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Resumen

El rodaballo (Scophthalmus maximus) es un pez con un alto valor comercial,
especialmente en Europa y China. El principal productor europeo es Espafia (75% de la
produccién de Europa), concretamente la comunidad auténoma de Galicia, con una
produccién que en el pasado afio superd las 8000 toneladas. Aunque el cultivo de esta
especie se encuentra bien establecido desde hace afios, diversos patdgenos (incluyendo
numerosas bacterias, virus y parasitos) pueden afectar a su estado sanitario,
ocasionando importantes pérdidas econdmicas en el sector. Las enfermedades viricas
son especialmente problematicas en la acuicultura piscicola debido a la ausencia de
tratamientos antivirales y a las dificultades en el desarrollo de vacunas efectivas. Por
este motivo, los brotes de enfermedades viricas han ocasionado importantes pérdidas
econdmicas en todo el mundo. No sorprende, por lo tanto, que ocho de las diez
enfermedades de declaracién obligatoria que afectan a peces (Aquatic Animal Health
Code - World Organization for Animal Health, http://www.oie.int) sean ocasionadas por
virus. Entre estas enfermedades de declaracidon obligatoria se encuentra la producida
por el VHSV (Virus de la Septicemia Hemorragica Viral), el cual ocasiona una importante
enfermedad que afecta principalmente a la trucha arcoiris (Oncorhyncus mykiss) y otros
salmonidos, aunque también se han detectado brotes de VHSV en otras especies de
peces cultivados, como el rodaballo. Los rodaballos infectados desarrollan los signos
caracteristicos de la enfermedad y, aunque la tasa de mortalidad debida a infecciones
naturales en granjas de rodaballo es relativamente baja, esta enfermedad es de
declaracién obligatoria, lo que implica tomar medidas especiales en el manejo de la
enfermedad (incluso la destruccion del stock) que pueden agravar el impacto econémico.

El conocimiento del sistema inmune del rodaballo, y en concreto frente a esta
enfermedad, es de vital importancia para tratar de reducir la prevalencia de este virus
en las plantas de cultivo. Desafortunadamente, hasta estos Ultimos afios la informacién
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gendmica y transcriptdmica disponible en las bases de datos publicas para esta especie
era muy escasa. Ello dificultdé enormemente la lucha frente a gran cantidad de
enfermedades que afectan a la produccion de este pez plano. Por ello, el primer objetivo
de la presente tesis doctoral fue el incrementar la informacién disponible en las bases
de datos en lo que respecta a secuencias de transcritos (ARN mensajeros) de rodaballo
relacionadas con la respuesta inmune antiviral. Se llevé a cabo una secuenciacion masiva
(454-pyrosequencing-Roche) del transcriptoma del rodaballo tras diversos estimulos
virales utilizando diferentes tejidos del animal. Esto nos permitié descifrar casi por
completo las principales cascadas de senalizacion inmunes. Gracias a la enorme cantidad
de secuencias obtenidas (que en el campo de la gendmica se conocen como contigs) se
pudo disefar un microarray (chip de ADN) altamente enriquecido en estas secuencias
inmunes, lo que abrid las puestas a la posibilidad de llevar a cabo amplios analisis
transcriptémicos.

Debido a la ausencia de tratamientos antivirales efectivos, la prevencion es el punto
critico en la erradicacion del VHSV. No obstante, no existen vacunas comerciales
disponibles frente a este virus. Durante las Ultimas décadas se ha tratado de producir
una vacuna eficaz frente a este virus usando proteinas virales, asi como virus muertos o
atenuados y, aunque en algunos casos esas vacunas han resultado ser efectivas en
condiciones experimentales, pueden no ser seguras para su uso industrial, su produccién
puede ser excesivamente cara 0 se requieren dosis muy altas. Los avances
biotecnoldgicos han permitido el disefio de lo que se conoce como vacunas de ADN.
Estas se basan en la administracion de un vector plasmidico (cromosoma circular de
ADN) que contiene un gen que codifica para un antigeno especifico (proteina viral). Estas
vacunas de nueva generacion han demostrado ser una herramienta altamente efectiva
para erradicar los virus que afectan a peces. Hasta el afio 2016 este tipo de vacunas no
estaban autorizadas por la Unién Europea para su uso en acuicultura, pero en ese afio
se aprobd el uso de una vacuna de ADN en salmdn atlantico (Sa/mo salar) frente al virus
de la necrosis pancreatica infecciosa (IPNV). Las vacunas de ADN que codifican para la
glicoproteina viral (G) han demostrado ser las mas eficaces a la hora de inducir
proteccion frente a Rhabdovirus (género que incluye al VHSV). Con el fin de evaluar la
posibilidad de controlar los brotes de VHSV por medio de una vacuna de ADN, la
glicoproteina G de una cepa de VHSV aislada de una granja de rodaballo (UK-860/94)
fue clonada en un plasmido de expresidn. Bajo nuestras condiciones experimentales, los
rodaballos a los que se les administrd intramuscularmente la vacuna mostraron una
proteccion superior al 85% frente a una infeccion altamente letal con VHSV. Ademas, se
observd que los individuos que habian sido vacunados mostraban en su suero altos
niveles de anticuerpos neutralizantes especificos frente a VHSV. Este trabajo supuso la
primera publicacion que mostraba la eficacia de la inmunizacion genética frente a VHSV
en rodaballo.

Para profundizar de una forma mas minuciosa en el mecanismo de inmunizacion, se
realizd un analisis transcriptdmico de la respuesta a una infeccion con VHSV, asi como
también de la actividad de la vacuna de ADN frente a VHSV disefiada durante la presente
tesis doctoral, utilizando los microarrays disenados con la informacion transcriptémica
obtenida tras la secuenciaciéon masiva. Gracias a este amplio analisis, pudimos descifrar
aquellos mecanismos inmunes que estan detras de la proteccion inducida por la vacuna,
asi como también de la respuesta frente a la propia infeccion. La gran cantidad de
informacién que proporciona el estudio simultaneo de miles de genes nos permitio ir un
poco mas alla y centrar nuestra atencion en ciertas moléculas o procesos que estaban
siendo afectados por la vacunacion/infeccion. Este fue el caso de dos Interferones (IFNs)
de tipo I, que fueron caracterizados y estudiados por primera vez en rodaballo. Los IFNs
de tipo I son las principales moléculas antivirales en vertebrados ya que inducen la
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expresion de numerosos genes que codifican para proteinas capaces de bloquear de
forma directa la proliferacién del virus. Se identificaron dos de estas moléculas en
rodaballo, y se llevaron a cabo diversos estudios sobre su funcionalidad. Mientras que
uno de ellos (/fn1) presentaba una clara actividad antiviral (proteccion frente a infeccion
con VHSV e induccion de genes antivirales), el otro (ifn2) presentd un papel antiviral
menos directo y parece estar implicado principalmente en la modulacion de la
inflamacion. Asi pues, ambos IFNs de rodaballo podrian actuar de forma complementaria
y diferencial durante las infecciones virales. Ninguno de los dos IFNs presentd actividad
frente a una infeccidn con la bacteria Aeromonas salmonicida. Otro punto a destacar es
que, por primera vez, se ha observado que estos IFNs son capaces de llevar a cabo
algunas funciones opuestas a las observadas en mamiferos, como es la induccién de la
produccién de ciertas proteinas mediadoras del proceso inflamatorio (interleuquina-1 e
interleuquina-8), que son inhibidas por IFNs en mamiferos.

Para ampliar el conocimiento sobre este tipo de genes también quisimos indagar en la
funcién del IFN de tipo II (o IFN-gamma), el cual interviene también en la defensa frente
a virus pero con un papel mas inmunomodulador. El IFN-gamma ha sido tipicamente
descrito como una citoquina proinflamatoria que juega un importante papel en la
resolucion tanto de infecciones virales como bacterianas. No obstante, algunas funciones
anti-inflamatorias han sido también atribuidas a esta molécula. Con el fin de completar
el repertorio de IFNs de rodaballo, se caracterizd por primera vez el gen del IFN-gamma
(ifng) en este pez plano, cuya secuencia fue obtenida gracias a la reciente publicacion
de su genoma. El andlisis funcional de esta proteina reveld que por si misma no es capaz
de reducir la mortalidad ocasionada por VHSV o A. salmonicida. Ademas, su inyeccién
en individuos no afectd a la expresion de multitud de genes relacionados con la actividad
de IFN-gamma en mamiferos. Curiosamente, a las 24 horas post-infeccion, aquellos
individuos tratados con IFN-gamma e infectados con VHSV mostraron un incremento en
la expresion de citoquinas proinflamatorias e IFNs de tipo I en comparacion con aquellos
peces que no recibieron tratamiento de IFN-gamma, indicando un efecto sinérgico de
IFN-gamma y VHSV en la induccidn de estos genes. Por otra parte, algunos marcadores
de la actividad de macréfagos (células del sistema inmune innato) fueron inhibidos por
IFN-gamma durante la infeccion viral. El IFN-gamma tuvo un efecto totalmente opuesto
en aquellos rodaballos infectados con bacteria, en los cuales ocasiond una reduccién de
la transcripcion de genes proinflamatorios y de IFNs de tipo I, pero indujo la
sobreexpresion de genes relacionados con la actividad de los macréfagos. Asi pues, la
actividad de esta molécula de rodaballo parece ser dependiente del tipo de patdgeno
que causa la infeccidn, reflejandose un claro y marcado papel dual que ha sido descrito
de forma tan evidente por primera vez en vertebrados.

Palabras clave: rodaballo, VHSV, respuesta inmune, interferones de tipo I, interferon-
gamma.
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