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RESUMEN DE TESIS DOCTORAL

Implicacion de la respuesta inmunitaria de la gonada de peces durante una
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Resumen

La dorada (Sparus aurata) y la lubina (Dicentrarchus labrax) son las especies de peces mas importantes de la
acuicultura Mediterranea y de Espafna. Entre los principales problemas que impiden la mejora de su cultivo se
encuentran las pérdidas econdmicas provocadas por patologias. Nodavirus (NNV), extendido por todo el mundo,
incluido el Mediterraneo, produce elevadas mortalidades en lubina, sobre todo en larvas, mientras que infecta a
doradas sin producir enfermedad. Ademas, NNV se transmite verticalmente y no existen métodos preventivos
efectivos. Por ello, en esta Tesis Doctoral hemos estudiado la interaccion entre la génada de dorada/lubina y NNV y
la respuesta inmunitaria desencadenada en cerebro y génada de ambas especies (Parte 12 con cuatro capitulos) y
cémo prevenir la enfermedad en ejemplares mediante vacunacion (Parte 22 con 2 capitulos). Para ello, realizamos
infecciones experimentales con NNV en lubinas y doradas observandose un 55% de mortalidad en la lubina y total
resistencia en la dorada. Inicialmente, demo9stramos que NNV podia colonizar y replicar en el testiculo de ambas
especies detectandose RNA viral y rescatandose particulas infectivas mediante pases ciegos en lineas celulares en
ambas especies. Ademas, se localizaron proteinas virales de la capsida (CP y B2. Es mas, NNV infectd células
somaticas de ambas especies, aunque solo células germinales de dorada. La infeccion con NNV alter la sintesis y los
niveles séricos de 17B-estradiol y 11-ketotestosterone asi como la sensibilidad del cerebro y del testiculo a estas
hormonas, mientras que no hubo alteracién de las funciones testiculares en ninguna especie segin el indice
gonadosomatico, la morfologia testicular y la expresion del gen dmrtl. Respecto a la respuesta inmunitaria, NNV
desencadend una alta respuesta inflamatoria en cerebro y gdnada de lubina aunque en dorada dicha respuesta fue
mucho menor. El interferén (IFN) es uno de los mecanismos antivirales mas potentes. En esta Tesis hemos
identificado varios genes de dorada y lubina que codifican moléculas implicadas en la ruta del IFN y evaluamos su
expresion durante una infeccidn con NNV en cerebro y gdonada. En dorada, los genes identificados fueron mda5,
tbk1, irf3, ifn, mxy pkr, cuya expresion se estimuld en cerebro pero no en gonada. Sin embargo, en lubina, ademas,
también identificamos las secuencias génicas de Igp2, mavs, traf3, tank e irf7, siendo en la mayoria de ellos inhibida
su expresion en cerebro pero estimulada en génada. De una forma diferente a lo que ocurria con el IFN, la expresion
de varios genes que codifican péptidos antimicrobianos (AMPs) se estimuld en el cerebro y gdénada de lubina
mientras que en dorada sélo se inhibié c3. Mediante una infeccidn in vitro de génada, pudimos determinar que,
mientras algunos de los genes (hamp, dic y lyz) eran regulados localmente por la génada otros (c3, bdef, pis)
dependian mas de la respuesta inmunitaria sistémica. Ademas de su funcién en la compactacion del DNA durante la
division celular, las histonas parecen poseen funciones antimicrobianas. Por ello, identificamos la secuencia completa
de los genes que codifican las histonas H1 y H2b en lubina y dorada y estudiamos su expresion frente a NNV.
Nuestros datos sugieren que la histona H1 puede tener un papel determinante en la respuesta inmunitaria contra
NNV en el cerebro de las dos especies, mientras que la histona H2B parece ser mas relevante en la respuesta
inmunitaria de los leucocitos de rifion cefalico (HKLs). NNV es letal durante el desarrollo larvario, siendo estos
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estadios, ademas, muy dificiles de vacunar debido a que su sistema inmunitario es inmaduro y a su pequefio tamafio.
Teniendo en cuenta la dificultad de aplicacion de vacunas inyectables a peces pequefios, encapsulamos una vacuna
de DNA contra NNV en nanoparticulas de quitosano y la administramos oralmente a juveniles de lubina durante 2
dias. A los 90 dias no se detectaron anticuerpos especificos frente a NNV pero se observd un incremento de la
citotoxicidad mediada por células (CMC) y la respuesta del IFN en el intestino posterior asi como un retraso en el
comienzo de la mortalidad y una supervivencia del 45% tras una infeccién experimental. Después, estudiamos la
posibilidad de inducir la inmunidad pasiva de las larvas mediante la vacuna de DNA administrada a las hembras
progenitoras. Asi, la inyectamos intramuscularmente en hembras reproductoras de lubina observando transferencia
materna de proteinas con funcion bactericida, pero no de sus mRNA, ya que en huevos recién fertilizados vacunados
esta actividad aumentd. No obstante, la inmunizacion de hembras reproductoras estimulé una respuesta innata
mayor y mas temprana. En resumen, nuestro estudio demuestra por primera vez la localizacién de NNV en células de
testiculo en peces y cdmo la infeccidon afecta a las funciones inmuno- endocrinas y la sensibilidad de los tejidos
infectados a hormonas sexuales. Finalmente, disefiamos una vacuna de DNA con resultados prometedores como
herramienta preventiva contra NNV cuando se administra a juveniles o reproductores.
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