementa los niveles de expresion de los genes TNF-a
y a-Amilasa, asi como el crecimiento y la produccion de enzimas digestivas en
Lutjanus peru, por lo tanto el B-glucano 1,3/1,6 tiene gran potencial para ser usado
en el cultivo de peces.

2. El andlisis del transcriptoma nos mostr6 un panorama general y una vision

integrativa de la respuesta fisioldgica/inmunologica de Lutjanus peru por efecto del

B-glucano al 0.1%, lo cual permitirda ampliar el conocimiento sobre esta especie.

3. El probidtico Pdp 11 adicionado en la dieta a una concentracion de 10° ufc g™ solo o
en combianacion con el B-glucano 1,3/1,6 es una opcion viable para mejorar el
cultivo de Sparus aurata ya que incrementan el crecimiento y diferentes parametros

inmunologicos.
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11. ANEXOS

ANEXO A. Evaluacion de la expresion de genes
Extraccion de ARN total (Trizol)

Se limpio cuidadosamente el area de trabajo con ARNzap (Sigma # R2020) para evitar
cualquier tipo de contaminacion. Se pesaron aprox. 50-100 mg de tejido de cada una de las
muestras. Se homogenizo el tejido en 500 pl de trizol, se incubd por cinco minutos a
temperatura ambiente, después se afiadieron 100 upl de cloroformo, se agitaron
vigorosamente los tubos por 15 segundos, se incubaron por tres minutos a temperatura
ambiente y se centrifug6 la mezcla homogenizada a 12000 rpm por 15 minutos a 4°C.

A continuacién se transfirid el sobrenadante a un tubo limpio, aprox. el 60% del
volumen total), se anadieron 250 pl de isopropanol, se agitd nuevamente, se incubd
durante 15 minutos a temperatura ambiente y se centrifugdé por 12000g por 10 minutos a
4°C. Se decant6 el sobrenadante, se mantuvo el pellet y se le adicion6 500 pl de etanol al
75%, se centrifugd la mezcla a 12000g por cinco minutos a 4°C. Se retir6 el exceso de
alcohol (sin usar centrifuga de vacio), enseguida el pellet se resuspendi6 en 50 ul de agua
DEPC y se almaceno a -80°C. Para verificar la calidad y conocer la concentracion del ARN
se utiliz6 un NanoDrop y para visualizar la integridad del ARN se elaboraron geles de

agarosa.

DNasa RQ 1(Promega, USA)

Para remover la contaminacion con DNA, tomamos una alicuota de ARN total
correspondiente a una concentracion de 1pg/ul, se le adicion6 1 pl DNAse Buffer 10x, 1 pl
RNAse-Free y agua DEPC cuanto baste para tener un volumen final de 10 pl. Se incubo a
37°C durante 30 minutos. A continuacion se agregé 1 ul de DNAse Stop Solution y se

incubo a 65°C por diez minutos.
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Sintesis de DNA complemetario

El DNA complementario (cDNA) fue generado a partir de 5 pug de RNA total usando
InProm II reverse transcriptase obteniendo un volumen final de 20 pl; para ello se adicion6
al ARN 2 ul de oligo-dT (6 1 pl de random primer) y se incubd a 70° C por 10 minutos y
se puso en una cama de hielo. En seguida se agregd 1 pl de 10 mM dNTP, 2.4 ul de 25 mM
MgCl2, 4.0 ul buffer 5X, 0.5 ul de RNAsin, 0.8 ul de IMPROM Il y 5.3 ul de agua DEPC.
Posteriormente las muestras fueron incubadas a temperatura ambiente por 10 min, 45 °C

durante 60 min y una incubacién final de 5 min a 90 °C.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de punto final

La amplificacion del cDNA se realizdo en un termociclador (BioRad) con las
muestras de cDNA obtenido previamente, la reaccion se muestra en la Tabla (i), esto con la
finalidad de intentar amplificar los genes de nuestro interés. Al término de la reaccion, con
los productos obtenidos se corrid una electroforesis en gel de agarosa nativo (1.0%) para

observar la amplificacion de cada uno de los genes.

Tabla (i) Mezcla para una reaccion de PCR (50 pl volumen total)

Primer 1 reaccion (ul)
Buffer 10X 5
Taq Polimerasa 0.4
cDNA 1
25 mM MgCl2 1.5
10 mM dNTP 1
Agua DEPC estéril 40.1
Primer Forward 0.5

Primer Reverse 0.5
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Gel de agarosa nativo al 1.0%

Se prepararon geles de agarosa al 0.8% utilizando buffer TAE al 1%, los geles se
corrieron a 90 voltios durante 30 minutos, para confirmar que en el proceso no existiera

degradacion de los acidos nucleicos.

Cuantificacion de transcritos.

Actualmente, la cuantificacion de la expresion génica se lleva a cabo por qPCR, con
sondas SYBR Green, utilizando un termociclador CFXq 6 Touch TM Real Time PCR
Detection System. El analisis y cuantificacion de los genes se realiza a través del software
CFX Manager de BioRad.

Los componentes de la reaccion son indicadas en la Tabla (ii) y los pardmetros que

se utilizan para la amplificacion de las secuencias se muestran en la Tabla (iii).

Tabla ii. Mezcla para una reaccion de RT-PCR empleando SYBR Green.

Primer 1 reaccion (ul)
SYBR Green 7.5
Primers 0.25
Agua DEPC estéril 2.0
Volumen total 10

*SYBR Green (ANTP’S, Taq, Mg++), Primers (fwd y rev).
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Tabla iii. Parametros del ciclo térmico que se utiliza para la amplificar las secuencias.

Cycling step Temperatura Tiempo No. de ciclos
O (segundos)
Activacioén enzimatica 95 30 1
Desnaturalizacion inicial del 95 5 35-40
ADN
Alineacion de los primers y 60 10-30 35-40

extension de producto

Curva de disociacion 65-95 2-5/paso 1
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ANEXO B. Curvas de disociacion de los genes a-Amy (a) y TNF-a (b) por qPCR

Alfa-amilasa (a-Amy), Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), Reacccion en cadena de la
polimerasa cuantitativa (qQPCR)
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ANEXO C. Deteccion del gen Factor de crecimiento insulina (IGF)

Gel de agarosa nativo (1.5%), productos de PCR correspondientes a la amplificacion del
gen IGF de Lutjanus peru. (1) banda correspondiente a 220 pb, producto correspondiente a
IGF y (2) control negativo.
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ANEXO D. Informacion general sobre los genes de estudio
El gen enddgeno EF [-o esta relacionado a la traduccion del ADN y el GADPH en el

metabolismo energético (Bustin, 2002).

En relacion al TNF, las proteinas de la superfamilia del factor de necrosis tumoral
juegan un rol central en el sistema inmune (Locksley et al., 2001). TNF-o. es una citocina
multifuncional con pleiotropicas funciones que van desde la respuesta de proliferacion
(Beutler et al., 1989) hasta los efectos inflamatorios y la respuesta inmune (Locksley et al.,
2001) siendo el mayor mediador de la apoptosis (Chen ef al., 2002). TNF-a y B fueron
aislados en 1984 en macrofagos humanos activados y células T (Kull, 1998). TNF-a solo
tiene la habilidad de unirse a dos receptores TNFR1 (también conocido como pS5TNFR,
p60 y CD 12a) y TNFR2 (también conocido como p80 y CD120b) (Gupta, 2002;
Macewan, 2002). La interaccion de TNF-a con sus receptores desencadena una serie de
eventos intracelulares que tienen como resultado la activacion de dos importantes factores
de transcripcion, el factor nuclear k B (NFx B) y c-Jun (Chen et al., 202) La red de
interaccion de proteinas de la via TNF-o/ NFk B ha sido extensamente reportada
(Bouwmeester et al., 2004). TNFR1 difiere de TNFR2, no solo por su alta afinidad a unirse
a TNF (Vandenabeele et al., 1995) sino también por tener un dominio “muerto” el cual da
la habilidad para inducir apoptosis (Tartaglia et al., 1993; Thorburn, 2004).En peces, los
TNF ha sido recientemente reportados (Goetz, et al., 2003). Los ortdlogos de TNF-o han
sido aislados y caracterizados en diferentes especies de peces (Laing ef al., 2001; Garcia-
Castillo et al., 2002; Zou et al., 2003b) un gran niimero de estudios han provisto evidencia
indirecta del papel bioldgico de TNF en peces (Zou et al., 2002; Mackenzie et al., 2003;
Zou et al., 2003a).

El gen o-Amy regula la hidrolisis de la al-4 del almidon y el glucogeno. La
enzima a-amilasa estd presente en el jugo pancreatico de gran cantidad de animales
(Archival, 1987) ya que hidroliza indistintamente en laces a lo largo de la cadena del

polimero hidrocarbonado, liberando moléculas de maltosa y glucosa.
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El gen IL-1f es una interleucina pleiotropica, es considerada la citocina pre-
inflamatoria mas importante junto con el TNF-a, la accion de estas citocinas es en gran
parte redundante. Tiene la habilidad para aumentar la expresion de la familia de genes de
IL-1. Es responsable de los principales efectos biologicos de IL-1, que incluyen: aumento
de expresion de moléculas de adhesion celular en los sitios de inflamacion, activacion de
fagocitos, coestimulacion de células presentadoras de antigenos y linfocitos T, proliferacion

de linfocitos B y hematopoyesis.
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ANEXO E. Articulo cientifico generado del experimento I

Guzman-Villanueva, LT, Ascencio-Valle, F, Macias-Rodriguez, ME, Tovar-Ramirez D.
2013. Effects of dietary B-1,3/1,6 glucan on the antioxidant and digestive enzyme
activities of Pacific red snapper Lutjanus peru after exposure to lipopolysaccharides.
Fish Physiol Biochem. doi 10.1007/s10695-013-9889-0
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ANEXO F. Articulo cientifico generado del experimento I1

Guzman-Villanueva, LT, Tovar-Ramirez D, Gisbert E, Cordero H, Mesenger J, Ascencio-
Valle, F, Esteban MA. 2014. Dietary administration of [B-1,3/1,6 glucan and
probiotic strain Shewanella putrefaciens, single or combined, on gilthead seabream
growth, immune responses and gene expression. Fish Shellfish Immunol. En
revision.



