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Resumen

El sistema inmune de los teledsteos no es tan conocido como el sistema inmune que
poseen los mamiferos. Los teledsteos presentan, en comparacion con mamiferos, un
menor repertorio de inmunoglobulinas, menor afinidad de maduracién de los anticuerpos
y una proliferacion mas lenta de linfocitos. En el mismo sentido, los eritrocitos o células
rojas de la sangre (en inglés, red blood cells, RBCs) de los teledsteos también se
diferencian respecto a los de mamiferos en que poseen nucleo. Este hecho otorga a los
RBCs de teledsteos la capacidad de crear respuestas celulares frente a una variedad de
estimulos de diversa naturaleza. Por ello, el objetivo de esta tesis consistio en el estudio
de la respuesta inmune de RBCs frente al virus de septicemia hemorragica virica (VHSV)
y el virus de la necrosis pancreatica infecciosa (IPNV): dos patdgenos viricos de alta
prevalencia en teledsteos y que son capaces de generar pérdidas econdmicas en la
acuicultura. Teniendo en cuenta que el papel de los RBCs en las infecciones viricas es
desconocido, la hipotesis de esta tesis fue determinar si los RBCs tienen un papel
importante como mediadores en la respuesta inmune durante una infeccion virica. En
esta tesis se utilizd una metodologia basada en la combinacién de técnicas de biologia
molecular basicas junto a dmicas, con el objetivo de analizar la respuesta inmune a nivel
de expresidon génica (mediante transcriptdmica y PCR cuantitativa) y a nivel de proteina
(mediante protedmica, western blot e inmunofluorescencia) de RBCs de trucha arcoiris
(Onchorhynchus mykiss) expuestos a VHSV o IPNV en condiciones ex vivo e in vivo.

Los resultados mostrados en el primer articulo de esta tesis muestran diversos
mecanismos celulares implicados en la respuesta de RBCs frente a VHSV. Principalmente,
se muestra que VHSV no es capaz de replicar en RBCs, pero a pesar de esto, se induce
respuesta celular esta caracterizada por un apagado celular debido a la fosforilacion del
factor de traduccion eucariodtico elF2a a tiempos largos post-infecciéon (3 dias). Dicho
apagado celular queda corroborado mediante un analisis mediante iTRAQ donde la
mayoria de las proteinas identificadas presentan una regulacion negativa de su
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expresion. Finalmente, en RBCs expuestos a VHSV se detect6 un incremento de especies
reactivas de oxigenos (ROS) y genes expresados en respuesta a la presencia de ROS.

En la segunda publicacion de esta tesis, se estudid la respuesta inducida por IPNV en
RBCs expuestos al virus ex vivo. Dicha respuesta se caracterizd por la expresion del gen
de interferdn de tipo I, Mx y el receptor de tipo Toll 3, entre otros. También se detectod
la expresion de la proteina antiviral Mx en RBCs expuestos a IPNV tras 6 dias post-
exposicion. Por tanto, en este articulo se muestra una respuesta inmune de distinta
naturaleza a la inducida por VHSV en RBCs de trucha arcoiris.

El tercer articulo que conforma esta tesis esta centrado en el estudio de los mecanismos
de degradacion de péptidos y presentacion de antigenos en el RBC. Los resultados de
esta publicacion muestran que existe ubiquitinacion de VHSV en el interior del RBC, pero
la degradacion ocurre mediante autofagia. Dicho proceso estaria mediado por
adaptadores semejantes a p62, el cual es también degradado durante la infeccion. Tras
24 horas post-infeccién, las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad I
(MHCI) y IT (MHCII) se encuentran reguladas positivamente, junto con otros marcadores
de presentacion antigénica como CD86 y CD83. Por ultimo, se detectd colocalizacion de
péptidos de las proteinas G de VHSV con moléculas de MHCI y MHCII.

En el cuarto articulo de esta tesis, se analizd la respuesta celular de RBCs de sangre
periférica y rindn anterior provenientes de truchas infectadas con VHSV mediante
transcriptomica y protedmica. Los resultados mostraron un incremento en la expresion
de interferén de tipo I, genes estimulados por interferén como Mx, presentacion de
antigenos y reguladores del sistema del complemento.

En conclusidn, en esta tesis se describen los mecanismos de los RBCs en la respuesta
antiviral. En el contexto de la acuicultura, estos resultados son relevantes por demostrar
diversas capacidades del RBC como célula inmune. En acuicultura, la vacunacién es una
necesidad para evitar potenciales pérdidas econdmicas causadas por infecciones viricas.
De este modo, el presente estudio abre la puerta a desarrollar nuevas estrategias
antivirales dirigidas a estimular los RBCs, que potencialmente podrian establecerse como
nuevas estrategias altamente eficaces para combatir dichas infecciones en el futuro.
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