AquaTIC
ISSN: 1578-4541

A gﬁa , !( igjaugar@upv.es
, Universidad de Zaragoza

Espafia

Sanahuja Piera, Ignasi

Caracterizacién funcional del mucus epidérmico en peces de interés productivo: metodologia
no invasiva de identificacion de moléculas biomarcadoras y relacion con el estado fisiologico

AquaTIC, nim. Esp.58, 2020, pp. 29-32
Universidad de Zaragoza
Zaragoza, Espana

Disponible en: https://www.redalyc.org/articulo.oa?id=49466900010

Como citar el articulo r@&a‘yc-dﬂrg
Numero completo Sistema de Informacion Cientifica Redalyc
Mas informacion del articulo Red de Revistas Cientificas de América Latina y el Caribe, Espafia y Portugal
Pagina de la revista en redalyc.org Proyecto académico sin fines de lucro, desarrollado bajo la iniciativa de acceso

abierto


https://www.redalyc.org/comocitar.oa?id=49466900010
https://www.redalyc.org/fasciculo.oa?id=494&numero=66900
https://www.redalyc.org/articulo.oa?id=49466900010
https://www.redalyc.org/revista.oa?id=494
https://www.redalyc.org
https://www.redalyc.org/revista.oa?id=494
https://www.redalyc.org/articulo.oa?id=49466900010

Revista AquaTIC, n° 58 — 2020 — Especial Tesis 2019 29
Revista cientifica de la Sociedad Espaiola de Acuicultura

Revista AquaTIC, 58, pp. 29-32. Afio 2020
A 'a I B =] T, f' ISSN 1578-4541
http://www.revistaaquatic.com

RESUMEN DE TESIS DOCTORAL

Caracterizacion funcional del mucus epidérmico en peces de
interés productivo: metodologia no invasiva de identificacion de
moléculas biomarcadoras y relacion con el estado fisiolégico

Ignasi Sanahuja Piera
Director:
Dr. Antonio Ibarz i Valls
Defendida el 18 de enero de 2019 en la Universidad de Barcelona (UB)

Realizada en el Departamento de Biologia Celular, Fisiologia e Inmunologia de la Facultad de
Biologia de la UB y en el Departamento de Recursos Marinos Renovables del ICM-CSIC

Mencion cum laude

Resumen

En las Ultimas décadas, la acuicultura se ha convertido en una alternativa real y rentable
a la pesca extractiva, para proporcionar un alimento de gran calidad y de alto valor
nutritivo. Aunque la acuicultura produce una gran cantidad de algas, crustaceos y
productos derivados, ofreciendo al mercado una gran cantidad de productos de alto
potencial econdmico, su mayor produccién es la de peces y moluscos. Los avances en la
tecnologia del sector han permitido aumentar y controlar mejor la produccion, ademas
de ampliar el nimero de especies cultivadas. Sin embargo, la produccion a gran escala
tiene asociado un alto riesgo de infecciones en los cultivos y estrés afiadido que conlleva
grandes pérdidas econdmicas. Si bien se han conseguido grandes adelantos en la mejora
del bienestar de los peces, las metodologias de analisis mas utilizadas para determinar
el estado fisioldgico del cultivo son de caracter invasivo, ya sea por analisis sobre tejidos
(lo que provoca la muerte del animal) o hematoldgicos (que pueden provocar patologias
adyacentes).

Con la finalidad de buscar nuevas herramientas de andlisis, esta tesis se centrd en la
busqueda de biomarcadores del estado fisioldégico en peces, utilizando la secrecion
mucosa epidérmica como herramienta no invasiva. Las secreciones mucosas (de piel,
branquias e intestino) de los peces teledsteos constituyen la primera linea de defensa
contra infecciones patdgenas, ademas de participar en un amplio espectro de procesos
fisioldgicos importantes, como: la absorcién de nutrientes, la osmorregulacién, la
respiracion, la locomocion o la excrecion de residuos. Debido a estas caracteristicas, este
tipo de barreras de proteccion innata han cautivado a muchos investigadores por su gran
variedad de respuestas y adaptaciones. Entre las distintas mucosas, se selecciond la
mucosa epidérmica ya que ofrece la posibilidad de ser una herramienta de estudio no
invasiva y, por ese motivo, estas investigaciones se centraron en las caracteristicas no
invasivas del mucus epidérmico y su potencialidad para determinar el estado fisioldgico
global de los peces.



Revista AquaTIC, n° 58 — 2020 — Especial Tesis 2019 30
Revista cientifica de la Sociedad Espaiola de Acuicultura

Debido a las caracteristicas de esta matriz, fue necesario un consenso en la extraccion
del mucus epidérmico, proponiéndose una metodologia en la que se minimizasen los
errores de extraccion, de contaminacion o de deterioro de la muestra. De este modo, se
propuso una metodologia fiable, rapida y reproducible, enfocada para un uso general
(en instalaciones abiertas o cerradas) con pasos concretos y faciles de seguir. Con esta
metodologia de extraccion validada, se han tratado diversos problemas asociados al
cultivo acuicola, entre los que se encuentran el estrés por confinamiento, manipulacion,
ayuno, cambios de temperatura, infecciones por patdgenos o cambios en las dietas.
Durante todos estos afios de investigaciones y mediante estas problematicas, se
realizaron un conjunto de estudios multidisciplinares para la deteccion de biomarcadores
asociados al mucus epidérmico (véase resumen grafico):

- En primer lugar, se determinaron las caracteristicas fisico-quimicas del mucus
de dorada (Sparus aurata), lubina (Dicentrarchus labrax) y corvina (Argyrosomus
regius), mediante estudios reoldgicos y estudios del volumen exudado. Gracias a este
estudio, se amplid el conocimiento fisico de las propiedades del mucus (el cual es
especie-dependiente), donde influye tanto su composicion molecular como la cantidad
de agua retenida. Este trabajo abre un campo de estudio muy valioso, ya que tanto la
viscosidad como el volumen de mucus exudado pueden ser una fuente importante de
informacidon sobre el estado fisioldgico, puesto que observamos cambios de estos
parametros en respuesta a factores externos.

- En segundo lugar, dada la gran cantidad de proteinas y su importancia en el
mucus epidérmico, se analizd el proteoma en dorada mediante electroforesis en gel
bidimensional en condiciones controladas de cultivo y bajo un estrés crdnico por bajas
temperaturas. Este estudio, determind que entre las principales proteinas del mucus se
encuentran moléculas con caracter estructural como la actina (y sobre todo sus
isoformas), indicadora importante de la secrecidon del mucus o diferentes fragmentos de
queratina, propuestos como péptidos antimicrobianos; moléculas relacionadas con el
metabolismo de la glucosa, informadoras del estado metabdlico interno de los animales;
moléculas relacionadas con el metabolismo proteico, importantes para determinar la
estructura del mucus o activadoras de varios componentes inmunes; y finalmente,
moléculas con caracter defensivo como las transferrinas o diferentes chaperonas,
indicadoras de defensa contra infecciones. Por otro lado, al someter doradas a un
periodo prolongado de bajas temperaturas, se provocd la alteracion de mas de 50
proteinas en el mucus epidérmico, donde aumentaron aquellas relacionadas con el
estrés, transporte molecular o relacionadas con procesos de infeccion, y disminuyeron
las proteinas relacionadas con el metabolismo. Estos datos coinciden con los resultados
de estudios previos realizados bajo las mismas condiciones, hecho que potencia el uso
del mucus como herramienta no invasiva y abre un campo para la determinacion de
factores cronicos de estrés.

- En tercer lugar, se analizo la capacidad enzimatica proteasa, esterasa y lisozima
del mucus de dorada, lubina y corvina. Mediante diferentes analisis de actividad y
zimografia, se determind que el mucus tiene diferentes tipos de proteasas, las cuales
responden ante factores de estrés cronico como una bajada de temperatura en el cultivo.
La actividad esterasa, cuya funcidn esta relacionada con la detoxificacion, esta presente
en el mucus epidérmico en diferentes isoformas y, ademas, se ha demostrado que su
actividad es especie-dependiente. Por otro lado, la actividad lisozima, que se describe
como la principal actividad antimicrobiana en el mucus, es muy baja para poder ser
detectada en condiciones de ausencia de infeccion. Estas actividades pertenecen a la
inmunidad innata de los peces y su estudio en el mucus epidérmico ofrece una valiosa
informacién sobre la proteccion frente a posibles infecciones. Por consiguiente, seria
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interesante que su estudio se ampliara con retos bacterianos cuya via de infeccidn sea
epidérmica.

- En cuarto lugar, se analizaron los niveles de metabolitos (glucosa y lactato), de
proteina, de actividad antioxidante y de cortisol en dorada, lubina y corvina. Estos
biomarcadores, los cuales son los mas utilizados para el estudio de procesos fisioldgicos,
se estandarizaron para su uso en el mucus epidérmico realizando diferentes condiciones
problematicas asociadas a la acuicultura, entre las que se encuentran: un ayuno
prolongado, un periodo corto de hipoxia, un confinamiento, alteracién de dietas o
infecciones bacterianas. Para afianzar estos indicadores, se realizd un experimento
donde se observo una correlacion positiva de los diferentes metabolitos en el mucus
epidérmico y en plasma, una de las matrices mas utilizadas para su estudio. De esta
manera, factores de estrés medidos de forma invasiva a través de la sangre, pueden ser
medidos de manera menos invasiva a través del mucus epidérmico, disminuyendo la
mortalidad del cultivo, siendo las medidas mas fiables al poder abarcar un nimero mayor
de animales y, ademas, ayudando a la mejora del bienestar animal.

- En quinto lugar, siendo el mucus epidérmico una de las primeras barreras frente
al medio externo, se analizd la capacidad antibacteriana del mucus de dorada, lubina y
corvina frente a dos de las principales bacterias patdgenas que afectan al cultivo acuicola
en el Mediterraneo: Vibrio anguillarum y Pseudomonas anguilliseptica, y frente a
Escherichia coli, como bacteria no patdgena. A través de co-cultivos dinamicos in vitro
mucus-bacteria, se mostrd que la capacidad del mucus para inhibir el crecimiento
bacteriano es especie-dependiente. Ademas, esta inhibicion se observa principalmente
en las primeras horas de exposicion (en la fase logaritmica del crecimiento bacteriano)
y que, sin una renovacion del mucus, esta capacidad se ve mermada en el tiempo. Asi,
estudios de co-cultivo dindmicos /n vitro mucus-bacteria presentan ventajas frente a
estudios actuales /n vitro en los que se analiza Unicamente el punto final de crecimiento
(perdiendo asi la informacion mas valiosa) y/o estudios /ndoor, que requieren
instalaciones especificas y semanas de exposicién a los patdgenos. La capacidad
antibacteriana del mucus epidérmico abre las puertas a futuros estudios del analisis de
suplementos antibacterianos en la dieta o respuestas del mucus bajo diferentes
condiciones, principalmente de una forma rapida, reproducible y no invasiva.

Con estos trabajos, se pretende potenciar una nueva herramienta de estudio en peces,
el mucus epidérmico, el cual ofrece una metodologia no invasiva, de andlisis rapido,
fiable y reproducible, para la obtencidén de datos fisioldgicos del estado de los peces
frente a diferentes condiciones estresantes, ademas de poder estudiar las propiedades
de cambios en la dieta. De este modo, se pretende mejorar el bienestar animal, uno de
los objetivos de la Organizacién Mundial de la Salud para la Agenda 2030 vy, a su vez,
poder realizar estudios sin la necesidad de requerir un gran nimero de animales. Estos
estudios no invasivos, ademas seran muy Utiles y transferibles para los productores, ya
que permitirdn un seguimiento del estado de los peces (acoplado a tareas de
mantenimiento) sin necesidad de sacrificar a los animales, de manera rapida y
conociendo en cada momento el estado fisioldgico y las condiciones de su cultivo.
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