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Introduccion

Debido a que la pesca extractiva no es suficiente para cubrir 1a demanda mundial
de pescado, la acuicultura se perfila como la tnica posibilidad de que en un futuro
préximo dicha demanda pueda ser cubicerta. Espafia se sita en el puesto 14 del ranking
mundial de productores acuicolas. La acuicultura espafiola es una de las maés
importantes de Furopa ya que supone el 35% en volumen de 1a produceién mundial y el
23% de 1a europea, lo que 1a hace una de las mas importantes de Europa. Asi mismo, la
practica de la piscicultura supone el cultivo de un gran nimero de ejemplares en
espacios limitados v una manipulacién mas o menos periddica (transporte, clasificacién,
ete.), que desencadenan situaciones de estrés que afectan tanto a los peces adultos como
a larvas v juvemles. Todas estas condiciones favorecen el desarrollo de enfermedades
infecciosas, que son las responsables de cuantiosas pérdidas econémicas. Por ello, el
conocimiento del sistema inmunitario de los peces en general, y de las especies objetivo

de cultivo en particular, se ha convertido en objetivo prioritario de estudio.

Por otra parte, los peces representan ¢l primer grupo anmimal que posee un
sistema inmumtario innato v adaptativo bien estructurados, por lo que los estudios de
inmunologia ¢n este grupo de vertebrados tienen un interés cientifico basico. El sistema
inmunitario de vertebrados presenta un patrén comin, pero esto no excluye la existencia
de diferencias importantes entre ejemplares de una misma especie y entre diferentes
especies pertenceientes a este grupo de animales. El predomunio de la respuesta
inmunitaria innata en peces v de la adaptativa en vertebrados superiores es la mas

importante de estas diferencias (Anderson, 1992).

En este contexto, ¢l grupo de investigacidn del que formo parte tiene una larga
trayectoria trabajando en el estudio del sistemna inmunitario innato de especies de peces
mediterranecos, tales como la dorada (Sparus aurata L.) y la lubina (Dicentrarchus
labrax L.), de gran interés comercial para la Comunidad Auténoma de la Regidn de
Murecia, a nivel nacional v para la Umén Europea. En concreto, las investigaciones de
nuestro grupo se¢ han centrado en ¢l estudio de la respuesta inmunitaria innata tanto a

nivel celular como molecular.

Esta Tesis Doctoral, ubicada en este marco de conocimiento, se centra en el sistema
inmunitario de la dorada, con ¢l interés de estudiar en primer lugar la inmunidad innata

celular para lo que hemos caracterizado (1) los macréfagos v las células productoras de
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interlenquina-1p (IL-1P) en ejemplares sanos e infectados experimentalmente con la
bactena patdégena Vibrio anguillarum, (1) los mastocitos de dorada a nivel morfolégico,
funcional v evolutivo v (ii1) hemos determinado la presencia de piscidinas en ¢élulas del
sistema inmunitario de la dorada v de otras especies de teledsteos. En segunda instancia
nos propusimos caracterizar el sistema inmunitario de la dorada durante el desarrollo
larvario para lo que realizamos un estudio (1) microseépico de los drganos
linfomieloides (rifibn, bazo y timo), (1) de la aparicién y distribucién de los
granulocitos acidofilos v (i11) de la expresién de genes marcadores de la inmumdad
innata v adaptativa. Por Gltimo, nos planteamos determinar la resistencia natural de
larvas v juvemles de dorada frente al patégeno bacteriano Phoiobacterium damselae

subsp. piscicida v la protececidn inducida por la vacunaecidn frente a este patégeno.

I. SISTEMA INMUNITARIO DE PECES TELEOSTEOS

El sistema inmunitario de peces teledsteos muestra caracteristicas similares al del resto
de wvertebrados, presentando respuestas celulares y humorales que poseen las
caracteristicas de ser especificas v de tener memoria (van Muiswinkel, 1995). Por lo
tanto, los teledsteos tienen las dos ramas del sistema inmunitario bien diferenciadas. La
respuesta innata consta de barreras fisicas (epitelios v mucosas), de efectores celulares
{fagocitos, c¢élulas citotdéxicas no especificas y mastoecitos o ¢élulas cebadas) v de
factores humorales (complemento v otras proteinas de la fase aguda). La respuesta
adaptativa, por su parte, engloba a un componente celular (linfocitos) v a otro humoral

{anticuerpos).

A pesar de las semejanzas entre el sistema inmunitario de peces teledsteos v el de
otros vertebrados, existen diferencias claras. La mas importante de estas Gltimas es que
los peces dependen en mayor grado de los mecanismos de defensa innatos que los
mamiferos. Esto es especialmente cierto en condiciones ambientales de baja
temperatura {los peces son animales poiquilotermos), ya que la respuesta inmunitaria
adaptativa es dependiente de la temperatura (Cuchens v Clem, 1977; Avtalion, 1981;
Abruzzinm v col., 1982; Clem v col., 1984, 1991; Miller v Clem, 1984).
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IL INMUNIDAD INNATA CELULAR

Los invertebrados carecen de linfocitos e inmunoglobulinas y por tanto, de un sistema
inmunitario adaptativo, pero son capaces de desarrollar respuestas tales como la
fagocitosis v la encapsulacién. Una gran variedad de tipos de leucocitos estin
involucrados en la defensa innata celular de los peces. Entre ellos se incluyen los
fagocitos (monocitos-macréfagos v granulocitos), las células citotéxicas no especificas
v los mastoeitos o células cebadas. Los mas importantes para la inmumdad innata son

los fagocitos, los cuales se encargan de eliminar virus, bacterias v parfsitos.

Desde un punto de vista evolutivo, no estd del todo claro si los granulocitos v los
macréfagos de vertebrados proceden de las células fagociticas de los invertebrados. Los
macréfagos son, probablemente, el tipo celular mas antiguo de estos dos grupos. Los
linfocitos, monocitos-macrdéfagos y los restantes tipos de leucocitos que se han
encontrado en mamiferos, probablemente aparecieron por primera vez en peces. La
marcada similitud entre la mavoria de los tipos de leucocitos de los vertebrados

modernos sugiere la existencia de un antecesor comin (Reite y Evensen, 2006).

La respuesta cclular durante la inflamacién en peces teledsteos parece ser
bifasica, empezando con un flujo de neutréfilos y terminando con una llegada posterior
de monocitos/macréfagos. Los neutréfilos se originan en el rifién cefilico, mientras que
los macréfagos que aparecen en los tejidos proceden de los monocitos circulantes en los
vasos. Después de la llegada al foco inflamatorio, los macréfagos pueden ser
estimulados v su potencial fagocitico v capacidad microbicida aumentados (Rowley v

col., 1988; Rowley, 1996).

Algunos teledsteos presentan granulocitos acidéfilos y baséfilos en sangre
periférica, ademas de neutréfilos, pero otros sélo presentan neutréfilos (Ellis, 1977;
Ainsworth, 1992). La nomenclatura utilizada en la clasificacién de los leucocitos de
peces de acuerdo con su afinidad por colorantes acidos o bisicos, puede no

corresponderse con la diversidad funcional existente.



Introduccion

A continuacién, deseribimos con mavor profundidad los granuloecitos acidéfilos,
los monocitos-maecréfagos v los mastocitos de peces teledsteos, objetos de estudio de

este trabajo.
I1.1. Granulocitos aciddéhilos

En el niién cefalico se han descrito los msmos tipos de granulocitos que en la
médula ésea de mamiferos, distinguiéndose las series granulopoyéticas heteréfila,
acidéfila v baséfila, las cuales se establecen en base a sus propiedades de tincidén, sus
caracteristicas  bioquimicas, su morfologia vy sus capacidades funcionales
(principalmente la capacidad fagocitica) (Bielek, 1981; Fujimaki ¢ Isoda, 1990;
Meseguer v col., 1990). Los estadios granulopoyéticos han sido considerados comunes
para las tres series. Todas las series inician su desarrollo a partir de una ¢élula comin
denominada promielocito, la cual se diferencia para dar cada una de las series, que

consta de los estadios de mielocito, metamieloeito v granulocito maduro (Zapata, 1979;

Zuasti v Ferrer, 1988; Meseguer v col., 1990).

Los granulocitos acidéfilos son células presentes en sangre y de manera mas
numerosa en tejidos hematopoyéticos v en exudado peritoneal. También se encuentran
en la submucosa intestinal, en la piel, los arcos branquiales, en la parte ventral de la
médula espinal, en las meninges v en el contenido periocular (Bullock, 1963; Ezeasor
Stokoe, 1980). Recientemente, se¢ ha demostrado 1a presencia de este tipo celular en el
tejido conectivo que separa el testiculo del ovario de la dorada, asi como cerca del
conducto deferente en la tinica albuginea v en el 4rea intersticial v dentro del
compartimento germinal durante los estadios de puesta v post-puesta (Chaves-Pozo v
col., 2003). En este mismo trabajo, se¢ indica la ausencia de proliferacién de este tipo
celular, lo que podria confirmar que los leucocitos de peces infiltran el testiculo al final
de la puesta v al principio de la post-puesta (Besseau v Faliex, 1994; Bruslé-Sicard v
Fourcault, 1997).

Mediante microscopia éptica se¢ observa que los granulocitos acidéfilos son mas
pequeiios que los neutréfilos (Weinreb, 1963) ¥ presentan una forma redondeada u oval

{(Hightower v col., 1984; Romestand y Trilles, 1984; Clifton-Hadley v col., 1987). Su
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citoplasma contiene numerosos granulos que se tifien de rojo con eosina pero no se

tifien con azul de tolmdina (Lépez-Fuiz v col., 1992).

Mediante microscopia electrénica de transmisién se observa que los granulocitos

acidéfilos son células esféricas que pueden presentar pequefios pseudiépodos

{(Bodammer, 1986; Roncero v col., 1988; Meseguer v col., 1990). El nfcleo es
excéntrico, redondeado, oval o lobulado (Bodammer, 1986; Fujimaki ¢ Isoda, 1990;
Meseguer v col., 1990, 1993) v en raras ocasiones contiene un nucledlo (Bodammer,
1986). En el citoplama aparecen mitocondrias, cisternas de reticulo endoplasmético
rugoso, ribosomas libres, un aparato de Golgi, particulas de p-gluedgeno, vesiculas
claras v ocasionalmente vacuolas lipidicas (Zuasti v Ferrer, 1988; Lépez-Ruiz v col.,
1992). Lo mas destacable es la presencia de granulos citoplasméticos que pueden ser

redondeados o de contorno irregular v ¢n ocasiones muy electronodensos (Bielek, 1980;

Bodammer, 1986; Zuasti v Ferrer, 1988).

En la dorada, los granulocitos acidéfilos presentan tres tipos de grinulos
citoplasmaticos. Los granulos tipo I son redondeados, no contienen fosfatasa Acida m
alcalina y son positivos para peroxidasa. Los grinulos tipo II son ovales o redondeados
v presentan una zona central electronodensa positiva para fosfatasa dcida y alcalina
rodeada por un delgado halo positivo para peroxidasa. Los granulos tipo III son los més
pequefios y se caracterizan por una zona excéntrica electronodensa positiva para
fosfatasa dcida v alealina v para peroxidasa rodeada por un halo positive para
peroxidasa. Teniendo en cuenta sus caracteristicas citoquimicas, los granulos tipo I y IT
se¢ corresponden con los grinulos azuréfilos y especificos de los acidéfilos de
marmi feros, respectivamente (Meseguer v col., 1994a). Los grianulos citoplasméticos de
los acidéfilos de muchas especies de peces teledsteos no presentan una estructura
cristalina (Davies v Haynes, 1975; Bielek, 1980, 1981; Mainwaring v Rowley, 1985), a

diferencia de lo que ocurre en mamiferos.
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I1.1.1. Propiedades funcionales de los granulocitos acidéfilos

I1.1.1.1. Fagocitosis

Mediante citometria de flujo e inmunocitoquimica se ha demostrado que los
eranulocitos acidéfilos son el tipo celular fagocitico mas numeroso en el rifidén cefilico
de dorada lo que sugiere que en esta especie representan el equivalente funcional del

neutréfilo de mamiferos (Sepulere y col., 2002).

El proceso de fagocitosis muestra las mismas etapas que el que llevan a cabo los
fagocitos de mamiferos, caracterizindose ultraestructuralmente por un primer contacto
entre particula a fagoecitar v fagocito, el desarrollo de pseudépodos por parte del
fagocito para englobar a la particula a fagocitar, la formacién de vesiculas de
endoecitosis, la posterior formacién de fagolisosomas v por 0ltimo la digestién
intracelular del material fagocitado (Esteban y Meseguer, 1994). El Gltimo paso de la
fagocitosis lleva asociados dos mecanismos responsables de la muerte de los
microorganismos fagocitados: (1) la produceidn de intermediarios reactivos de oxigeno
{(ROIs) con un incremento rapido y brusco en la tasa de consumo de oxigeno que se
conoce como explosion o estallido respiratorio v que es independiente de la respiracién
mitocondrial v (2) la produccién de éxido nitrico y otros intermediarios reactivos del
nitrégeno (FNIs), mecanismo que sélo tiene lugar en macréfagos. El primer paso en la
explosién respiratoria estd catalizado por la NADPH oxidasa, la cual produce la
reduccién del oxigeno molecular a anién superéxido que dismuta a peréxido de
hidrégeno espontineamente o por accidén de la superéxido dismutasa (Abbas vy
Lichtman, 2003). Otros tipos de ROIs son el radical hidroxilo o el oxigeno singlete que
s¢ forman tras la interaceidn del anién superéxido con el peréxido de hidrégeno. Todos
estos productos son producidos por los fagocitos de peces (Nash v col., 1987; Chung v
Secombes, 1988; Secombes v col., 1988; Plviyez v col., 1989). También existen
evidencias de una actividad NADPH oxidasa en los fagocitos de peces (Secombes v
Fletcher, 1992) v que los ROIs producidos durante la explosién respiratoria en estos

fagocitos tienen actividad bactericida (Sharp v Secombes, 1993; Skarmeta v col., 1995).
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I1.1.12. Regulacion de la respuesta inmunitaria

Recientemente, se ha demostrado que la expresién del gen que determina la IT-
1p aumenta drasticamente en granulocitos acidéfilos v macréfagos, después de su
activacidn con varios patrones molecul ares asociados a patégenos (PAMPs) (Sepulere v
col., 2007). Ademas, se ha demostrado que los granulocitos acidéfilos circulantes de
anmimales infectados v los que se encuentran en el testiculo producen y acumulan IT-1p,
lo que probablemente, esté relacionado con la regulacién hormonal de estas células
durante el ciclo reproductor de forma parecida a lo que ocurre en mamiferos (Chaves-

Pozo y col., 2003, 2004).

I1.2. Monocitos-macralagos

En ¢l rifién cefélico de peces se han caracterizado los estadios de promonocito,
monoeito, maeréfago v melanomacréfago. Algunos autores utilizan indistintamente los
términos monocito v macréfago para designar a un mismo tipo celular (Ellis, 1977).
También se utiliza el término monocito/macréfago para referirse a un tipo celular
presente en sangre de peces que posee lisosomas secundarios (Savage, 1983). Los
monocitos y/o los monocitos/macréfagos {formas circulantes) corresponden al estado

inmaduro del macréfago (forma histica) (Hyder v col., 1983).

I1.2.1. Monocitos. Monocitos/macrofagos

Los promonocitos presentan morfologia de células indiferenciadas, pero va
poseen capacidad fagocitica. En algunos trabajos sobre sangre de peces se demuestra la
ausencia de monocitos en ciertas especies, lo que puede ser debido a que estas células se
han confundido con granulocitos heteréfilos e incluso con linfocitos grandes, sobre todo
cuando no presentan lisosomas (Cannon y col., 1980). En algunas especies se ha
indicado que los monocitos constituyen ¢l leucocito circulante de mayor tamafio
(Weinberg y col., 1972; Bielek, 1988; Fujimaki e Isoda, 1990; Meseguer v col., 1991;
Lépez-Ruiz y col., 1992; Burrows y col., 2001; Tierney v col., 2004) v de menor
presencia (1% o menos de 1%) (Tierney v col., 2004). En rifién son muy escasos o bien
no aparecen (Peters y Schwarzer, 1983), siendo algo mas numerosos en el bazo.

Igualmente, se ha descrito la presencia de monocitos en ¢l timo de peces teledsteos
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{Castillo v col., 1990). Debido a su tendencia a emitir pseudépodos, su forma, tamafio y
cantidad de citoplasma son muy vanables (Savage, 1983; Romestand y Trilles, 1984) v
¢l nicleo es grande, redondeado, ovoide, arrifionado, indentado o ligeramente lobulado
v suele ser eucromatinico v a veces presenta un nucledlo {Savage, 1983; Temmink v
Bayne, 1987; Roncero y col., 1988). El citoplasma, tefiido de color azul oscuro con
Giemsa (Lépez-Ruiz v col., 1992), presenta lisosomas que contienen fosfatasa acida,
fosfatasa alcalina v peroxidasa (Meseguer v col., 1994a), un aparato de Golgi grande,
mitocondrias, cisternas de reticulo endoplasméatico rugoso, rbosomas libres v

numerosas vesiculas (Zuasti v Ferrer, 1989; Lépez-Ruiz v col., 1992).

I1.2.2, Macrofagos

Los maecréfagos se han identificado en numerosos tejidos de peces, destancando
su abundancia alrededor de los sinusoides del rifién, en el tejido conectivo, en ¢l tejido
hematopoyético del rifién cefalico, en el bazo (Bielek, 1980; Temkin v MecMillan, 1986;
Lieschke v col., 2001), en el exudado peritoneal (Sakai, 1984; Bodammer, 1986;
Suzuki, 1986; Olivier v col., 1986, 1992), en la branquia {Page v Rowley, 1984), en el
timo v en el mesenterio. Se caracterizan por su gran tamafio, sus numerosas inclusiones
fagociticas (Bielek, 1980), su reaccién positiva para la esterasa, fosfatasa acida v
alcalina v peroxidasa (Meseguer y col., 1994a), su actividad fagocitica frente a
Escherichia coli (Weeks v Warinner, 1984) v su rapida adherencia al vidrio (Saggers v
Gould, 1989).

Los macréfagos son ¢élulas con forma esférica o irregular (Bodammer, 1986). El
nicleo es redondeado, central o excéntrico y contiene un nucledlo (Bielek, 1981;
Bodammer, 1986; Roncero y col.,, 1988). Su citoplasma es ligeramente neutréfilo
{(Hightower v col., 1982) o baséfilo v vacuolizado (Romestand v Trilles, 1984) v es
bastante parecido al de los monocitos. S¢ pueden observar mitocondrias, ribosomas,
reticulo endoplasmético rugoso, un aparato de Golgi v gran cantidad de vesiculas
{Biclek, 1981; Bodammer, 1986; Roncero v col., 1988; Meseguer v col., 1993). La
caracteristica ultraestructural més importante de estas células es la presencia de
lisosomas primarios y secundarios v de vesiculas heterofigicas (Bodammer, 1986;

Roncero v col., 1988).
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En los tejidos linfohemopoyéticos v en higado de teledsteos, con la excepeidn de
salmémdos, estin presentes unas células con las caracteristicas morfoldgicas de los
macréfagos v que contienen ¢l pigmento melanina. A estas células se les denomina
melanomacréfagos (Roberts, 1975). Este tipo celular se agrupa para formar los
denominados "centros de melanomacréfagos” {Agius, 1980; Herrdez y Zapata, 1991).
Con microscopia electrénica aparecen como ¢élulas redondeadas u ovaladas (Meseguer
v ecol., 1994b). Su nhcleo tiene forma wvariable, generalmente se localiza
excéntricamente v posee abundante heterocromatina. En el citoplasma destaca la
presencia de lisosomas secundarios que contienen numerosos grinulos redondados u
ovalados, con un contenido homogéneo de alta electronodensidad que corresponden a
eranulos de melanina (Meseguer v col., 1994b). En su interior también aparece

lipofuscina v acimulos de hemosiderina (Agius, 1980; Meseguer v col., 1994b).

I1.2.3. Propiedades funcionales de los monocitos-macrdéfagos
I1.2.3.1. Fagocitosis

Los monocitos-macréfagos no sélo desempefian un papel en los sistemas de
defensa innatos, sino que también pueden ser el primer paso para la activacién v

regulacién de la respuesta inmunitaria especifica (Clem y col., 1985, 1991; Vallejo v

col., 1992).

El proceso de fagocitosis se ha deserito en el apartado I1.1.1.1., va que es comin
a granulocitos acidéfilos v maeréfagos. Los macréfagos, ademas de ROIs, producen
RNIs, como ¢l éxido nitrico, que se generan cuando los macréfagos son activados por
citoquinas, lipopolisacirido (LPS) o parasitos (Nathan, 1992). El éxido nitrico es
sintetizado a partir de la oxidacién de una arginina por la aceién de la forma inducible
de la sintetasa de éxido nitrico (iINOS) (Hibbs vy col., 1987; Ivengar v col., 1987). Tanto
el 6xido nitrico como otra serie de RNIs desempefian un papel central en los
mecamsmos de defensa celular contra virus, bactenas, protozoos, helmntos y tumores
{Nathan v Hibbs, 1991). Existen evidencias de que los macréfagos de peces son capaces
de producir éxido nitrico in virrs cuando son activados apropiadamente (Neumann y
col., 1995; Wang v col., 1995; Mulero v Meseguer, 1998) y éste parcce ser téxico para

las bacterias patégenas de peces Aeromonas salmonicida v Renibacrerium
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salmoninarum (Campos-Pérez v col., 1996) v también parece que contribuye de forma
significativa en la actividad bactericida de los macréfagos del pez gato norafricano (Yin
y c¢ol., 1997). Finalmente, s¢ ha clonado ¢l ADN de la iNOS mediante RT-PCR
{(retrotranseripeién-reaccién en cadena de la polimerasa) de macréfagos activados con
LPS procedentes de trucha arcoins {(Hardie y col., 1994; Laing y col., 1999) v una
secuencia parcial de este gen en ¢l pez rojo (Laing v col., 1996). Recientemente,
también ha sido clonado el gen completo de 1a iNOS de trucha arco iris (Wang y col.,
2001).

La funcién general de los melanomacréfagos es la destruceidn, detoxificacion y
reciclaje de materiales exdgenos v endégenos. Las funciones coneretas que se les
atribuyen son la limpieza de materiales solubles vy particulados, incluyendo
microorganismos patégenos de la cireulaciéon (Mon, 1980; Herrdez y Zapata, 1986;
Tsujii, 1988), limpieza de los productos derivados de la degradacién tisular (Agius v
Roberts, 1981), acumulacidén de melamna (Agius, 1980), de hierro {Agius, 1981), de
pigmentos lipocrémicos de naturaleza ceroide y lipofuesimea o de microorganismos.
También participan en el procesado de antigenos vy es posible que sean elementos

importantes en la produceidén de anticuerpos.

I1.2.3.2, Presentacion de antigeno

En peces, al 1igual que en el resto de vertebrados, se requiere de la presencia de
células accesorias para iniciar las respuestas de los linfocitos (Clem v col., 1991;
Vallejo v col., 1992). Vallejo v col. (1992) han demostrado que, en el pez gato, el
procesamiento v la presentacién de antigenos durante la respuesta inmunitaria son
similares a mamiferos lo que sugiere que ¢l sistema inmunitario de peces teledsteos esta
también equipado con células presentadoras de antigeno que endocitan antigenos
proteicos exdgenos v los presentan a los linfocitos T. En teledsteos, los linfocitos B, los
monocitos-macrofagos, las células epiteliales v las células dendriticas son c¢élulas
presentadoras de antigeno (Vallejo v col., 1992; Koppang vy col., 2003). Asi mismo, se
han identificade y caracterizado las moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad de tipo II (MHCII) en diversas especies de teledsteos (Koppag y

col., 2003; Cuesta v col., 2006), moléculas presentes umcamente en las células
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presentadoras de antigeno. Los macréfagos pueden actuar como tales capturando v
procesando antigenos y presentandolos en su superficie en asociacién con moléculas de

MHCI o seerctando mediadores solubles implicados en la activacidén de linfocitos

como la IL-1 (Vallejo y col., 1992; Ellsaesser v Clem, 1994).

I1.2.3.3. Regulacion de la respuesta inmunitaria

Una funcién muy importante de los macréfagos es la regulacién de la respuesta
inmunitaria mediante la producecién de varias citoquinas, como las ILs, los interferones
(IFNs), el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) v los prostanoides inflamatorios. La
IL.-1 es una familia de citoquinas que se compone de cuatro miembros principales: la
I-1a, la IL-1p, ¢l antagonista del receptor de la IL-1 y la IL-18. La IL.-1p desempeiia
un papel crucial en la respuesta inflamatoria iniciando v/o aumentado la expresién de
una amplia variedad de genes implicados en este proceso, particularmente otras
citoquinas. También interviene en la respuesta frente a invasiones microbianas y en la
reparacidén de dafios tisulares. Ademas, la IL-1p es un potente activador de la respuesta
inmunitaria adaptativa (Nakae v col., 2001). La IL-1p es producida por numerosos tipos
celulares (Oppenheim v col., 1986) entre los que se incluyen los neutréfilos, las células
NK, los linfocitos B, los linfoeitos T y células del sistema nervioso central, pero las
principales productoras son los monocitos v los macréfagos (Lepe-Zuniga v Gery,

1984; Dinarello ¥ col., 1986; Dinarello, 1988; Arend y col., 1989).

11.3. Mastocitos o células cebadas

Los mastocitos o células cebadas han sido observados en todas las clases de
vertebrados, incluyvendo peces (Roberts v col., 1971; Chianini-Gareia v Ferreira, 1992;
Noya v Lamas, 1996, 1997, Reite, 1996, 2003), anfibios (Chiu v Lagunoft, 1972),
reptiles (Sottovia-Filho y Taga, 1973), aves (Selye, 1963) v mamiferos (Galli, 1990;
Chiarini-Gareia v Pereira, 1999).

I1.3.1. Distribucidn tisular y propiedades tintoriales de los mastocitos

En varios trabajos se describe la presencia de numerosas células granulares en la

submucosa intestinal, en la dermis y en las branquas de muchas familias de peces
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teledsteos, como salménidos (Vallejo v Ellis, 1989; Dorin v col., 1993), ciprinidos
{Reite, 1965; Temkin y McMillan, 1986) vy entrinidos {Chiarim-Gareia v Ferreira, 1992;
Vicha y Schmale, 1994). Por ¢l contrario, no se¢ han encontrado mastocitos en los
mismos tejidos de otras especies de peces (Reite, 2005) o bien aparecen en pequefio
namero (Buddington y Doroshov, 1986; Williams y Nickol, 1989). Dado que los
granulos citoplasmaticos son habitualmente cosinéfilos cuando se utilizan fijadores
acuosos, estas células se han denominado durante mucho tiempo células granulares
eosindfilas (EGCs). Esta denominacién fue introducida en 1971 por Roberts v col. para
células de la epidermis de la solla europea que presentaban semejanzas morfoldgicas
con los mastocitos, pero con granulos tefiidos de rojo con hematoxilina y eosina. Sin
embargo, en algunas especies, cuando los tejidos son preservados con fijadores
alecohdlicos, los granulos citoplasmiticos de estas mismas células muestran la tipica
tinc16n metacromatica de las eélulas cebadas después de tefiirlas con tiomna alcohdélica
(Michels, 1923; Reite, 1969; Reite v Evensen, 1994) o después de tefiirlas con azul de
toluidina a bajo pH (Reite, 1996, 1997). Estas células pueden tefiirse igualmente con
azul de Alecian (Reite, 1996, 1997). Las dos altimas téeniecas de tincion {(Mayrhofer,
1980; Wingren v Enerbiick, 1983) son las recomendadas para la caracterizacién de los
mastocitos de marniferos (Enerbéick v col., 1986). Los granulos de los mastocitos de la
carpa, del pez rojo, del lucio, de la trucha comin v de Hoplias malabaricus también se
tifien metacromiticamente con diferentes protocolos (Chiu v Lagunoft, 1972; Weiss,

1979; Temkin v McMillan, 1986; Chiarimi-Garcia y Ferreira, 1992).

I1.3.2. Propiedades funcionales de los mastocitos
I1.3.2.1. Contenido granular

Las sustancias activas presentes en los grinulos de los mastocitos de mami feros
s¢ clasifican en dos tipos (Figura 1) (1) los mediadores primarios son aquellas
sustancias almacenadas previamente en los granulos v que son rapidamente liberadas
tras la activacidn de los mastocitos y (i1) mediadores secundarios que son aquellos que

son sintetizados de novo v liberados tras 1a activacidn (Eisen, 1980).

Entre los mediadores primarios se encuentran la histamina, la serotonina, la

heparina, los factores quimioticticos para eosinéfilos {(ECF) y neutréfilos (NCF), la
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lisozima, las hidrolasas Acidas (p-glucuronidasa, anlsulfatasa, fosfatasa, etc.) vy las
proteasas neutras (triptasa y quimasa). Entre los mediadores secundarios se encuentran
leucotrienos {denominados en conjunto como sustancia de reaccidén lenta de anafilaxia,
SRS-A), prostaglandinas, el factor activador de plaquetas (PAF), kininas v ecitoquinas
{Eisen, 1980).

Mediadores primarios
Hizmina y scrotonina
Heparina
Fachores quimial3cticns (FOF y NCF)
I lidrolasas ackdas:
B i idasy, loslalasa
Irotessas neutras:
Triptasa, quimasa
Licazi

Mediadares secundarios

L BSOS |
LT,
LTS, LTDy,
Proystaglancdings.
PGD,
Iactor activador de plaquetas (PAI)
CROGUINA:

-----

Factor estmulante de cotomas de granuloobos —
macrafagos (GIM-CoT )
Mactor de necrodls umosba (THET)

Figura 1 Mediadores primarios v secundarios de un mastocito.

Ldaptado de Eeeves v Todd, 2000,

En peces, los granulos de los mastocitos presentan compuestos que también se
encuentran en los mastocitos de mamiferos: fosfatasa dcida y alealina, anlsulfatasa v 5°
nuel eotidasa (Ezeasor y Stokoe, 1980; Powell y col., 1992), lisozima (Sveinbjernsson y
col., 1996) v péptidos antimicrobianos denominados piscidinas (Silphaduang v Noga,
2001). Sin embargo, los trabajos realizados hasta ahora muestran que los mastocitos de

peces y anfibios carecen de histamina.

I1.3.2.1.1. Péptidos antimicrobianos (AMPs)

Los AMPs actian como primera linea de defensa frente a muchos patégenos.

Los genes que determinan estos péptidos se expresan en numerosos tejidos v tipos
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celulares de diferentes especies incluyendo mamiferos, anfibios, insectos y peces
{Hancock v Chapple, 1999). La mayoria de los AMPs muestran un amplio espectro de
accidn microbicida, propiedades catidnicas y estructura secundaria anfipatica (Lauth v
col., 2002). En vertebrados, se han observado en células epiteliales (Hancocek v Scott,
2000) o bien son sintetizados y secretados por granulocitos tisulares y circulantes, como
leucocitos, neutréfilos y mastocitos (Hancock y Chapple, 1999; Levy, 2000;
Silphaduang y Noga, 2001).

En peces teledsteos se han encontrado algunos AMPs. Asi, en Salmoniformes
s¢ han aislado dos familias de estos péptidos en el salmén atlantico (Douglas y col.,
2003) y también en la trucha arcoins (Zhang y col., 2004). Del mismo modo, en
Perciformes se han identificado tres familias de péptidos: moronecidina procedente de
la lubina estriada vy de Morone chrysops (Lauth v col., 2002), piscidina (similar a
moronecidina) de un hibrido resultante del cruce entre A, saxarilis v M. chrysops
{Silphaduang v Noga, 2001) v varios AMPs relacionados c¢on hepeidina, procedentes de
M. chrysops (Shike v col., 2002), del pargo japonés, Acamthopagrus schlegelii v
Lateolabrax joponicus (Iijima v ¢ol., 2003). En Pleuronectiformes, se ha demostrado la
existencia de AMPs denominados pleurocidinas en la solla roja {(Cole v col., 2000;
Douglas v col., 2001), en el fletin del Atlantico, en el mendo, en la limanda v en la
platija americana (Patrzykat v col., 2003). Pleurocidina y piscidina tienen una marcada
homologia tanto a nivel genémico como peptidico (Douglas v col., 2001), lo que
sugiere una relacién evolutiva entre estos genes {(Lauth y col., 2002). De hecho, Sun ¥
col. (2007) sugieren que dada la similitud en la estructura génica entre moronecidinas v
pleurocidinas, éstas podrian derivar de un mismo gen antecesor. Por tanto, sugieren que
se utilice ¢l término piscidina para denominar a estos dos tipos de AMPs. Piscidina v
pleurocidina han sido localizados en células epiteliales, branquia ¢ intestino, érganos
considerados como portales muy importantes de entrada de patégenos (Ellis, 2001),
dénde podrian actuar como una barrera previniendo la invasién microbiana (Cole y col.,
1997, 2000; Murray v col., 2003; Silphaduang v col., 2006). Recientemente, se ha
demostrado que la accion mcrobicida de la piscidina se debe a que es una molécula

capaz de permeabilizar la membrana bacteriana (Campagna v col., 2007).
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I1.3.2.1.2. Aminas bidgenas: histamina y serotonina

Los grianulos de los mastocitos de mamiferos presentan entre sus mediadores

primarios, serotonina ¢ histamina.

La histamina (2-4-imidazoletilamina) (Figura 2) se forma por descarboxilacién
de L-lstidina y se encuentra en los granulos de mastocitos y baséfilos. Cuando es
liberada, produce contraceién del musculo liso ¢ incremento de la permeabilidad
vascular. Estos efectos de la histamina, que requieren concentraciones relativamente
bajas de esta molécula, se producen cuando se une al receptor H, v son obviamente
proinflamatorios. Estos efectos son bloqueados por pirillamina v clorfeniramina,

antagonistas del receptor H, (Parker, 1984).

]
\N NH,

Figura 2. Férmula quimica de la histamina

El receptor H| se une a la cadena ctilamina de la molécula de histamina vy el
ineremento de la permeabilidad vascular se produce debido a la dilatacién de arteriolas
terminales y contraceién de vénulas posteapilares. Por el contario, otros efectos de la
histamina, como son la estimulacién de 1a produceién de dcido gastrico en el estémago,
efectos 1onotrépicos y cronotrépicos en el corazén y varios efectos sobre leucocitos,
estin mediados por ¢l receptor H; v son bloqueados por los antagonistas eimetidina,
metiamida y ranitidina. El receptor H; se une a los nitrégenos del grupo imidazol v a
otros componentes del anillo pentagonal. Ademas, 1a histamina es capaz de actuar sobre
la funcién y migracién leucocitaria (Parker, 1984). Por ¢jemplo, la histamina es capaz
de inhibir la proliferacién de células T inducida por lectinas o antigeno, la liberacidn de
cito quinas por células T, la induceidn de células T citotdxicas, la citolisis por células T
citotéxicas maduras, la diferenciacién de células B v la liberacién de enzimas
lisosomales por neutréfilos. Existen, ademds, otros dos receptores para histamina, los
receptores H: yv Hy (Arrang y col., 1982; Hough, 2001; Nguyen vy col., 2001). El
receptor H; se encuentra principalmente en ¢l sistema nervioso central donde regula la

propia producecién de histamina como neurotransmisor. El receptor Hy se encuentra atin
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en fase de estudio, pero presumiblemente participa en procesos inflamatorios como la
alergia y el asma (Liu y col., 2001; Nakamura v col., 2000; Ling v col., 2004). Todos
estos  efectos sobre los leucocitos pueden ser englobados como efectos
antiinflamatorios. Por tanto, teniendo en cuenta todas estas observaciones, la histamina

parece que inicialmente activa la respuesta inmunitaria v posteriormente la inhibe

{Parker, 1984).

En la década de los 60 se llevaron a cabo los pnimeros estudios para determinar
la presencia de histamina en mastocitos de vertebrados inferiores utilizando métodos
espectrofluorométricos (Shore v col., 1959). Los trabajos de Reite (1965) v Takada v
col. (1967) muestran que los mastocitos de peces y anfibios carecen de histamina
aunque la presencia de esta sustancia, como molécula reguladora de la secrecién de
dcido gastrico, estd generalizada en todos los wvertebrados (Reite, 1969). Ademais,
numerosos e¢studios farmacolégicos v fisiol dgicos mostraron que la mayoria de peces v
anfibios eran incapaces de responder a histamina cuando ésta era inyectada
intravascularmente (Reite, 1972). De hecho, desde el punto de wvista evolutivo se ha
postulado que el almacenamiento de histamina ¢n mastocitos v sus potentes acciones
sobre el misculo liso han evolucionado juntos en al menos dos ocasiones: en los
antecesores inmediatos de los peces pulmonados (orden Dipnoi) v en los antecesores
inmediatos de los reptiles primitivos (Reite, 1972). Ademas, dos observaciones apoyan
esta hipdtesis: (1) 1a histamina es almacenada en mastocitos en todos los descendientes
de los reptiles primitivos, pero estd ausente en peces y anfibios (Reite, 1963; Takada v
col., 1967) v (2) muchos experimentos fisiolégicos han demostrado que los peces,
excluyendo a los peces pulmonados, son incapaces de responder a una inyeccidén
intravascular de histamina (Reite, 1972). Hasta ahora, se conoce muy poco sobre los
receptores de histamina en peces. Asi, en tilapia se ha localizado el receptor H, in vivo e
in virro mediante autorradiografia (Choich y col., 2004) v en el pez rojo se ha
demostrado que los antagonistas zolantidina v clorferinamina tienen efectos sobre el
aprendizaje que conlleva a evitar estimulos adversos, sugiriendo una presencia potencial
de los receptores H, v H; en peces (Coffiel y Mattioli, 2006). Sin embargo, hasta la
publicacién en 2007 del trabajo de Picitsaro y col. no se¢ tenia conocimiento de la
identidad molecular de estos receptores en peces. En este trabajo se han identificado v

caracterizado los receptores H|, H; y H; en el pez cebra, asi como los efectos de sus
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ligandos sobre el comportamiento natatorio de dicho pez. El gen que determina el
receptor H, se expresa en cerebro, intestino, higado y bazo, el gen que deterrmna el
receptor H: en cerebro, branquia, corazén v bazo y ¢l que determina el receptor Hs en

cerebro, corazdén, bazo, higado, branquia v ojo.

La serotomna (5-hdroxitriptamina) se¢ forma por hidroxilaciéon v
descarboxilacién de L-triptéfano. Cuando se libera, produce un incremento de la
permeabilidad vascular y contraceién del misculo liso (Eisen, 1980; Parker, 1984). Su
distribucién y actividad difiere entre especies. Asi en ratén, se almacena
fundamentalmente en los granulos de mastocitos v baséfilos mientras que en humanos
se almacena principalmente en plaquetas, donde es mas abundante que en mastocitos.
Ademas, estas especies difieren enormemente ¢n su sensibilidad a serotonina: ratones v
ratas son extremadamente sensibles mientras que los humanos lo son muy poco (Einsen,
1980). En peces, la presencia de serotonina en mastocitos sélo ha sido confimada en la

trucha comin (Dezfuli v col., 2000).

I1.3.22, Activacion y reclutamiento al foco de infeccién

La activacién “clasica” de los mastocitos de mamiferos se produce por
entre cruzami ento de moléculas de inmunoglobulina E (IgE) unidas a receptores de alta
afinidad (FesRI) cuando éstas interaceionan con un antigeno multivalente {Galli y col.,
20035). Sin embargo, los mastocitos también pueden ser activados, liberando los mismos
mediadores, después de la agregacién de receptores de baja afinidad (FevRIIT) causada
por complejos formados por IgG v antigeno y después de la exposicién a pequefios
péptidos, incluyendo quimioquinas, las anafilotoxinas C3a v C3a, v fragmentos de

fibrinégeno v fibronectina (Mekory v Metcalfe, 2000; Galli v col., 2005) (Figura 3).

En cualquier caso, una serie de eventos complejos tienen lugar posteriormente:
{1) se activan varias enzimas de membrana, (11) 10nes de calcio entran en la c¢élula y (111)
los mediadores primarios de los granulos son liberados por exocitosis. Asi mismo, se¢
forman mediadores secundarios, entre los cuales se encuentran los leucotrienos vy
prostaglandinas que se sintetizan a partir del dcido araquidénico. La primera etapa

comprende, por una parte la activacién de una serinesterasa seguida de la activacién de
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metiltransferasas que actian sobre lipidos de membrana v, por otra, la activacién de una

adenilatociclasa que produce un aumento de AMPc que activa a proteinaquinasas

{Reeves y Todd, 2000).
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Figura 3. Procesos que intervienen en la activacidn de los mastocitos de mamiferos v en laliberacidn

de sus mediadores inflamatorios. LT leucotrieno, PG prostaglandina, SE35-A: sustancia de reaccidn

lenta de anafilazia. Adaptado de Eeeves v Todd, 2000,

La metilacion de fosfolipidos y la actuacion de las fosfolipasas conducen
también a la activacién de proteinaquinasas (a través de la generacién de diacilglicerol)
lo que estd relacionado con tres eventos importantes: (1) apertura de canales de calcio
presentes ¢n la membrana plasmatica v liberacidn de calcio intracelular, (i1) pro duceidn
de lipidos fusagénicos que fomentan la fusién de las membranas penigranulares v
plasmatica v (ii1) produccidén de #cido araquidénico a partir del cual se sintetizan
leucotrienos y prostaglandinas. La activacidén de la adenilato ciclasa es critica para la
liberacidn de los mediadores inflamatorios. Una vez que el calcio entra en la célula, se
une a calmodulina, que incrementa la actividad de varios enzimas y promueve los
procesos en los que las proteinas del citoesqueleto producen la contraceién de

micro filamentos, lo que conduce a la extrusién de los grinulos v de su contenido

{Reeves y Todd, 2000).

Finalmente, estos mediadores inflamatorios inician una respuesta inflamatoria
local. Esta respuesta se desarrolla en dos etapas: (1) una primera fase caracterizada por

contraceidn del masculo liso, un aumento local de flujo sanguineo y de la permeabilidad
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vascular que ripidamente conducen a la acumulacién de fluido v moléculas de
anticuerpo en el tepdo circundante v (1) una segunda fase caracterizada por un
reclutamiento de macréfagos, cosindfilos y linfocitos efectores {Abbas y Lichtman,
2003). Recientemente, se ha demostrado que la agregacién heterotipica con linfocitos T
activados (Inamura v col., 1998) v el reconocimiento directo de mediadores solubles
derivados de agentes infecciosos, como el LPS, pueden inducir la activacién de

mastocitos v 1aliberacidn de estos mediadores (Nigo y col., 2006).

Los peces carecen de IgE por lo que los mastocitos no pueden activarse por la
via “clasica”. Sin embargo, todas las vias “alternativas” pueden producir la activacién
de los mastocitos de peces, dado que los receptores para IeM (Stafford v col., 2006), las
anafilotoxinas (Boshra y col., 2005) v los mediadores solubles derivados de agentes
patégenos (Sepulere y col., 2007) son funcionales (Figura 4).

I o howrihns e repaso poeswentn Un antgemns multivalente entrecraza
yranubow con hivlarmiam y chos maleculas de gE unidas al recepiur Foo
merdischor v inflamaion ios Iy produco ka Bboraciin dol cononkdo do
s granming

Figura 4. Via “clasica” de activacion del mastocito. Adaptade de

Taneway ¥ col., 2005,

La inyeccion intraperitoneal de A. safmonicida inactivada en el salmoén atlantico

{Reite y Evensen, 1994) v en la trucha comin (Reite, 1997) provoca la degranulacién de
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los mastocitos v esta respuesta va seguida de una reaccién inflamatoria con
vasodilatacion. El compuesto 48/80, un agente capaz de produecir la degranulacion de
los mastocitos de mamiferos v la liberacién de histamina, también afecta a los
mastoeitos de peces (Vallejo v Ellis, 1989). Desde el punto de vista morfolégico, la
degranulacion de mastocitos de tel edsteos en respuesta a estimulos agudos es simlar a
la de mastocitos de mamiferos (Bloom, 1974). Ademis, la perfusién en el lecho
vascular branquial del compuesto 48/80 aumenta la presién sanguinea lo que sugiere
que la degranulacién de los mastocitos va acompafiada de la liberacion de sustancias

(ue promueven respuestas vasomotoras (Reite, 1997).

Los corticosteroides pueden afectar a mastocitos de las mucosas de mamiferos
{King v col., 1985). En peces se ha demostrado que la hidrocortisona tiene un efecto
pronunciado en los mastocitos de la vejiga natatoria de la trucha comin, induciendo
degranulacién (Reite, 1997). La degranulacién de los mastocitos va seguida de
extravasacién de numerosos neutréfilos en pequefios vasos sanguineos lo que sugiere
que se liberan factores qumioatrayentes de leucocitos cuando se produce la
degranulacién de los mastocitos. Por tanto, estas observaciones, junto con los efectos
vasomotores inducidos por el compuesto 48/80, sugieren que la activacién de los
mastoeitos de teledsteos puede dar lugar a la produceién o liberaciéon de mediadores de

la inflamacién.

El reclutamento de los mastocitos en mamiferos a los focos de inflamacion
persistentes, ¢s bien conocido. Los precursores de los mastocitos abandonan la médula
dsea v a través de la circulacién sanguinea llegan a los tejidos en los que tienen lugar las
ultimas etapas de maduracion {(Galli, 1990; Kirshenbaum y col., 1991). En teledsteos,
algunos estudios han demostrado que las etapas finales de maduracién de los mastocitos
también tienen lugar en los tejidos (Bergeron v Woodward, 1982, 1983). Asi, cuando
cultivos de branquia de trucha son infectados expennmentalmente con R. safmoninarum
s¢ produce un aumento en el nmimero de mastocitos. Esta observacién indica que
precursores no granulares residentes en el tejido pueden dar lugar a mastocitos en
presencia de los factores adecuados (Flafio v col., 1996). Ademas, si s¢ afiade LPS v
TNFa al medio de cultivo, aumenta el nimero de mastocitos en los explantes de

branquia {(Holland y col., 1998). Sin embargo, al 1igual que ocurre en los mastocitos de
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mamiferos (Bloom, 1974), los mastocitos de peces no se dividen (Flafio v col., 1967;

Reite, 1998).

En ¢jemplares de trucha comin infectados por cestodos se ha observado una
acumulacién de mastocitos en el lugar donde se localizan los plerocercoides (Gonzales
v ¢ol., 1978; Sharp vy col., 1989) v un aumento ¢n su abundancia ¢n el intestinoe y dermis
de salménidos infectados con acantocéfalos v ectoparasitos, respectivamente (Bullock,
1963; Blackstock y Pickering, 1980). Igualmente, el reclutamiento de numerosos
mastocitos en el foco de infeccidn también se ha observado en otras especies de peces
infectados con helmintos como en catostémidos {Chaicharn v Bullock, 1962; Lester v
Daniels, 1972), ciprimidos (Cross y Matthews, 1993; Reite, 2005) vy libridos
{(Reimschuessel, 1987; Reite, 2005). En ¢l epitelio intestinal de triglidos (Duthie, 1939),
gambusino (Bullock, 1967), salménidos (Reite, 1997) v labridos (Reite, 2005), los
masto citos migran desde el tejido conectivo subyacente hasta la capa epitelial. Por tanto,
el reclutamiento de los mastocitos a los focos de inflamacién persistente parece ser una

respuesta general en tele dsteos.

Por tanto, todos los estudios realizados hasta ahora demuestran que los mastocitos
de peces constituyen una poblacién celular heterogénea con una morfologia, un
contenido granular, una sensibilidad a fijadores v una respuesta a diferentes farmacos
muy variables (Reite, 1998; Reite v Evensen, 2006), por lo que su estudio en cada
especie, en particular, es necesario para el conocimento de las funciones que pueden

desempeniar en dicha especie.

II1. ONTOGENIA DEL SISTEMA INMUNITARIO DE PECES TELEOSTEOS

Para ¢l estudio de la ontogenia de los drganos linfomicloides de teledsteos, hasta el
momento actual, se han realizado mayoritariamente estudios morfolégicos (Ellis, 1977;
Grace y Manning, 1980; Botham y Manning, 1981; O 'Neill, 1989; Chantanachookhin v
col., 1991; Nakanishi, 1991; Jésefsson v Tatner, 1993; Quesada y col., 1994; Padrés v
Crespo, 1996; Liu y col., 2004) y sélo, en algunos de ellos, se han utilizado anticuerpos

especificos contra algunos de los tipos eclulares que los forman.
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Ademis, es importante tener en cuenta que en algunos de los estudios realizados
se han empleado embriones, larvas v juveniles, mientras que en otros solamente larvas,
v que, en cada caso, ¢l rango de edades de los ejemplares con los que se trabajé fue
variable. El que 1a presencia de un tipo celular o un érgano en una especie sélo se haya
visto en individuos a partir de una determinada edad no indica necesariamente, que no
esté en individuos de edades algo menores, pues en muchos casos no ha sido

comprobado.

Otro hecho importante a tener en cuenta en ¢l estudio ontogénico de los érganos
linfomieloides es que no se puede considerar el momento dela eclosién como un evento
exacto en la ontogenia. Se encuentran grandes diferencias en la velocidad del desarrollo
v en la duracidn del periodo embrionario; asi, las expresiones “dias antes de la eclosidén”
v “dias después de 1a eclosion™ (dde) tienen un signmficado distinto de unas especies a
otras, lo que da lugar a que las comparaciones sean complejas (Balon, 1981). También
son importantes algunas caracteristicas como ¢l tipo de reproduceidn, el tamafio de los
huevos, la edad ala que las larvas comienzan su alimentacién o la duracién de su ciclo
vital. Por otra parte, el desarrollo larvario de peces estd fuertemente afectado por las

condiciones del medio como la temperatura, salimdad y fotoperiodo.

A diferencia de lo que ocurre con la mavoria de organmismos viviparos v
oviparos, los huevos de peces eclosionan en fases muy tempranas del desarrollo, por lo
que las larvas quedan expuestas a los microorganismos. El comienzo de la exotrofia
{apertura de la boea v ano) que en la dorada tiene lugar a los 2 dde, es importante
porque puede facilitar la entrada de microorganismos patégenos. De igual forma las
escamas, una barrera importante a la entrada de patégenos, no estin presentes durante

los primeros dias del desarrollo, aparcciendo a los 70 dde en 1a dorada (Tabla 1).
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Eﬂ;‘; Longitud (mm) Obser vaciones
0 3 Eclosién
1 3.5 Aletas pectorales
Empieza la exotrofia (apertura de la boca y ano)
>3 - Pigmentacién del ojo
4 4 La vejiga natatoria empieza ainflarse
14 3 La vejiga natatoria termina de inflarse
16 7 Aleta anal
19 7.3 Se desarrolla el estémago
45 11 Aleta dorsal posterior
50 15 Aleta dorsal anterior v aletas ventrales
60-70 20 Escamas
90 30 Morfologia defimtiva

Tabla 1. Principales acontecimientos que ocurren durante el desarrollo de la dorada Adaptado de Moreth

vcol, 1999,

La defensa inmunitaria de los peces jévenes parece limitada durante las primeras
etapas de vida, v aunque algunos estudios indican que los anticuerpos maternos pueden
ser transferidos a través del saco vitelino (Bly, 1986; Mor v Avtalion, 1990), parece que
los ejemplares jévenes dependen fundamentalmente de sus mecanismos de defensa
innatos. Los estudios realizados sobre la ontogenia de la inmunocompetencia en peces
muestran que el pez es inmunocompetente algin tiempo después de que los 6rganos
linfomieloides se wvuelvan linfoides por primera vez (Sailendn, 1973; Ellis, 1977;
Botham v col., 1980; Tatner v Manning, 1983; Nakanishi, 1986). Botham v Manning
(1981) v Tatner v Manning {(1983) demuestran que existe una correlacién entre la
maduracién del timo, la diferenciacién de los linfocitos ¢n el rifidn y la presencia de
pequefios linfocitos en la sangre con el desarrollo de la reactividad aloinmune. De 1gual
forma, recientemente, se ha demostrado que la vacunacién contra P. damselae subsp.
piscicida en larvas de dorada de 89 dde produce un retraso v un descenso en la
mortalidad causada por este patégeno {(Hamf v col., 20035). La vacunacién en etapas

tempranas tiene ventajas ccondmicas, tales como la reduccidén de la mortalidad en larvas
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v juveniles, la utilizacién de dosis menores de vacuna v su aplicacién directa mediante
bafio debido a la ausencia de escamas. Sin embargo, la vacunacién de peces demasiado
jévenes puede producir tolerancia si el sistema inmunitario no ha madurado
completamente (Jéseffson v Tatner, 1993; Petrie-Hanson v Ainsworth, 2001). Por tanto,
es necesario estimar la ruta v la edad correctas de vacunacién para las diferentes
especies de peces, yva que éstas muestran un desarrollo del sistema inmunitario bastante

diferente.

IIL.1. (firganos

Los trabajos realizados hasta el momento sobre l1a ontogenia de los érganos del
sistema inmunitario de peces teledsteos son escasos y en ellos, mayoritariamente, se han
utilizado téenicas de microscopia (6ptica v electronica de transmisién), por lo que sélo
s¢ ha determinado ¢l momento de su aparicién y su morfologia. Teniendo en cuenta que
¢l modelo de desarrollo larvario v la duracién del periodo embrionario puede varnar
considerablemente de unas especies a otras, las caracteristicas morfolégicas de las
larvas jévenes y el ritmo de desarrollo de los érganos del sistema inmunitario difieren
considerablemente. En general, 1a secuencia de aparicién de los érganos linfoides de
peces marinos es la sigumente: rifién, bazo y ttmo (Chantanachookhin y col., 1991;
Jésefsson v Tatner, 1993; Padrés y Crespo, 1996; Schroder v col., 1998; Liu v col.,
2004) (Tabla 2). Sin embargo, en peces de agua dulce como la trucha arcoiris, el salmén
atlantico v la carpa, aunque ¢l rifién es ¢l primer érgano linfomieloide que se desarrolla,
¢l timo aparece antes que el bazo (Ellis, 1977; Grace y Manning, 1980, Botham v
Manmng, 1981). Asi mismo, los 6rganos linfoides de los peces mannos Harpagifer
amarcticus  (O'Neill, 1989), seriola, pargo japonés, falso halibut del JTapén
{Chantanachookhin y col., 1991) v rodaballo (Padrés y Crespo, 1996) no se observan
hasta después de la cclosién mientras que en los peces de agua dulee, trucha arco inis y
salmén atlantico, el rifién cefilico v el timo aparecen antes del momento de la eclosién
del huevo (Ellis, 1977; Razquin vy ¢col., 1990). Por tanto, seria necesario el estudio de los
érganos linfomicloides en cada especie, en particular, para poder establecer un
protocolo adecuado de inmunizacién que tuviera en cuenta el desarrollo del sistema

inmunitario.
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Falso Pez
halibut del  Bacalae Roedaballe Dorada Lubina Carpa
cebra
Japdn
R.C. itejido 0 dde sdde 0 dde Sdde  10dde  2dde 9 hdf
hematopoyético)

Bazo 8 dde 5 dde 10 dde 12 dde 18 dde 2 dde 8.D.
Timo 15 dde 2% dde 20-30 dde 29 dde 21 dde 2 dde 54 hdf

Tabla 2. Momento de aparicidon de los drganos linfomieloides en varias especies de teledsteos hdf: horas

después dela fertilizacion, dde : dias después de laeclosidn, RC. nfion cefdlico, 8.0 sin determinar,

IIL.1.1. Rifidn

El tejido hematopoyético estd presente a las 96 horas después de la fecundacién
(hdf) en el pez cebra, en el momento de 1a eclosién en el falso halibut del Japén v en el
rodaballo mientras que su aparicién es posterior en la carpa (2 dde), el bacalao v la
dorada (5 dde) v la lubina (10 dde) (Jésefsson y Tatner, 1993; Abelli v col., 1996;
Padrés v Crespo, 1996; Shroder v col., 1998; Willett v col., 1999; Liu y col., 2004;
Huttenhuis, 2003). Este tejido hematopoyético aparece constituido, fundamentalmente,
por grupos de células eritropoyéticas dispersas entre los tibulos renales en larvas de
bacalao de 5 dde (Shroder y col., 1998). La masa de tepdo hematopoyético inerementa
rapidamente conforme el pez crece, especialmente en la parte anterior del rifién. Con la
edad, también se observa un ineremento de los vasos sanguineos (Jésefsson y Tatner,
1993; Abelli v col., 1996; Padrés y Crespo, 1996; Shroder v col., 1998; Liu y col., 2004;
Huttenhuis, 2003). Los componentes hematopoyético v linfoide se entremezelan sin una
regionalizacién evidente en los primeros estadios de desarrollo en la lubina, la cual se
hace evidente en juveniles de 8,5 meses de edad, cuando las areas linfoides cerca de los
centros de melanomacréfagos se organizan alrededor de los vasos sanguineos del nifién

cefilico y se distinguen claramente del tejido mieloide (Abelli v col., 1996).

I11.1.2. Bazo

El bazo es identificado por vez primera a los 2 dde en la carpa, pero en el resto

de las especies estudiadas su aparicién es posterior: 5 dde en el bacalao, 8§ dde en el

falso halibut del Japén, 10 dde en el rodaballo, 12 dde en la dorada v 18 dde en la lubina
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{(Jésefsson y Tatner, 1993; Quesada v col., 1994; Padrés v Crespo, 1996; Shroder v col.,
1998; Liu v col., 2004; Huttenhws, 2005). En estas etapas tempranas del desarrollo,
aparece constituido por células indiferenciadas v capilares sanguineos v se localiza en
las inmediaciones del tejido pancredtico (Padrés v Crespo, 1996; Shroder vy col., 1998).
A lo largo del desarrollo, el bazo incrementa rapidamente su tamafio y adquiere una
forma redondeada (Jésefsson v Tatner, 1993; Quesada y col., 1994; Padrés v Crespo,
1996; Shroder v col., 1998; Liu v col., 2004). Conforme aumenta la edad, el bazo se
vuelve rapidamente celular v 1a capsula conjuntiva que lo rodea se engruesa (Jésefsson
v Tatner, 1993) v el estroma fibrilar incrementa (Jésefsson v Tatner, 1993; Quesada v
col., 1994; Padrés v Crespo, 1996; Shroder y col., 1998; Liu v col., 2004). La distinci6n
entre pulpa roja v blanca que se observa en los ejemplares adultos de dorada v lubina,
no se observa en larvas de 77 dias de dorada (Jésefsson v Tatner, 1993) v es evidente en

juveniles de 10 meses de lubina (Quesada v col., 1994).

II1.1.3. Timo

El imo se observa por primera vez a las 54 hdf en el pez cebra v a los 2 dde en
la carpa (Willett v col., 1997; Romano y col., 1999; Huttenhuis, 2005). $in embargo, en
algunas especies marinas la apancién del imo es posterior: 15 dde en el falso halibut
del Japén, 21 dde en la lubina, 28 dde en ¢l bacalao, 20-30 dde en ¢l rodaballo, 29 dde
en la dorada (Jésefsson v Tatner, 1993; Abelli v col., 1996; Padrés v Crespo, 1996;
Shroder y col., 1998; Liu y col., 2004). Esti localizado en 1a zona dorso-posterior de la
cavidad branquial y separado de ella por un epitelio delgado. El timo aparece muy cerca
del rifién cefalico en la dorada y el falso halibut del Japén y se han observado células
“puente” entre ellos (Jésefsson y Tatner, 1993; Shroder v col., 1998) que e¢n ¢l rodaballo
tienen caracteristicas de células indiferenciadas y migran desde la parte anterior del
rifion hasta el timo a través del septo faringeo (Padrés y Crespo, 1996). Tanto el tamatfio
como ¢l nimero de ¢élulas que forman el timo aumentan con la edad y se distinguen
dos regiones, la médula con una densidad celular baja v la corteza con mayor densidad
celular, a los 27 dde en la lubina, entre 30 v 70 dde en el rodaballo, a los 65 dde en la
dorada v a las 4 semanas después de la fecundacidn (sdf) en la carpa (Jésefsson v

Tatner, 1993; Abelli v ¢ol., 1996; Padrés v Crespo, 1996; Shroder v col., 1998; Romano
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v ¢ol., 1999). La vascularizacién del timo se observa por primera vez a los 70 dias en la

dorada (Josefsson y Tatner, 1993).

II1.2, Tipos celulares

Los tipos celulares presentes en los érganos linformieloides durante su ontogenia
han sido poco estudiados. En la mayoria de los estudios realizados hasta la fecha se han
utilizado exclusivamente téecmcas de mcroscopia optica v electréniea de transmmsion,
debido, en parte, a la ausencia de marcadores apropiados que permitan su
caracterizacién definitiva. Por ello, ¢l momento del desarrollo en ¢l que aparecen los
distintos tipos celulares es variable para las diferentes especies de teledsteos segin las
observaciones realizadas y, por otra parte, no esti del todo claro cuales son estos tipos
celulares (Tabla 3). Ademas, al igual que ocurre con los érganos linfomieloides,
también existen diferencias entre especies de agua dulce v de agua salada. Asi, el timo v
¢l rifién son completamente linfoides en ¢l momento de la eclosién en trucha arco iris v
en salmén atlantico, mientras que no se observan linfocitos hasta después de 1a eclosién
en peces marinos (Ellis, 1977; O'Neill, 1989; Razquin v col., 1990; Chantanachookhin
v ¢ol., 1991; Padrés v Crespo, 1996). En todas las especies marinas estudiadas se
observan linfocitos pequefios primero en el timo y después en el niién y bazo (Schroder
y col., 1998). La estructura de los érganos linfomieloides, asi como la presencia de
linfocitos dentro de ellos, no se correlacionan con su actividad funcional o madurez, de
forma que aunque se observan linfoeitos morfolégicamente maduros en una edad

temprana, ¢l pez puede no ser inmunocompetente hasta una edad mis avanzada (Tatner,

1996).

IT11.2.1. Eritrocitos

Los eritrocitos aparecen en ¢l bazo de larvas de 18 dde en el falso halibut del
Tapén (Liu y col., 2004), mientras que s¢ observan proeritrocitos en el rifién de larvas de
5 a 10 dde en el rodaballo (Padrés v Crespo, 1996) los cuales tienen una forma esférica
u ovalada, cromatina nuclear condensada y numerosos ribosomas libres en el
citoplasma. En ¢l rodaballo, los eritrocitos aparecen por primera vez en ¢l bazo en larvas

de 10 220 dde (Padrés y Crespo, 1996).
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Macrifagos Granubcitos Limfocitos
B T 5.0,

Fmeses de edad
[rmelanomacrifagos)

R.C.:

Falso
halibut del  Bazo:

Japdn Tirma:

R.C.: - - 38 dde
Bacalao Bazo: - - - - 2l dde

Timo: - - - - 28 dde

RC: - 20-30 dde - - 20-30 dde
Rodabally  Bazo: L0-20 dide 20-30 dde - - 30-70 dde
Tirma: 20-30 dde - - - 20-30 dde

R.C.: - - - - S dde
Dorads Baza: - - - - 24 dde

Tirma: - - - - 20 dde

R.C.: - . BT dde
Lukina Baza: - - BT dde

Tirma: - - - S-12 dde

R.C.: I ddf - # sde

Carpa Bazo: 4 ddf - # ade

Tirno: T ddf - - 4 ddf

RC.: - - 3 ade 3 sde

Tirma: - . 3 ade 4 ddf

Saco
vitelino:

Pez cebra
25 hat

48 hdf (h)

Vasns: 5 ddf (9

Tabla 3. Momento de aparicion de los tnacrdfagos, granulocitos v linfodtos en diversas especies de
teledstens. b granulocitos heterdfilos, e granulocitos eosindfilos, dde: dias después de la edosion, ddf
dias después de la fecundacidon, hdf horas después de la fecundacion, sde: semanas después de la

eclosidn, R.C: nifidn cefalico, 3.0 linfocitozs B o T .

I11.2.2. Macrofagos

Los macréfagos se originan del mesodermo ventrolateral situado en la regién
anterior a la zona cardiaca en peces cebra de 25 hdf, mientras que en la carpa se
observan a los 2 dias después de la fecundacion (ddf) en el nfién, a los 4 ddf en el bazo
v a los 7 ddf en el timo vy en ¢l rodaballo entre los 10 v los 20 dde en ¢l bazo v en el
rifién v més tarde en el timo (Padrés y Crespo, 1996; Romano v col., 1998; Herbomel v
col., 1999).
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En un estudio sobre la ontogema de los macréfagos realizado en la carpa se
demuestra que a los 7 ddf aumenta su nimero en el rifion y a la 4° sdf se estabiliza v
alcanza los valores del adulto (Romano y col., 1998). En ¢l timo, a la 3° sdf, se¢ observan
numerosos macréfagos, aislados o en pequefios grupos de 2-3 células. Entre la semana 4
v 16 después de la fecundacidon, un niamero elevado de macréfagos, con un didmetro
considerable, aparece en la zona de transicién corteza-médula que desciende en la
semana 20 después de la fecundacién. En el bazo, a 1a 2* sdf, se observan abundantes
macréfagos entre c¢élulas linfoides que se localizan cerca de los capilares esplénicos
entre la 3* v la 6° semana. Desde la 6° sdf, ¢l nimero de macréfagos desciende
ligeramente y permanece constante a partir de la 18° sdf. El tamafio de los macréfagos
varia entre los diferentes tejidos ¢ inerementa durante la ontogenia. Ademas, mediante
inmunocitoquimica para microscopia electrémea, se demuestran diferencias
morfolégicas entre los macréfagos del timo, nfion cefalico e intestino medio en
juveniles. Asi, se sugiere la existencia de una poblacién heterogénea de macréfagos,
pero ain no se sabe si esas diferencias se correlacionan con diferentes funciones. La
presencia estable y temprana de los macréfagos en los drganos linformeloides
{principalmente en nfién y timo) sugiere la idea de que los macréfagos de carpa pueden

jugar un papel importante en la maduracién del sistema inmunitario del pez.

Se observan centros de melanomacréfagos en el rifidn a partir de los 3 meses de
edad en el falso halibut del Tapon (Liu y col., 2004) mientras que no se observan en las
larvas de mayor edad estudiadas, 70 v 77 dias, en rodaballo y dorada, respectivamente
{Jésefsson y Tatner, 1993; Padrés y Crespo, 1996).

En ¢l pez cebra mediante microscopia ¢ hibridacién in sinz, usando dos genes
marcadores hematopovéticos, draculin y plastina especifica de leucocitos (L-plastina),
s¢ demuestra que los macréfagos aparecen en el embrién por lo menos en una etapa tan
temprana como los eritrocitos (25 hdf), pero se originan del mesodermo ventrolateral
situado en la regidn anterior a la zona cardiaca. Esos macréfagos precursores migran
hacia el saco vitelino y se diferencian. Desde el saco vitelino, muchos invaden el
mesénquima de 1a cabeza, mientras que otros pasan a la circulacién (Herbomel v col.,
1999). Los macréfagos son funcionales a los 2 ddf va que son capaces de acumular en

su citoplasma carbén microinyectado a los embriones v de eliminarlo de la circulacién
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(Lieschke col., 2001). Ademdis, los macréfagos embrionarios pueden erradicar
infecciones bacterianas (Herbomel v col., 1999) v eliminar cuerpos apoptoticos {(Willett
y col., 1999). Los macréfagos de rifidn y bazo adultos presentan de forma habitual
fagosomas grandes que contienen un material de una densidad v apariencia similar al
del citoplasma de los entroeitos, lo que sugiere que la hemofagocitosis no es inusual en

peces cebra adultos normales (Lieschke col., 2001).

IT1.2.3. Granulocitos

Los granulocitos sélo han sido estudiados en el rodaballo v en el pez cebra. En el
rodaballo, aparecen en el nfién v en el bazo en larvas de 20 a 30 dde y aumentan en

namero en larvas de 30 a 70 dde (Padrés v Crespo, 1996).

En ¢l pez cebra se observan células con caracteristicas de granulocitos
heteréfilos por primera vez en embriones de 48 hdf, tanto en tejidos como en vasos
sanguineos (Lieschke v col., 2001). La fuerte actividad peroxidasa que muestran los
heteréfilos aparece a las 33 hdf, particularmente en la superficie del saco vitelino yenla
regién de la vena ventral. A las 48 hdf, las células positivas para peroxidasa son més
evidentes en el plexo venoso ventral, pero son escasas en el resto del embrién. Los
estudios en embriones a los que se les corta la cola demuestran que las eélulas positivas
para peroxidasa se movilizan v se¢ localizan en ¢l lugar de la inflamacién, indicando que
esos granulocitos embrionarios son va funcionales (Lieschke vy col., 2001). No se
observan células con granulos tipicos de granulocitos eosinéfilos en embriones de hasta
5 ddf (Lieschke v col., 2001). El pez cebra adulto presenta dos tipos de granulocitos
circulantes. El tipo més abundante tiene un citoplasma palido v un micleo multilobulado
y segmentado, tipico de un granulocito heteréfilo de otros ciprinidos (Bielek, 1981;
Rowley y col., 1988). El otro tipo celular, menos abundante, tiene un citoplasma
eosinéfilo con un nicleo periférico no segmentado, tipico de un granulocito eosinédfilo
de ciprinido (Bielek, 1981; Rowley v col., 1988). Los heterdfilos se caracterizan por
presentar granulos citoplasmaticos electronodensos vy con forma alargada vy los
eosinéfilos por un citoplasma repleto de grinulos més grandes de forma eliptica o

redondeada y con electronodensidad variable (Lieschke v col., 2001).
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IT11.2.4. Linfocitos

Mediante estudios de microscopia éptica y/o electrénica de transmisién se ha
identificado ¢l momento de aparaicién de células con caracteristicas morfolégicas v
ultraestructurales de linfocitos en el rodaballo, ¢l bacalao v 1a dorada. En el rodaballo,
s¢ observan a los 20-30 dde en rifién y timo v alos 30-70 dde e¢n bazo (Padrés v Crespo,
1996), en el bacalao a los 28 dde en timo v alos 51 dde en bazo (Shroder y col., 1998) v
en la dorada a los 29 dde en timo y a los 54 dde en nifién y bazo (Jésefsson y Tatner,

1993).

En el pez cebra, el proceso de desarrollo v maduracién de los linfocitos se ha
estudiado mediante la deteccion de la expresidon de ikaros, que codifica un factor de
transeripeidn que se utiliza como mareador temprano de linfocitos, v de ragf, que ¢s un
marcador de linfocitos maduros. La expresién de ikaros se detecta 1 ddf v después
incrementa gradualmente hasta més de dos veces entre los 28 y 42 ddf. Posteriormente,
la expresién disminuye hasta que se alcanza un nivel menor que el detectado en el dia 1
ddf en peces adultos (105 ddf). Los niveles de expresién de ragi incrementan
rapidamente (10 veces) entre los 3 v 17 ddf, alecanzando un maximeo entre los 21 y 28
ddf. Después, el nivel de expresién decrece gradualmente. Sin embargo, en peces
adultos, el mivel de expresién del gen ragf es alto v similar al encontrado a los 3 ddf.
Mediante hibridacién in siru, la expresion de rag! se detecta en rifién a las 2 sdf (Lam v

col., 2004).

II1.2.4.1. Linfocitos B ¥ células plasmiticas

Mediante la utilizacién de anticuerpos especificos, los linfocitos B se detectan
por primera vez a la segunda semana después de la eclosion (sde) en el nfion cefalico v
bazo de carpa, alos 58 dde en el rifién de larvas de bacalao v a partir de los 87 dde en el
bazo v nfién cefilico de larvas de lubina. En el pez cebra, la expresion de la regidn
constante de 1a cadena ligera de 1a Ig se detecta en niveles bajos en niién cefilico y timo
desde 1a 3° sdf mediante hibridacién in sits (Koumans-van Diepen vy col., 1994; Shroder
v ¢ol., 1998; Dos Santos y col., 2000; Lam v col., 2004).
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En la lubina, la sangre contiene el mayor porcentaje de linfocitos B, seguido del
bazo, niién cefilico, digestivo y timo. El porcentaje de linfocitos B incrementa en
sangre y digestivo hasta los 335 dde. El niimero méximo de linfocitos B en bazo se
alecanza a los 208 dde mientras que en rifién cefilico se aleanza entre los 117 v los 208
dde. De los 208 hasta los 335 dde se observa un descenso en el nimero de linfocitos B
en ambos érganos coincidiendo con ¢l otofio v el invierno (Dos Santos v col., 2000). El
bazo contiene el mayor porcentaje de células plasmaticas seguido del rifién cefilico
{Dos Santos v ¢ol., 2000) lo que concuerda con los datos del estudio ultraestructural de
rifién cefilico (Meseguer v col., 1991) v de bazo (Quesada vy col., 1990) adultos.

En la carpa, el porcentaje de linfocitos B en el niién v bazo aumenta en ammales
de un mes de edad. Las células plasméticas se encontraron en suspensiones celulares de
rfién cefilico, pero son raras en suspensiones de bazo vy estin ausentes, o sélo
ocasionalmente presentes, en ¢l timo v en sangre. En larvas de 2 semanas de edad no se
observan ¢élulas plasméticas en el rifién cefilico y s1 estin ya presentes en amimales de
1 mes de edad. El porcentaje de células plasmaticas se incrementa con el desarrollo v

alcanza un méaximo a los 3 meses de edad (Koumans-van Diepen v col., 1994).

II1.2.42. Linfocitos T

Las primeras células linfoides que aparecen durante la ontogenia son los
linfocitos T (Dos Santos v col., 2000). Mediante la utilizacién de anticuerpos
especificos, los linfocitos T se detectan por primera vez en el timo en distintos
momentos del desarrollo: al final del dia 4 después de la fecundacién en carpa
{(Koumans-van Diepen v col., 1994) v a los 5-12 dde en la lubina (Dos Santos v col.,
2000). En pez ccbra, la expresién de la regién constante de la cadena a del receptor de
linfocitos T se detecta en mveles bajos a los 4 ddf en timo (Danilova v col., 2004) v ala
3® sdf en el rifién (Lam vy col., 2004).

En la lubina, los linfocitos T inerementan en namero hasta los 66 dde
aleanzando su nimero maximo a los 101 dde en sangre, bazo v riién cefilico (Dos
Santos y col., 2000). En las primeras etapas del desarrollo, el érgano con mayor
porcentaje de linfocitos T es ¢l timo, seguido del tracto digestivo, sangre, rifién y bazo.

Ademis, se encuentran en mayores porcentajes que los linfocitos B en esos mismos
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érganos, con la excepeién del bazo (Dos Santos v col., 2000). El alto porcentaje de
linfocitos T encontrado en sangre puede indicar que ocurre una migraci6n desde el imo

hasta otros drganos, como ha sido sugerido por otros autores (Secombes y col., 1983;

Tatner, 1985; Jofesson v Tatner, 1993; Abelli v col., 1996).

Los timocitos que se presentan a los 4 ddf en la carpa tienen un nucleo
cucromatinico, un citoplasma abundante con numerosos ribosomas v mitocondrias
grandes. Durante la 1° sdf, los timocitos estin distribuidos incluso entre las células
epiteliales. Desde la 4* sdf, se observa diferente densidad de timocitos en distintas
regiones del timo. La mavoria de los timocitos medulares presentan un nicleo grande
irregular v abundante citoplasma comparados con los corticales. En la zona de
transicién corteza-médula, los timocitos son similares a los corticales. Entre 8 v 30 sdf,
la distribucién de los timocitos cambia gradualmente. De hecho, no se detectan
timocitos en la médula del timo mientras que si aparecen en la corteza (Koumans-van

Diepeny col., 1994).

II1.3. Factores de la inmunidad hamoral

Los estudios realizados hasta el momento sobre la ontogenia de factores de la

inmunidad humoral son muy escasos.

II1.3.1. Inmunoglobulina M

Las inmunoglobulinas son los factores humorales mas importantes de la
inmunidad adaptativa. La aparicién de IgM citoplasmica v de membrana en los
linfocitos B waria entre diferentes especies. Igualmente, la comparacidén de los datos
publicados es muy complicada debido a los diferentes métodos usados para la deteceidn
de IgM: inmunocitoquimica, hibridacién in siti, citometria de flujo, ELISA v Western
blor. En general, 1a IgM aparece antes en el desarrollo en peces de agua dulce que en
peces marinos. Asi, en peces de agua dulce como la trucha arcoiris y el pez gato se
detecta Igh de membrana a la 1° sde (Castillo v col., 1993) v en ¢l pez cebra se detectan
anti cuerpos mediante Wesrern blor v mediante purificacién de inmunoafinidad entre 1a
4* y 1a 6° sdf (Lam v col., 2004). Por ¢l contrario, en ¢l pez marino denominado perro

pintado se detecta IgM entre 1a 1° v 1a 4° sde (Gréntvedt v Espelid, 2003). Sin embargo,
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la capacidad para desarrollar una respuesta humoral mediada por anticuerpos no se
correlaciona necesariamente con la primera deteccién de Ighl. Por tanto, puede existir
un lapso entre la deteccidn de IgM v la inmunocompetencia funcional, como ha sido
demostrado en varias especies de peces (Dos Santos v col., 2000; Petrie-Hanson v

Aimsworth, 2001).

La aparicién relativamente tardia de IgM autdloga podria estar compensada con
la IgM transfernda a la descendencia por parte de la madre. Se ha demostrado la
existencia de¢ transferencia materna de IgM en los ovoeitos y embriones de varias
especies como en la solla europea (Bly v col., 1986; Mor v Avtalion, 1988; Takemura,
1993; Suzuki y col., 1994; Brewl vy col., 1997; Olsen y Press, 1997; Picchieti v col.,
2004), Oreochromis mossambicus, la carpa, la lubina v el salmén atlantico. Sin
embargo, en diferentes estudios se ha demostrado que esta IgM materna no protege a
larvas v juveniles pudiendo desempeiiar un papel diferente (Lillehaug v col., 1996;
Tanaka y col., 1999). Posiblemente, proteja frente a una transferencia vertical de ciertos
patégenos, ayude a la fagocitosis o a la activaciéon del complemento o actie

simplemente como nutriente en el saco vitelino.

I11.3.2. Complemento

El sistema del complemento es un sistema de defensa constituido por 20-30
proteinas diferentes v varios receptores. Cuando es activado, unos componentes van
activando a otros de forma secuencial. Las funciones principales del complemento son
la opsonizacién (eliminacién de antigenos recubiertos de componentes del complemento
por fagocitos), la lisis de microorganismos v células infectadas vy la inflamacién
{produccién de péptidos biolégicamente activos con actividad anafilotéxica vy
quimniotictica). Existen algunos trabajos sobre la ontogenia de diversos componentes del
complemento en el bacalao (Lange v col., 2004a), en el pez perro pintado (Ellingsen v
col., 2005), en ¢l fletan del Atlantico (Lange y col., 2004b), en la trucha arcoiris (Lovoll
v ¢ol., 2006) v en el salmén atlantico (Lovoll v col., 2007). En la mavoria de los casos,
solo se ha estudiado la ontogenia del componente C3 del complemento después de 1a
eclosién del huevo. Mediante inmunocitoquimica, en el fletan del Atlantico se detecta el

componente C3 desde el dia 5 dde en varios tejidos v drganos (Lange v col., 2006)
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mientras que en el bacalao presenta una localizacién similar, pero aparece en una fase
mas temprana del desarrollo {1 dde) (Lange v col., 2004). En el perro pintado, en la
carpa, en la trucha v en ¢l salmén atlantico, ¢l C3 se detecta en huevos no fertilizados
mediante Western blor (Ellingsen vy col., 20035; Huttenhuis v ¢ol., 2006; Lovoll v col.,
2006, 2007) v mediante PCR a tiempo real, el transcrito del C3 se observa en carpa
inmediatamente después de la fertilizacién (Huttenhuis v col., 2006), en trucha a partir
del dia 7 después de la fertilizacién y en salmén atlantico a partir de los 14 ddf (Lewvoll
y col., 2006, 2007). Por tanto, ¢l conocimiento existente en la actualidad sobre el
sistema del complemento de peces ¢s bastante escaso y estd basado principalmente en

estudios immunocitoquimicos y de Western biot en unas pocas especies.

IT1.3.3. Lisozima

La lisozima ¢s una enzima muy importante en la defensa innata v se encuentra
ampliamente distribuida en vertebrados ¢ invertebrados. Entre sus funciones, destaca la
hidrélisis del enlace p-(1, 4) del glicésido umdo al peptidoglicano de la pared celular
bacteriana. Aunque inicialmente se asocié con la defensa frente a bacterias Gram
positivas, también se halla implicada en la defensa frente a bacterias Gram negativas,
parasitos y virus (Ingram, 1980; Jolles y Jolles, 1984; Alexander e Ingram, 1992). La
lisozima esta presente en ¢l mucus, en tejidos linfoides, suero v otros fluidos corporales
de la mavoria de las especies de peces. Los estudios realizados hasta 1a fecha sobre la
ontogenia de esta enzima son muy escasos. La lisozima ha sido detectada en ovocitos,
huevos fertilizados y estadios larvarios de diversas especies de peces, por ejemplo,
ovocitos de salménidos, en O mossambicus, en lubina v en otras especies de peces
{Murray v Fletcher, 1976; Kudo, 1991, 1992; Yousif v col., 1991, 1994a; Takemura v
Takano, 1995; Takemura, 1996; Brown v col., 1997; Cecchim y col., 2000). Mediante
imunocitoquimica, la lisozima se detecta por vez primera a 6 dph en el primordio de la
vejiga natatoria, ¢l saco vitelino v ¢l higado de & mosambicus (Takemura, 1996). En
huevos fertilizados de trucha arcoiris, la lisozima se encuentra en la envuelta de
fertilizaci6n que desempefia un papel protector del embrién v contiene varias enzimas

fungicidas y bactericidas (Kudo, 1991).
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IT1.3.4. Lectinas

Las lectinas, como las lectinas tipo C y pentraxinas, son proteinas que unen
carbohidratos ¢ interaccionan con estructuras de las superficies patogénicas produciendo
opsonizacién, fagocitosis o activacidn del complemento. Se han aislado varnas lectinas
de ovocitos de la lubina (Topliss v Rogers, 1985) v Oncorhynchus kisurch (Y ousif v
col., 1994b), de ovocitos y huevos fertilizados de la trucha arcoiris (Bildfell v col.,
1992; Tateno y col., 2002) v de ovocitos de la liebre de mar (Fletcher y col., 1981).

I11.3.5. Otros factores humorales

Los inhibidores de proteasas pueden desempefiar un papel en la defensa frente a
patégenos que secretan enzimas proteoliticas (Zuo y Woo, 1997). La a-2-
macroglobulina ha sido estudiada inicamente en carpa mediante PCR a tiempo real v se
detecta inmediatamente después de la fertilizacion (Huttenhuis v eol., 2006). Otros
factores humorales como inhibidores de cisteinproteasas (Yamashita v Konagaya, 1991,
1996; Kudo, 1998) ¢ inhibidores del crecimiento bacteriano (Macey y col., 1982) han
sido detectados en huevos de varias especies de peces v en el plasma de larvas de
Geotria australis, respectivamente. Por Oltimo, también han sido aislados péptidos

inhibidores v promotores del crecimiento tumoral en ovocitos del sibalo americano

{Sheid y col., 1989).

Por tanto, los datos disponibles sobre la ontogenia de los factores humorales de
peces son muy escasos y son necesarios muchos mas estudios a mvel de expresion
oénica v de protedmica para conocer los factores humorales presentes en peces v la

funcién que desempefian.
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KEYWORDS Summary

Innate immunity; Two major professional phagocyte populations have been described in fish, namely
Infectian; dranulocytes and monocybes/macrophages. Although the distribution and localization of
Vibrip anguitlarum; macrophages have been documented in several telegst species using mainly light and/ar
Acidaphilic pranula- electron microscopy, the lack of appropriate markers for these cells has hampered our in-
oytes: depth kmowledge of their biclogy. We report here the generation of 2 monospecific rabbit
Interleukin-17; polyclonal antibody against the gilthead seabream macrophage colony-stimulating factor
European seabass; receptor {Mcsfr}, which i= an excellent marker of macrophages in mammals and the
Teleosts zebrafish. The anti-#csfr has been found to be very useful in immunchistochemistry (IHC)

to specifically immunostain the purified macrophages {adherent cells) obtained from the
head-kidney as well as different cell populations in paraffin-embedded organs, including
the head-kidney, spleen, thymus, gills and liver. Unexpectedly, however, no Mcsfr
immunoreactive (Mcsfr') cells were observed in the brain and intestine of the gilthead
seabream. We also show that the distribution of Mosfr® cells in the head-kidney and the
spleen iz unaltered following infection with the fish pathogenic bacterium Vibrio
anguifigrom and that the Il1b-producing cells in these bwo organs after infection are
exclusively acidophilic granulocytes. Finally, as the epitope recognized by the anti-Mosfr is
well conserved, we illustrate the potential usefulness of this antibody in other telecst
species, such as the European seabass.

& 2008 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Abbreviations: BSA, bovine serum albumin; DAB, 3, 3°-diaminoberzidine tetrahydrochlonde; IHC, immunohistochemistry; [, interleuking
wcsfr, macrophage colomy-stimulating factor receptor; FAME pathoeen-associated molecular pattern; PBS, phosphate-buffered saline; PET,
PBS+BSA+Trton X-100; Tlr, toll-like receptor; Trf, tumor necrosis factor; TEC, thymic epithelial cell.
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l. Mulero et al.

Introduction

Phagocytes are cells principally dedicated bo the recognition
and elimination of invading organtms and damaged tissues.
In fish, bwo major professional phadecyte populations have
been described: granulocytes {particularly neutrophils) and
mononuclear phagocytes {circulating momocytes and tissue
macrophages) [1]. Their movement to the sites of microbial
invasion is an early event in the inflammatory response, and
the role of host-derived factors as attractants, such as
eicosanoids and chemokines, has been reported [2]. Funda-
mental to the protection offered by the phagocykes i= their
backericidal activity, which & closely associated with the
production of reactive axygen and nitrogen intermediakes
[3].

Macrophages of adult fishes and their ontogeny have been
studied in several teleost species using mainly light andfor
electron microscopy due to the lack of approprizte markers
for specific cell populations in most species. In mammals,
the macrophage colony-stimulating factor 1 receptor (Mcsfr)
has been used a= a marker of macrophages, since ilks
expression in embryonic and adult mice & largely restricked
to the monocyte/macrophage lineage [4,5]. In fact, this
receptor has been shown to regulate the survival, prolifera-
tion and differentiation of mononuclear phagocytic cells,
and iz the primary regulator of mononuclear phagocyte
production in wiva [6]. Similarly, the zebrafish mcsfr 2ene is
expre=s=ed in macrophages [7], but iz al=o strongly expres=ed
in neural crest derivatives [B]. We have also demonstrated
that the expression of the mcsfr gene is restricted to the
monacyte /macrophage lineage in the gilkthead seabream, an
immunalogically tractable bony fish model [2].

One important function of macrophages is the regulation
of the immune respons=e through the production of a variety
of cytokines, such as interleukins (lls), interferons and tumor
necrosis factor (Tnf), and inflammatory prostanoids. 111b
plays a pivotal role in the inflammatory response, where it
induce= the expression of a wide variety of genes that are
characterktically exprew=ed during inflammation, particu-
larly other cytokines [10]. To further understand the role
played by macrophages in the fish immune response, we
report here the generation of a monospecific rabbit
polyclonal antibody generated against the Mcsfr of the
dilthead seabream and its usefulness for studying the
distributicn and localization of Mcsfr' cells in different
organs. We also describe the distribution of Mcsfr immunor-
eactive (Mcsfr') cells and IMb-producing cells in this species
following infection with the fish pathogenic backerium
Vibro anguilfarum.. Finally, we illustrate the usefulness of
the anti-Mcsfr in other telecst species such as the European
seabass.

Materials and methods
Animals

Gilthead seabream (Sparus gurgta L., Actinopterygii, Spar-
idae) specimens were kept in 2601 of running seawater
aquaria {flow rate 15001/h) at 23 °C under a 12-h light/ dark
cycle and fed with a commercial pellet diet (Skretting) at a
feeding rake of 152 of dry dist per kilogram biomass of fish

per day. European seabas (Dicentrarchus lobrax L, Perci-
formes, Moronidae) and Senegalese zole {Soleg senegofensis
K., Pleuronectiformes, 5oleidae) specimens were obtained
from the Murcia Oceancgraphic Centre {IEO). All animal
studies were carried out in accordance with the European
Union regulations for animal experimentation.

Isolation of macrophages

Gilthead seabream head-kidney cell suspensions obtained as
described elsewhere [11] were incubaked overnight in
serum-free medium in six-wells cell culture plates. Macro-
phage monoclayers were then repeatedly washed with
phosphate-buffered saline {PB5, pH 7.2 7.4) to remove the
non-adhering cells, fixed in 4% paraformaldehyde =olution
for 30min and subjected ko an avidin biotin immunohisto-
chemitry {IHC) method {zee below). The identity of the
obtained monolayers was confirmed from the expression of
the micsfr dene [%].

Experimental infection

Gilthead seabream specimens were injected i.p. with 1 mil
PBS alone or containing a sublethal dose (10%) of exponen-
tially 2rowing V. anguiflorum RB2 cells (serogroup 01) [12].
Head-kidney, spleen; liver, gills, brain, intestine and thymus
fragments were obtained and processed for light micro-
scopic studies (see below) at 4, 24, 48 and 72h post-
infection.

Light microscopy and IHC

Tiz=ue fragments were fixed overnight in Bouin fluid or 4%
paraformaldehyde =olution, embedded in Paraplast Plus
{Sherwood Medical, Albuta, Canada) and sectioned at a
thickness of Spm. After being dewaxed and rehydrated,
some sections were stained with haematoxylin and eosin,
while others were subjected to an IHC method [13] us=ing
purified rabbit polyclonal antisera raised against synthetic
peptides corresponding to an internal epitope of the
extracellular domain of the gilthead s=eabream Mecsfr
(SLRVVREKEGEDYLLPC) or to the C-terminus of the gilthead
zeabream Il1b (RRHRIFKFLPPKPEYEGGEC) {both from Pacific
Immunclogy). The sections for the Mcsfr immunostaining
were incubated in ethylenediaminetetraacetic acid (1 m,
pH 8.07 at 35*°C for 20min to retrieve the antigen. After
cooling, they were incubated for 40min in peroxidase-
quenching =olution (H;0; in methanol, 1:%) ko eliminate the
endogenous peroxidase activity and then rinsed in PES and in
PB% containing 0.01% bovine serum albumin {B5A) and 0.2%
Triton X-100 {PBT). After 30min incubation with PBS
containing 0. 5% B5A to block the non-specific reaction, they
were rinsed in PBT and incubated for 2h at room
temperature with a 1:100 dilution of the anti-Mc=fr or the
anti-l1b. After washing in PET, the sections were exposzed to
anti-rabbit 12G  (whole molecule)-bictinylated antibody
produced in swine {Dako Cytomation) diluted 1:100 for 1h
at room temperature. Afterwards, the samples were washed
in PBT and incubated for 1h at room temperature with the
avidin-biotinylated peroxidase complex (Dako Cytomation)
according to the manufacturer’s instructions.

Please cite this article as: sMulero |, et al. Characterization of macrophaees from the bony fish gilthead seabream using an antibody against
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All the samples were then washed in PBT and in 0.5 M
Tris HCl buffer {pH 7.6}, and the peroxidase activity was
revedled by incubation for Smin at room temperature with
0.05% 3,¥-diaminobenzidine tetrahydrochloride {DAB} in
Tris HCL buffer containing 0.05% H,0,. The specificity of the
reactions was determined by omitting the first antibody and
incubating the primary antibody with a 10-fald molar excess
of the synthetic peptide used ko raise it. 5ome of the
sectionz were slightly counterstained with haematoxylin,
dehydrated, mounted in DPX and examined under an Axiclab
microscope {feizs=). The photographs were obtained with a
digital camera CoolSMAP (RS Photometrics) using a Pentium
Il computer with a Conl5MAP (RS Photometrics) software.

For the immunofluorescence technigue, sections were
incubated with the anti-Mcsfr antibody, followed by tetra-
methylrhodamine tothiccyanate-labelled anti-rabbit Igs
(Daka) diluted 1:30. Samples were mounkted in glycerine
and immediately examined and photographed using an
Axiolab fluorescence microscope {feiss).

Other sections were subjected to a double IHC method
using the anti-ll1b together with the G7mdAb, which is
specific to gilthead seabream acidophilic granulocytes [11].
Sections were exposed bo the anti-ll1b antibody as described
above and then incubaked for 1h at room Eemperature with
an anti-rabbit 126G {whole molecule)-alkaline phosphatase
antibody produced in goat (Sigma) diluted 1:50. The samples
were then washed in PET and 0.5M Tris HCl buffer, and the
alkaline phosphatase actwity was revealed by incubation for
3 min at room temperature with Fast Red TR/MNaphthaol AS-
M (Sigma). The sections were mounted in glycerine and
immediakely examined and photographed. After identifica-
tion of the IM1b positive cells, a second immunostaining
reaction was performed on the same sections, which were
thenincubated for 2h at room temperakure with the G7 mab
diluted 1:100. After that, the sections were exposed to anti-
mouse 126 (whole molecule)-peroxidase antibody produced
in goat {5igma) diluted 1:200 for 1h at room temperature.
The peroxidase activity was revealed by incubation for 5 min
gt room temperature with DAB as described above. The
sections were again mwounted in glycerine, examined and
photographed. Finally, the sections were slightly counter-
stained with haematoxylin, dehydrated {the red staining
from the alkaline phosphatase activity is lost after dehydra-
tion), mounted in DPX, re-examined and photographed.

Results

Mosfr immunoreactive cells are observed in the
head-kidney, spleen, liver, gills and thymus of
healthy gilthead seabream specimens

We first analyzed the usefulness of the anti-Mcsfr antizerum
in head-kidney adherent cells, which have been shown to be
mainly constituted by macrophages according to the
expresz=ion of the macrophage marker mcsfr [2] and the
induction of several phagocyte markers upon ackivation with
different pathogen-associated molecular patterns (PAMPs),
including toll-like receptor & (%), tird, i 1h, cyclooxygen-
a=e 2 and Tnf & {trfa) [14]. The results showed that the cell
membrane of non-permeabilized macrophages was strongly
immunostained with the anti-mcsfr antibody {Figure 1A).

These results prompted us to analyze the anti-Mcsfr in
sections from different organs. In the head-kidney, numer-
ous Mosfr® cells showing long thin cell processes were
ob=erved distributed throughout the stroma of this organ,
although they were more abundant in the vicinity of the
blood vessels (Figures 1B D). In the spleen, numerous small
Mesfrt cells were found to form a cellular nebwark in the
white pulp (Figure 1E). Notably, Mcsfr® cells were also
ob=erved surrounding the ellip=oids present in the white
pulp of this organ (Figure 1F). In the thymus, scattered
Mosfr cells showing long thin cell processes, a large nucleus
and a nuclealus were ob=erved (Figure 16). Several rounded
gill Mcsfr® cells were also observed mainly in the gill
filaments (Figure 1H). In the liver, scarce Mosfr® cells
showing long and very thin cell processes were found among
the hepatocytes (Figures 11 and J). Mo immuncstaining was
observed in the head-kidney and spleen sections when the
primary antibody was pre-adsorbed with a 10-fold molar
excess of the Mcsfr peptide u=ed to raise it (Figures 1K and
Ly Importantly, no scsfr® cells were observed in the brain
and intestine of the specimens {data not shown).

The distribution of Mosfr immunoreactive cells is
not altered in the head-kidney and spleen of
infected gilthead seabream specimens

We have previously shown that an experimental infection of
ilthead seabream specimens with ¥ growillorum results in
the mobilization of acidophilic granulocytes from the head-
kidney to the inflammatory =ite and the spleen [12].
Therefore, we studied whether Y. enguillorum infection
might also cause any changes in the distribution and
localization of Mosfr® cells in the head-kidney and spleen.
Unexpectedly, the localization of Mosfr' did not change upon
infection {Figures 1M 0 and data not shown).

Acdidophilic granulocytes but not Mcsfr
immunareactive cells produce Il1b in infected
specimens

Previous studies have shown that the i 10 gene expression is
drastically up-regulated in the two professional phagocytic
cell types of the gilthead seabream, namely acidophilic
granulocytes and macrophages, upon activation with several
PAMP< [14]. In addition, it has alss been shown that
circulating acidophilic granulocybes from infected animals
accumulate 11b [15]. Therefaore, we investidated whether
Mosfr® cells were also able to produce Il1b in this species, As
expected, no I1b immunsreactive (11b") cells were seen in
the head-kidney and spleen of PBS-injected specimens (data
not shown). However, we observed =carce round-shaped
Il1b* cells located close and inside the blood vessels in the
head-kidney {(Figure 2A L) and =pleen {Figure 2G and J) of
infected specimens at 4, 24, 48 and 72 h post-infection.
Interestingly, the round shape of Ib° cells differed
substantially from that of Mcsfr* cells (Figure 2B and C). In
fact, using a double IHC method with the anti-ll1b tozether
with the G7mAb, it was observed that =ome acidophilic
pranulocytes (G7° cells) of the head-kidney (Figures 2D F)
and =pleen (Figures 26 L) of injected specimens were
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immunostained with the anti-I1b. Notably, all I11b* cells
waere acidophilic granulocytes (Fidures 20 L).

The anti-Mcsfr cross-reacts with head-kidney and
spleen cells of the European seabass but not with
cells of the Senegalese sole

As the epitope recognized by the anti-Mcsfr is highly
conserved among different teleost species belonging to
phylogenetically distant orders {(Figure 3A), we studied
whether it may cross-react with the Mcsfr of other species
and, therefore, whether it could be considered as a useful
tool for studying the localization of Mosfr® cells in different
teleost species. Figure 3B shows that the anti-tcsfr
immunostained a few rounded cells located close o the
blood vessels in the head-kidney of the European seabass,
which belongs to the zame order (Perciformes), but a
different family {Moronidae), as the gilthead seabream
{Sparidae). Howewver, numerous small Mcsfr' cells were
observed in the spleen of this species, where they seemed
to form a cellular nebwark in the whike pulp (Figure 30}, as
in the gilthead seabream {Figures 16 D). The reaction was
specific, since no immuncstaining was observed in the head-
kidney (Figure 30} or spleen (Fidure 3E) of seabass when the
anti-Mesfr was pre-adsorbed with a 10-fold mwlar excess of
the Mcsfr peptide.

We also examined the ability of the anti-Mcsfr antibody to
cro=s-react with head-kidney and spleen cells from the
Senegalese sole, which belongs to a different phylofenetic
order {Pleuronectiformes), and found that the antibody
failed W cross-react with cells of these tissues (data not
showny).

Discussion

The development of comparative immunology, and particu-
larly in fish, has been hampered by the lack of appropriate
markers to unequivocally identify, isolate and functionally
characterize the different immune cell kypes of non-
mammalian species. The production of specific antibodies
to fish macrophages has been particularly difficult, and only
antibodies against macrophages from common carp [16,17]
and rainbow trout [18] have been reported to date.
However, most of these antibodies have been shown to also
recognize other immune cell types, namely granulocytes

[16] or thrombocytes [17]. We experienced the same
difficulties when attempting to raise a specific antibody o
gilthead seabream macrophages by immunizing mice with
head-kidney or peritoneal exudate suspensions or purified
macrophages (unpublished results). For this reason, a
different strategy was followed here and we raised a
monospecific rabbit paolyclonal antibody b6 a synthetic
peptide deduced from the seabream rmcsfr gene, whose
expression has been found to be restricted bo macrophages
[#]. The anti-tcsfr has been found to be very useful inIHC ko
specifically immunostain the purified macrophages (adher-
ent cells) obtained from the head-kidney and different cell
populations in paraffin-embedded organs, including the
head-kidney, spleen, thymus, gills and liver The specificity
of the reactions was always confirmed by pre-adsorption of
the anti-fosfr with the specific peptide used to generate it.
Unfortunately, howsever, the antibody failed to detect the
Mosfr polypeptide in western blot and to immunostain live
cell suEpenstons obtained from the head-kidney, These
obs=ervations, kogether with the fact that the tissue sections
are reguired to be heated at high temperatures to retrieve
the antigen, suggest that the epitope i= not acce=ible in the
native Mcsfr polypeptide. Anyway, these are important
limitations to its use as a more general bool, for example
for i=olating macrophages and quantifying them in different
tissues after an immune challenge. Mevertheless, as the
Mosfr epitope recognized by the anti-Mscfr iz well conserved
among different teleost species belonging to ditant
phylogenetic orders, we showed that this antibody mizht
be useful for studying the localization and distribution of
Misfr™ cells {e.g. macrophages) in cther teleost species, as
illustrated with the European =eabass. However, the anti-
M=crf did not cross-react with lymphomyeloid tissues from
the Senegalese sole, a species belonging to a different order
{Pleuronectiformes) from the gilthead seabream and the
European seabas {both Perciformes). Unfortunately, we
cannot =peculate on the ability of the anti-tcsfr bo
recognize different variants of the epitope since the mcsfr
sequence of the European seabass and the Senedalese sole is
unknown. Therefore, the usefulness of this antibody has ko
be tested in each particular species. However, its failure to
cross-react with S5enegalese sole bissues suggests that it may
not be useful in more phylogenetically distant species, such
a= the rainbow trout (>almoniformes) and the goldfish and
the zebrafish (Cypriniformes).

Figure 1 Distribution of Mscfr™ cells in gilthead seabream immune tissues. Head-kKidney macrophage monolayers (A, inset)

immunostained with the anti-Mosfr antibody (A). Sections of the pilthesd seabream head-kidney (B 0, K, M O), spleen (E, F, L),
thymus (G}, gills (Hy and Liver (|, J) fram healthy (& L) and W anguittarum-infected (M O) specimens wers immunastained with the
anti-Mosfr antibody alone (6 J, M D) or pre-adsorbed with & 10M excess of the Mosfr peptide (K, L) (A) Macrophage maonolayer
strongly immunosteined with the anti-Masfr sel: na iMmunastaining was observed when the primary antibody wes amitted. (B, C
Mumerous fesfr® cells (black arrowheads) are seen around the blood vessels (V). ™1 Melenomacrophage center. (D)
Immunofluorescence showing head-Kidney Mostr™ cells (white arrowheads). fnsef: Detail of a head-Kidney Mosfr™ cells showing
several long thing cell processes, ¥: Blood vessel. (E) Numeraus small Mesfr ™ cells (black amowheads) forming & cellular netwark are
seen in the spleen. V: Bload vessel. {F) Mosfr™ cells (black arrowheads) surrounding the splenic ellipsoids (E) of the white pulp. (G)
Nurmerous s cells (black arrowhesds) with thin cell processes, a large nucleus and a peripheral nucleolus amang the thymocytes
(white arrowheads). (H) Gill round shaped Mosfr® cells (black arrowheads) showing thick cell processes, {1, J) Mosfr® cells in the liver
(black arrawheads) showing numerous lang thin cell processes. inset: Detail of & Mosfr™ cell fram the liver. (K, L) No cells were
immunastained in the presence of & 10M excess of the MCsfr peptide, ¥ Blood vessel, E: ellipsoid. (4 O) The distribution of hesd-
kidney macrophages is not alterad by infection and they are mainly found close to the blood vessels (V). *: Melanomacrophage center.

Please cite thisarticle as: Mulero |, et al. Charactenzation of macrophaees from the bony fish gilthead seabream usine an antibody agai st
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Figure 2 Acidophilic granulocytes but not macrophages produce (11D In infected specimens. Sections of the head-kidney (HK) (& F)
and spleen (G L)y from ¥ anguillaram-infected specimens were incubated with the anti-Il1b antibody (A, B, D, G, J), with the anti-
st antibody (), with the anti-I11b and the GF mab (E, H, K) or with the G7 mab alone (F, [, L) (4) An [11b™ call is seen close ta the
blood vessels (V) in the head-kidney of an infected specimen at 4 h post-infection. (B, C) Consecutive sections showing an [L1b" cell
(black arrowhegad) and numerous macrophages (blue arrowhesds). V. Blood wessel. (D Fy Only a few head-Kidney acidophilic
granulocytes (G, black arrowheads) immunoreact with the [11b antibody (red arrowheads). Note that the same sectian i shown in
the three pictures. V: Blood vessel. (G 1) Only ane acidophilic granulocyte {GF*, black arrowheads) located in the white pulp of the
spleen of an infected specimens immunorescts with the [11b antibody (red srrowhead). Mote that the same saction is shawn in the
three pictures. ¥: Blood vessel. (J, K, L} A circulating acidophilic granulocyte (G77, black arrowheads) & also positive for I11b (red
arrowhesd). V! Blood vessels. *: Melanomacrophage center. Note that the same section is shown In the three pictures.

The IHC study of the head-kidney and spleen of the spleen. Their long thin cell processes that seem to contact
gilthead seabream using the anti-Mcsfr shows that Mo’ those of neighboring cells allow them to form a cellular
cells mainly appeared close to the blood vessels in both network., Motably, the anti-tcsfr also immunostained the
tizsues and are more abundant in the white pulp of the layer of cells that =zurround the ellip=oids of the =pleen,

Please cite this article as: sMulero |, et al. Characterization of macrophaees from the bony fish gilthead seabream using an antibody against
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. ayrata |(Perciformes, Sparidse) SLEVVREEGEDYLLEC
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. rubpipess [(Tetrasdontiformes, Totracdentidae) SLEVVEEECEDYLLEC

A

hl

0. tanganicae (Perciformes, Cichlidae)

F

T, nigrovipidis [(Tetracdontiformes, Tetracdontidae) SWVEVVEFEGEDYLLEC
2, mykise (Salmoniformes, Salmonidae) SLEVVREECGEDHLLEC
D. rerio (Cyprinifermes, Cyprinidas) SLEYVREEGEDLLLEC
Consensus R - & T T

Figure 3 The anti-Mesfr antibody cross-rescts with European seabass lymphomyeloid tissues. {A) Alisnment af the gilthead
seabream Mosfr epitope used to generate the anti-Mosfr antibody with those of different teleost species. |dentical %) and similar (. ar
) residues identified in all proteins are shown in dfferent colors. The accession nhumbers for Mcsfr sequences are CAI38865 for Sparus
aurata, ABW4RR0 for Creochromis tanganicae, AACAD0AEI for Fugu rubripes, CAGUGZTR for Teltraodon nigrowiridis, CADVOARZS for
Ortcortymchids mykiss and CAMI31 60 for Danie rerie. (B E) Sections of seabass head-kidney (B, D) and spleen (T, E} were incubated
with the anti-Mcsfr antibody alane (B, Chor in the presence of & 10M excess of the festr peptide (D, E). (B, C) Scattered Mosfr™ cells
(black arrowheads) are observed close to the blood vessels (V) in the hesd-Kidney, while they are mare numeraus and seem to farm a
cellular netwaork in the spleen. (D, E) Mo sesfr™ cells were observed after the pre-adsorption of the antibody with a 10 excess of the
Mesfr peptide. V: Blood vessel.

which further confirms the specificity of this antibody since
these structures have been described by light and electron
microscopy as terminations of arterioles with a narrow
lumen that runs through a sheath of reticular fibers,
reticular cells and macrophages [1%]. In addition, the
antibody also reacks with a few rounded cells located in

the gill filaments as well as with cells showing long and very
thin cell processes in the liwer which may represent the
gilthead =eabream HKupffer cells. Unexpectedly, the anti-
Mcsfr al=o reacted against large cells that showed thin cell
processes, alarge nucleus and a peripheral nucleolus, which
had previously beenconsidered as the thymic epithelial cells

Please cite thisarticle as: Mulero |, et al. Charactenzation of macrophaees from the bony fish gilthead seabream usine an antibody agai st
the macrophase colomy-stimulating factor receptor. Dev Comp Immunol (2008, doi:10.1016 5. do2008.03.005
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{TECs) of tht species [20]. Confirmation of the definitive
origin, nature and functional relevance of these cells as well
as whether they might expres the Mcsfr must wait for the
availability of appropriate TEC markers in this species, such
as the foxn? gene, whose expression is restricked to TECs in
mammals and the zebrafish [21]. Anyway, further experi-
ments using this antibody are now under way to establish the
functions of the Mosfr® cells present in all these immune
relevankt bissues.

The anti-fcsfr antibody also shows that na Mosfr® cells are
obzerved in the brain and intestine of the githead
seabream. Thit contrasts with previous developmental
studies in the zebrafish that show that early macrophages
{i.e. Mcsfr' cells) invade the brain, especially the optic
tectum [22]. In fact, the mcsfr gene must be reguired for
this behavior, since in the parther mutant, which lacks a
functional mesfr, early macrophages differentiate and
apparently behave normally in the yolk =ac, but then fail
to invade embryonic tissues [7]. Similarly, the presence of
macrophages has also been reported using IHC in Ehe lamina
propria of the intestine of larval and adult specimens of the
commeon carp [22,23]. I is likely, therefore, that macro-
phage= are present in the brain and the intestine of the
dilthead seabream. Should this be the case, the resident
macrophages of these bwo tissues would mot express the
Mcsfr polypeptide.

Anocther unexpected and interesting observation of this
study was that the distribution and localization of Mosfrt
cells in the head-kidney and spleen of the gilthead seabream
were unaffected upon infection with ¥ orouillgrum. This
sharply contrasts with the rapid and strong mwbilzation of
acidophilic granulocytes from the head-kidney to the
inflammatory site {i.e. the peritoneal cavity) and the spleen
following infection with this bacteriom [12,15]. In additicn,
we also found that Mcsfr® cells of the head-kidney and the
spleen did not accumulate I1b after infection, while some
acidophilic granulocytes were strongly immunostained with
the anti-ll1b antibody. This cbservation is surprising since it
has previously been shown that i{ITh gdene expression is
drastically up-regulated, and to the same exkent, in both
acidophilic granulocytes and macrophages after being
activated /n vitro with several PAMPs [14]. However, we
cannct exclude the possibility that Mcsir® cells, i.e.
macrophages, also produce and guickly release I11b after
in vivo infection. This would explain our inability to detect
Il1b inside thes=e cells by IHC. This notion & supported by a
recent report by Greten and coworkers [24] that has
demonstrated that in murine macrophages enhanced pro-
I1b processing depends on caspase-1, while in neutrophils
I1b =ecretion is ¢aspase-1 independent and depends on
serine proteaszes. Whakever the case, these rezults together
with the different gene expression profiles observed for
each cell type following stimulation [14,25] suggest differ-
ent roles for professional phagocytes of fish in the recogni-
tion and elimination of pathogens and in the regulation of
adaptive immune responses.
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Mast cells are important as initiators and effectors of innate
immunity and regulate the adaptive immune responses. They have
heen deswibed in all classes of verebates and seem to be
maomphologically and functionally similar. Howewer, early studies
had shown that fish amd amphibian mast «ells were devoid of
histamine. In this study, we take a fresh look at the evolution of
histamine and find that the mast cells of fish belonging to the
Perciformes arder, the largest and most evolutionarily advanced
order of teleosts, are amed with histamine. More importantly,
histammine is biologially active in these fish where it is able to
regulate the inflammatory response by acting on professional
phagocytes. In addition, the actions of histamine in these immune
cells seem to be mediated through the engagement of Hy and Ha
receptors, which, together with the Hz receptor, are well conserved
in bony fish. We propose that the stoage of histamine in verte-
brate mast cells and its use as an inflammatoyy messenger was
established in primitive reptiles {Lepidosauria} =276 million years
aga. This same feature seems to hawe developed independently in
Percifoim fish much more recently in the Lower Eocene, between
55 and 45 million years ago. a short period during which the great
majarity of Percomorph families appeared.

lung Tish amphibians  indflammation ecinophilic granule <ells
phyloge

he presence of mast cells (WMCs) has been reported in all

classes of vertebrates, including Mish {1-4], amphlubians (5],
reptiles (67, birds {71, and emarmmals (8, 3. Several reports have
deseribed numerous granular cells in the intestinal mucosa,
derenis, and gills of many teleost fish families, such as salemo-
nids {140, 117, cyprinids {12, 13], and erythrinids {2, 147, In
contrast, other studies have Mailed to find granular cells in the
sarne tissues of other lish species (4) or have observed only
very few granolar cells (15, 167, Arnyway, all these studies have
shown that fish W{Cs constitute a heterogeneous cell popula-
tion, which is exemplified by their heterogeneous morphology,
granular content, sensitivity to MNixatives, and response to drogs
(17, 181. As regards this heterogeneity, one of the most
controversial aspectsisrelated to the staining properties of the
cytoplasmic granules of W{Cs, which are frequently deseribed
as either basophilic or eosinophilic. Because of this, dif ferent
authors have referred to them in different species as: mast
cells, basophilic granular cells, or acidophilic/eosinophilic
granule cells (EGCs) (17, 19).

Despite this heterogeneity, the main fundional properties of
MCsinteleostsare fairly similar tothose oW Csin marmemals. Thus,
the granules of fish WCs are also known to contain components
common to ther mammalian counterparts, eg., alkalne and acid
phosphatases, arvlsulphatase and 3 -nuclectidase (20, 213, ly-
sozyine (22), and peptide antibiotics known as piscidins (23], As
regards the two biogenic amines present in the granules of mam-
rralian WCs, namely serotonin and histarmine, all of the studies
perforrmed to date in fish have shown that fish WCs contain the
former but lack the latter (12, 24, 25). In flact, it has been
hypothesized that the storage of histamine inWCs and the powerful

18434 -1843% | PFHAS | Decemberd, 2007 | wvol 104 | noo 48

getions of histamine on somooth muosele have evolved together at
least twice: in the immediate ancestors of lunglish and in the
immediate ancestors of primitive reptiles (24). This hypothesss
upheld by (i) the observation that histamine is stored in the WCs
ol all studied deseendants of pricmitive reptiles but absent from fish
and amphibians (12, 267 and (&) many physiological experiments
have dermonsteated that fish, exeluding lunglish, are unable to
respond to the intravascular injection of histamine (24 However,
the presence of histamine in the gastric mucosa, as a regulatory
rolecule of add gastric secretion, is a general feature in all
vertebrates (27) Tn this study, we look again at the evolution of
histarmine and find that WCs of fish belonging to the Percilormes
arder, the largest and most evolotonarily advanced order of
teleosts, are endowed with histarmine. bore importantly, histarmine
is binlogically active in these fish and able to regulate the inflam-
matory response by acting on professional phagoeytic granulocytes.

Results

Gilthead Seahream MCs Are Found in the Gills and Wtestine. We
abserved numerous cells in the conrective tissue of the gills and
intestine with the morphological and staining leatures of teleost
MCs, Le, the presence of numerous cytoplasmic granules that were
strongly stained with eosin (Fig. 1 A and B). Interestingly, two
different eosinophilic cell types were observed in these organs by
using the G7 monoclonal antibody (ernAb), which is speeilic to
gilthead seabream acidophilic granulocytes {AGs) (28]: WCs (57
cells)and AGs{GT* cells) (Fig. 15). WCs were numerous i the gill
arch, in the connective tissue surrounding the central cartilage of
the gill filarnents (Fig. 157, and in the end of the gill Mlaments. Tn
the intestine, WlCs were nurmerous in the submuocosa layer (Fig. 1.47.
Neither WMCs nor AGs of gilthead seabream showed the metachro-
maticstaining characterstic of marnmalian WCs alter being stamed
with toluidine blue at low pH (Fig. 1.

Gilthead Seahveam MCs Contain Histamine hot Lack Sevotoain Tt is
widely accepted that teleost fish and amphibians WCs lack hista-
mine and, therefore, it s believed that the storage of histamime in
these cells evolved in the immediate ancestors of primitive reptiles
{247, Surprisingly, however, we found that gilthead seabream B{Cs
fie, eosinophilic and G7  cells) were strongly immunostained with
an antibody against histarnine (Fig. 1 D-L). The spealicity of the
reaction was confirmed by preabsorption of anti-histamine with
histarnine [supporting information (ST) Fig. 6] Tn contrast, gilthead
seabream WCs were not irmmunostained with an antibody against
serotonin {Fig. 1 A, which, however, stained serotonergic
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Fig. 1.  Gilthead seabream MOs contain hstamine and lack serotonin. (4 ©)
Sectiors of intestire (A4 and C) and gills (BY were staimed with HEE [4)
immurostained with the G7 mab and slightly counterstained with ecsin (81
or stained with toluidine blue at low pH () (0 F) Section of the intestineg
irmrurnskained with the GY b (0, with the G7 msband the anti-hiskamine
antibody (E), orwith the anti-histamine antibody alome (7). (G L Consedutive
sectiors of healthy (G hor by perplasic (f Qigillswerestained withHEE (Gand
ALimmunctainedwith the G7 and the anti-histamine antibodies (K and £, or
irmrmurostained wikh the anti-histarmine antibody and L (8 O Sections of
the gills were immunostained with the anbi-serotomin antibody (& and O or
with the G mAb (M) and then ournterstained with eosing M and & are
consecutivesectiors. (P R Traremissionelectronmicrograpbe of granular cells
present in intestinal submucosa (P and O and immuonoelectron microseopy
using the anti-fistamine antibody (1), (4) Cellsshmwing a strong staining with
eosin (black arrowheadk) are rumerous in the submucoa layer (5B of the
intesting. ER, intestinal epithelivm. (81 AG: (black arrowheack, G7 ) and MG
{red arrenheack, G7-) are seen in the gill filament. Mote that both cell
populatiors are eesimophilic but that only AGs are immunostained with the
GY mab. (0 The artoplasmic grarules of MG and A& found in the inkestine
donot show metachromasia when stainedwith toluidine blue atlow pH after
being fixed in 104% formalin and 5% acetic acid in methanol. Mote the skrong
metachromatic reackion of the goblet cells (red arrmwheack) of the intestinal
epithelivm (EPFY. M, smooth muscle layer, SB, submucosa. (0 A RO presentin
the intestinal subrmucosacontain histarmine (black arromwheack, G771, whereas
AGs (red arrowheads, G+ do not Y, blood wessel (6 1) Eosinophilic MG
(black arrowheack, G7-) obgerved in the conmective Lesue surrounding the
carkilage (C) of the gill filament contain histamine. An AG (G77) lacking
histarming i< depicted with ared arrmwhead. Mote thatH and | correspond to
the same section. (F L) BEosinophilic M2 iblack arreveheack, GY-1 containing
histarmine (black arrowheads) were numer ows in gills sheowing hyperplasia in
the secondary lamellae (L) Several A5 (GV7) lacking histamine are depicted
wiith red arronwheads, Mote that & amd Ccorrespond Lo bhe same section. GF,
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neunroepithelial cells in the gills (Fig. 1 M and 7] and the fibers that
infervate the smooth moscle of the intestine (data not shown.
Importantly, AGs were negatne [or both histamine (Fig. 1 E, A, and
Ky and serotonin (Fig. 1 M and &), as shown by a double
icnenunohistochemistry (THC) using either the anti-histamine or
anti-serotorin antibodies togetherwith the 57 mAb. We also found
that the nuerber of WCs containing histarmine, as well as the
number of AGs, mcreased considerably i some specimens that
naturally showed slight hyperplasia of the secondary lamellae of the
gills (Fig. 1 L. Finally, two granular cell populations were found
in the intestinal subemucosa by transomission electron microscopny
{Fig. 1 P and (. One of them showed the wltrastroctural features
described forseabream ADs (28], whereas the other s larger { 10 vs.
5 wm) and showed a more heterogenesous granule population
Matably, only the granuoles of the latter are irmmuonostained with the
anti-histarnine antibody (Fig. 1R

Histamine Kills Gilthead Seahream When Injected ip. and Induces
Contraction of the Intestinal Smooth Muscle ex Wive. The above
results prompted us o investigate whether histamine was able to
exert any pharmacological effect on the gilthead seabreamn, because
earlier studies showed that histamine had no great impact on the
cardiovascular system, including blood pressure, heart rate, vascolar
somooth muscle, and permeability of capillares or in the contraction
of extravascular smooth muoscle (241 We observed that gilthead
seabream spedmens rapidly died upon ip. injection of 300 g/
kilogram of body weight of histacnine, although lower concentra-
tions had no elfect (ST Table 1), Tnterestingly, compound 48/80,
which 15 a potent histamine-releasing agent prionanly Crom WCs
{297, was also lethal at concentrations known to promote histamine
release (ST Table 1) Tn addition, this effect was also induced by the
Ha receptor agonist dirmaprit, but not with the Hy receptor agonist
pwridilethylamine or the Hy receptor agonist inmethridine (ST
Table 2). However, we were unable to block this systemic elflect of
histarnine and ditmaprit by using nonlethal concentrations of dil-
ferent histarnine receptor antagonists {51 Table 31 Therefore, we
used the well established intestinal senooth rmusele cont raction assay
tor further study the pharmacological effects of histamine in the
gilthead seabream. Again, it was observed that histarmne, dimaprit,
and compound 4880 caused a strong contraction of the intestinal
srmovoth mosele and constriction of branchial blood vessels, whereas
pyridilethylamine failed to do so (Fig. 2 4-F and 5T Table 47 Tn
addition, all these efMects of histamine were reversibly blocked by
the H; receptor antagorst ranitiding (ST Table 4], Strikingly, ex wivo
incubation of intestine and gill fragments with cormpoand 4880
resulted in the degranolation of BICs from both tissues (Fig. 20 and
K, whereas i pinjection of this agent cansed the degranalation of
gill MCs (Fig. 2 L and M.

Histamine Regulates the Respivatoyy Burst of Gilthead Seahream
Leukocytes, The presence of histamine in the granoles of gilthead
seabream WCs suggests that this moleeole might play a role in the
regulation of the lish inflammatory response, a5 oocurs in higher
vertebrates. Therefore, we sticnolated total head kidney leukocytes
and purilied AGswith VaDNA in the presence of histacnine or the
specilic Hy and H; receptor agonists. The results show that hista-
crine inhibited the Fibho anguillarnem (VaDNA)-primed respira-
tory burst of total head kidney leukorcytes (Fig. 340 and purified

gill Tilarmert. (& O} Ecinophilc MG (black arrowheadk, G771 lack seratanin.
AGs fred arrowheack, G?*) and serotomergic mewroepithehal cells of the gills
[uehite arrowheads) are observed. (P f) Two granular cell kypes are observed
im intestimal submucosa: a granular el type showing the wltrastructural
features of AGs and whose granules are not immunostained with the anti-
histamine antibody (F) and a larger granular cell type wath a more heteroge-
neaus granular population (O, which s ImmunoGaold-labeled with the anti-
histamine antibady (R). CL <ollagen.
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Fig. 2. Histamine regulates smooth muscle contraction in gilthead sea-

brearm. (4 OYAnintestine fragment was breated with 5 g/l histamine, and
imageswere baken every 45 (€ and £ Sections ofintestinal Tragments treated
far 1 min with PBS (£ or histaming (5 mo/ml) (7 were stained with HEE.
Smooth muscle cells of intestine are relaxed (white arrows) and sho round-
oval mucler red arrows) after being incubated with FBS, whereas they are
contracted fwhite arrows) and showvery thin fude ired arrowe) after being
intubated with histamine. (G 1A Gill fragment was treated with 7.5 mgfml
compound J880, and images were taken every 2%, Note that blood moves
awray rom the brarchialarteries after the addition of compound 28880 (Y and
K3 Sectiore of a gill Tragment treated with compound 38804 was immuno-
stained with the anti-histamine serum and then counterstained with gosin,
Mote that eogirepositive cells show astrong degranulation (arrowheack), and
a {ew ol them are weeakly immunostained Tor histamine. (Land M) Sectiors of
the gill arch from PBS (L) or compound S8B80-injected (M) fish were immu-
nistained with the anti-histamine antibody, MNote that cells showing immu-
noreadtiviky with the anti-histamine antibody are not ob<erved inthe gill of
compound Hnjected fish, but several cells with the moarphological {ea-
tures of MCs are present (black arroweheack). C, cartilage:; G, aill arch; GF, aill
filament; B submuwosa; M, smooth moescle layer; V. blood vessel.

AGs (Fig. 38) in a dose-dependent manner. Interestingly, the H,
agonist pyridilethylarmine exerted the same effect and with &
potency sicnilar to histacnine, whereas the Hy agonist dicmaprit at
10 4 D had the opposite elfect and further increased the respira-
tory burst of gilthead seabream phagocytes (Fig. 3 .4 and B). Cell
viabality was not significantly aflected by the treatments and was
=00%, except with 10 AW (ST Fig 7 and 10 ? Wl {data not shown)
dirnaprit, which reduced cell wiability to 70 and 209 in total head
kidney leukocytes, and 22 and 3% in AGs, respectively (data not

18436 | woww.pnasorgiogisdeir 100107 3 pnas 0704535104

Head kidney leukocytes

A e b
5
|
e
o 1500w
X
=
P
¥
% 1wy
E i oy
= fe
2 | i
TR u
1077 4 1 1077 10
B RN EGS
=
—J
E[:'__ [
e
o
=
E (3]
E 9 -
o R L (I
=
&
£z
&)
i E 3
1w 10N TN |
Z Histrine B H1 sponist @ H2 sogorict
Fig. 3. Histamirne regulates the respiratory bursk of gilthead seabream

phagooytes. Total head kidmey lewkocyte (A or poridied &G (B) suspersiors
wiere sbirmulated {or 16 bowith 584 pginl Wabhla in the abgence or preseree of
107% bo 1072 M histamine, pyridiletbylamine (Hq receptor agonist), or dirmaprit
[Hzreceptor agomist). The respiratary burst activity was then measored as the
luminol-dependent chemiluminescerce triggered by BMA (1 pgfml). Data are
presemtedas mean = SE oftriplicate cultures and are representative of three
independent experirments. Different letkers denote stabiskically significant
differences between the groups according to a Waller Duncan test, The
groups marked with"a'" did notshowstatistically significant differences from
cells stimulated with WaDhla alome, which is indicated with a horizontal line.
FLU, relative light urmits,

shown and 51 Fig. 7). Notably, only =20% of live AGs were
responsible for the cherniluminescence response of these cells alter
being treated with 10 3 B dicnaprit, suggesting that the highest
concentrations of this compound led to a strong activation of AGs
that, in turn, induced their death. Tn addition, only AGs, but not
lyemphocytes, died in the presence of 10 3 I dicnaprit, ruling out &
towic ellect of this concentration of the compound on seabream
lewkocytes (ST Fig. 7).

Histamine Is Present Only in MCs of Perciformes Fish. We next studied
whether W{Cs of the other main phylogenetic groups of teleosts and
af lunglish also contain histarmine. First, we studied the Buropean
seabass, which also belongs to the Perciformes order but Lo a
different family (Woronidae), and found that WCs are quite sicnilar
tor those of the gilthead seabream. Thus, seabass WCs were no-
rmerous in the gills and intestine, and their cytoplasmic granules
were strongly stained with eosin (Fig. 44, contained histamine
{Fig. 48], and were devoid of serotonin {data not shown) Tn sharp
contrast, the granules of WIC Troom the rambow trout, which belongs
to the order Salmoniformes, were not stained red with eosin but
were stained purple with Giernsa {Fig. 407, as deseribed (30]. These
cells were observed in the connective tissue surrounding the gill
flarrents {data not shown) and in the intestine (Fig. 47, where they
formed a layer of one or two rows of cells between the stratum
compacturn and the circular muoscle layer. Wore interestingly,
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Fig. 4. Histaming is present only inBCs of Perciformes. Corgedubive sectiore
of seabas gills were stained with HEE (A) or immunostained with the anti-
histarmine antibody [B), Sectiors of rainbow trout intestine were stained with
Gierrsa (O or immmunostained with the anti-histamine antibody (0}, Sectiors
of lungfishintestine (€ and G and aills (7 werestained wikh HEE (E), toluiding
blue (FL or anti-histarmine antibody (G). Sectiors of frog intestine (H and
immurostained with the anti-serotonin (K or anti-histamine () antibodies
and them counterstained with toluidine blue (TB). (4 and B) Mumerous emsin-
aphilic MG contaimng histarmire (black arromwheacs) are observed at the end
of the gill filaments. O cartilage: V. blood vessel. (€ and 01 Numerous MG
[black arrmwheack) showing purple granules are seen bebween the smooth
mecle layer (M) and the stratum compacturmn (E5) inthe intestine. Mo hista-
mine-positive Cells are Tound in the intestine. EP, intestinal epithelium; 5B,
submwcosalayer. (£ GINwmerows eosin-positive and metachr omatic-negative
MCs ired arrowheack) showing birefringent granules are observed in the
intestinal submucosa and gills. Mo hiskamine-positive cells are Tound in the
intesting. W, blood vessel; asterisk, pigmentcell. (Hand 1 Several MOt located
inthe intestimal submwosa (5B showeing metachromasia after being stained
with toluidine blue (blue arrowheads). Metachromatic MO are not immuno-
stained with anti-serotonin or anti-histamine sera. Moke the presence of bwo
serotanin-immuonoreackive enteroendocrine cells fwhite arrmuheack) in the
intestinal epithelium (EPY.

rainbow trout WCs were devoid of histarnine (Fig. 403 and sero-
torin {data not shown). Sienilarky, we did not find any histamine-
positive cells in the gills and intestine from any of the other species
analyzed, including zebrafish {Cypriniformes), Buropean eel {An-
guilliformes), and turbot and Senegalese sole (both Plewronecti-
formes] (data not shown). Tn addition, both HEE and Giernsa
staining failed to identify “typical" WCs, L, those showing eosin-
ophilic granules, in the gills and intestine of all these species.

Mulero at &l

Notably, no serotonin-irnmunoreactive cells were found in the
intestinal subrmueosa of all these species, although a few serotorin-
inmunoreactive enteroendoorine cells were located in the intestinal
rucosa of trout and eel (data not shown). Finally, numerous
eosin-positive/metach romatic-negative cells were observed in the
intestinal submueosa and gills of lungfish (Fig. 4 £ and F), but they
were devoid of histamine (Fig. 465) and serotonin {data net shown.

We also extend our study to bwo of the main groups of amphib-
ians: frogs and newts. WCs of the intestinal submucosa of the frog
showed metachromasia alter being stained with toluidine blue at
lene pH but are devoid of histammine and serotonin (Fig. 4 H and 7.
Although no histamine-irnmunoreactive cells were observed in the
intestine of the frog, some entercendocrine cells located in the
intestinal epithelium were imomuonostained with the anti-serotonin
antibody {Fig. 45, Sinilar results were obtained in the newt; that
is, WCs showed metachromasia alter being stained with toluidine
Blue but they do not contain histarmine or serctonin {data not
showerl]. Strikingly, the i poinjection of up ta 500 mgfkz of histamine
and 15 mgdkg of compound 48/80 are not lethal for the Trogs, and
bath molecules failed to induce the contraction of the intestinal
semonth musele of this species {data not shown).

Discussion

WICs are present in adult enacmenals in virtoally all vaseolarzed
tissues (317, They have been described in all classes of vertebrates
and seerm to be morphologically and Tunctionally sicnilar to their
marmenalian counterparts. Perhaps one of the most controversial
aspects of the biology of WCs of early vertebrates concerns the
presence of histarmine in their granules Tsing a spect rofluoromet-
ric crethod (327, earlier studies had shown that fish and amphibian
MCswere devoid of histarmine {12, 267, whereas its presence in the
gastric mucosa, as a regulatory molecule of acid gastric secretion,
was a general feature of all vertebrates (271 Wore recently,
howeewver, the presence of very low armounts of histamine in the
granules of frog MCs has been revealed by THC (33). Wlore
irnportantly, these observations were further supported by numer-
oaus physiological and pharmacological studies showing that cnost
lish and amphibian species were unable to significantly respond to
the intravascular injection of histarmine (24). To the best of our
knowledge, however, no Perciformes spedes were induded in any
ol these pharmacological studies and rrost morphological studies
irvolving histamine (241, Tn the present study, we wse THC to
describe the presence of histamine in the WCs of teleost fish
belonging to the order Perciformes, the largest and most evolu-
tionarily advanced order of teleosts, as well as the absence of this
rmolecule in lunglish and amphibianWCs. We also show that teleost,
lunglish and amphibian %Cs are devoid of serotonin, another
imnportant inflarmmatory mediator released by mammalian B{Cs
upon activation {7, 8. Tn addition, these morphological observa-
tions are accompanied by several functional assays that demon-
strate that histaemine is able to induce specimen death, contraction
of the mtestinal stmonth muosele, and constriction of branchial blood
vessels in gilthead seabreacn. Strikingly, cornpound 4580, which is
& powerful histamine-releasing agent (ror mammalian W{Cs (297,
induced the degranolation of seabrearm WCs and exerted the same
physwalogical effects as histacnine, suggesting that the release of
endogenous histarmine (rom seabream WMCs mediates the observed
pharmacological efMects of this agent. Tn sharp contrast, however,
histarnine and eompound 48/80 were not lethal for frog, which
further supports our observation on the absence of histamine in
armphibian WCs. Further, all of the observed action of histamine in
seabream WCs may be mediated by the engagement of H; receptor,
because only the H; agonist dicnaprit, but not Hy orHsy agonist s, was
alsoy able to induce specicnen death and semooth muscle contraction.
Although future studies aicred at the characterization of the fish
histarmine receptors are required, well conserved (60% amino acid
sicnilarity between fish and mammals)] homologues for Hy, Ho, and
Hj receptors have been identified in the zebrafish, shown to be
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Evolutiomary model for the storage of histamine invertebrate MCS and it wtilization as aninflammatory messenger. (A1 Py logery shmving the dates

of the last common andestors between the representedclasses and human beings. Dates are givenas molecularclodk estimates (448, andcommonly used model
species are enclosed inparentheses. The emergense of various physiological andimmunological Teatures is showr at the top of the {igure. Adapted from Derie
etal [45) (B Cadogramshowing the phylogenetic relatiors bips bebween the mostimportant orders of ray-Tinned fishes (Actinopterygid Adapted fromTrapani

[46). The orders analyzed inthis study are showr in different colors,

expressed in the brain and a few other tissues, and found to regulate
swimming behavior of young larvae (34). In addition, it has been
reported that seweral antagonists specific for human histamine
receptors can ellectively inhibit Frait ly histamine receptors in wio
and ex wvo (35). Collectively, these data support our pharmaco-
logical expericnents and, therefore, strongly suggest & role for
histarnine in fish.

We also show that histamine isicnportant in the regulation of fish
professional phagocyte activity. Histarmine and the Hy receptor
agomist pyrdilethylamime were both found to strongly inhibat the
phagoeyte respiratory burst activity primed by bacterial DNA,
whereas an Hz agonist had the opposite effect; that is, it further
increased this activity. Henee, histamine may regulate fish phago-
cyte functions in a complex manner through the engagement of
different receptors, as has been shown in muorine macrophages,
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where histamine acting on Hy and H; receptor restricts the growth
ol Mycobacleriwm bovis bacillus Calmette—Guénn via the produoe-
tion of interleckin-18 (36). Tn contrast, in an Eschenchia coli
infections peritonitis model, histacnine acting on Hy and H; recep-
tors inpaired neatrophil recruitment, which delayed the elimina-
tion of bacteria {37 Whatewer the outeorme, our resolts sugzest that
fish phagoeyte functions may be regolated by the release of
histaen ine from WICs upon their activation. Cne interesting question
that rernains to be clarified is the crechanisem by which fish WCs are
actvated, because TgE 15 not present i this group of animals, and
the “classical™ activation mechanism of mammalian BICs involves
engagement of the high-alffinity IgE receptor (FeeRT) by [gE bound
tes specific antigens (38). Newertheless, apart from activation via
FeeRIT, WCs are also activated o release some of the same
rmediators after the aggregation of surface FoyRIIT by TpGlantigen
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cormplexes and alter exposare o a range ol small peptides, including
chermolkires, the anaphylatosing C3a and C5a, and lragments of
fibrinogen and fibronectin (31, 38). hore recently, heterotype
aggregation with activated T eells (39) and the direct recognition of
soluble mediators derived Crom nfecions agents, such us lipopoly-
saccharde, have also been found to indoce DO activation and
rriediator release (407 All these “alternative’ mechanisms may
operate in the activation of fish WCs, because the presence of
receptors for Tl (417, anaphylatoxing (42) and soluble mediators
derived from inflections agents {43) are all functional in these
animals.

Based onourdata, we propose an alternative model for the origin
and evolutionary history of histacnine m WCs (Fig. 5). Tt is possible
that although the storage of histamine in WCs and its wse as an
inflarneratory rmessenge rwas established in prienitive reptiles (Tepi-
dosguria)] =276 mya (44), this same feature developed indepen-
dently in Perciforen fish in the Lower Eocene, between 55 and 45
rrivd, & short period during which the great majority of Percomorph
farmilies appeared (471 Tt s striking that piscidins had a similar
evolutionary history, becanse only the WCs of Percilormes are
endowed with these antirmicrobial peptides (48], However, a related
farmily of antimicrobial peptides, called plewrocidins, are synthe-
sized by WCs of the Atlantic halibut (497, a flat fish belonging to the
order Pleuronectformes and the family Plewronectidae. This
sharply contrasts with our results in two lish species representative
of the order Plewronectiformes, turbot (Scophthalmidae) and
Senegalese sole (Soleidae], whose W{Cs are not stained with eosin
and lack histamine. Collectively, these results suggest great heter-
ogeneity in the mediators produced by the T{Cs of different species
and point to the complexity of the evolutionary history of these
immune cells.

Materials and Methods

Animaks. Gilthead seabream (Sporus aunta T, Percilormes, Spari-
dae) specionens {10-150 o) were kept i 260 liters of running-
sepwater aguaria {Tlow rate 15300 literh) at 23°C wnder a 12-h
light/dark cycle and fed with a commercial pellet diet (Skretting) at
a feeding rate of 15 g of dry diet per kilogram biormass of fish per
day. Zebralish {(Danio rerio H., Cypriniformes, Cyprinidae] of the
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TL genetic background were kindly provided by the Zebrafish
International Resource Center and maintained as deseribed in the
Zebralish handboolk (507, Other fish and amphibian species used in
this study are deseribed in 87 Materials and Methods.

Microscopy and IHC. Tntestine and gill sections were subjected Lo an
indirect THC method (51) wsing the 57 mAb, which is specilic to
gilthead seabream AGs (28], or the polyclonal antibodies against
histarnine (Sigma) and serotonin (INC). Sample processing, section
staining and THC protocols are described in detail in 57 Materials
and Methods.

Pharmacological Assays. This section is described in 57 Malerials and
Methods.

Respivatory BEwst Assay. Total gilthead seabrearm head kidney
lenkocytes were obtained as deseribed {287, AGs, the professional
phagocytic granulocytes of this species, were isolated by cnagnetic-
activating cell sorting (WACS) using the G7 cmAb (28], Total head
kidney leukoeyte or purified AG suspensions were stionulated for
16 h with 50 pgiml phenol-extracted genomic DNA (rom the
bacterium Fibrio anguillonem ATCC 19284 (VaDMNA]D in the ab-
sence of presence of 10 7 to 10 2 W histarmine, pyridilethylamine,
ar dirnaprit. The respiratory burst activity of phagocytes was then
measured as the luminol-dependent dhemiluminescence triggered
by phoarbol myristate acetate (PWA) (43). Cell viability was checked
in parallel samples by Tow cytometry analysis of cells staned with
40 pgml propidinm todide.

Statistical Analysis. Data were analyzed by ANOVA, and a Waller—
Dunean rmultiple range test was wsed to determine differences
between groups.
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Abstract

Antimicrobial peptides {AMPs) are increasingly recognized as a critical first line of
defence against many pathogens. The genes encoding these peptides are expressed in
numerous tissue and cell types from a wide variety of different species including mammals,
amphibians, fish and insects. In this study, we report that the AMPs called piscidins were
primarily present in the mast cells {MCs) of fish and were only 1dentified in fish belonging
to the Order Perciformes. It is striking that histamine was seen to have a similar
evolutionary history, since the only piscine MCs endowed with this molecule are in the
Perciformes. We also show that both MCs and professional phagocytic granulocytes are
armed with different piscidin molecules. Thus, the granules of MCs contained piscidin |
and 3, together with histamine, while phagocytic granulocytes, which are devoid of
histamine, were only immunostained with the piscidin 3 antibody. In contrast, macrophages
are devoid of both piscidins. More importantly, we alse show by immunoelectron
microscopy that piscidin 3 is delivered to the bacteria-containing phagolysosome of AlGs
upon phagocytosis, suggesting arole for these AMPs in the killing of both extracellular and

intracellular pathogenic bacteria.



INTRODUCTION

Antimicrobial peptides { AMPs) are increasingly recognized as a critical first line of
defence against many pathogens. The genes encoding these peptides are expressed in
numerous tissue and cell types from a wide variety of different species including mammals,
amphibians, insects, and fish [1]. Most AMPs share the broad spectrum of antimicrobial
activity, cationic properties and an amphipathic secondary structure [2].

Several AMPs have been found in teleostean fish. In Salmoniformes, two peptide
families were identified from Atlantic salmon, Salmo salar [3] and from rainbow trout,
Oncorfivachus mykiss [4]. In Perciformes, the most evolutionary advanced Order of fish,
three families of AMPs have also been identified: moronecidin from Meorone saxarifis and
Morone chrysops [2], piscidin {also named moronecidins) from hybrid striped bass
{Morone saxarifis x M. chrysops) (5], and several hepcidin-related AMPs, from M. chrysops
(8], Chrysophrys major (7], Acanthopagrus schiegelii and Lareolabrax japonicus [8,%]. In
Pleuronectiformes  (flatfishes), several pleurocidins have been reported from
Pseudopleuronectes americanus [10,11], Hippoplossus hippoplossus, Glyptocephalus
cynoglossus, Limanda ferruginea, and Hippoglossoides platessoides [12]. Pleurocidin and
moronecldin share a remarkable degree of homology in both peptide and genomic
organization [11,13], suggesting an evolutionary relationship between these two AMPs [2].

In higher vertebrates, many of these peptides have been found to be associated with
epithelial layers [14] or are synthesized and secreted by circulating neutrophils and/or tissue
mast cells {MCs) [1,5,13]. In fish, although the presence of piscidins has been demonstrated
in the MCs of Perciformes, it is unknown whether fish professional phagocytes are armed
with piscidin. In this study, we report the presence of piscidins in immune cells of the

teleost fish gilthead seabream (Sparus aurara L., Perciformes, Sparidae) and the finding



that both MCs and professional phagocytic granulocytes, namely acidophilic granulocytes
{AGs), are armed with different piscidin molecules. In contrast, gilthead seabream
macrophages are devoid of these AMPs. In addition, the immune cells of all other
teleostean Orders tested, including Anguilliformes (European eel), Cypriniformes
{zebrafish), Salmoniformes (rainbow trout) and Pleuronectiformes did not contain
piscidins. This results suggest that piscidins and histamine had a similar evolutionary
history, since only the MCs of Perciformes are endowed with histamine. Finally, we also
show by immunoelectron microscopy that piscidin 3 is delivered to the bacteria-containing
phagolysosome of AGs upon phagocytosis, suggesting a dual role for these AMPs in the

killing of both extracellular and intracellular pathogenic bacteria.



MATERIALS AND METHODS
Animals

Adult gilthead seabream {Sparus aurata L., Perciformes, Sparidae) specimens with
a body welght of 150 g were kept In 260 liter, running seawater aquaria (flow rate 1,500
liter/h) at 23 °C under a 12-h light/dark cycle and fed with a commercial pellet diet
{Skretting) at a feeding rate of 15 g of dry diet per kilogram biomass of fish per day.
Zebrafish {Danio rerio H., Cypriniformes, Cyprinidae) of the TL genetic background were
kindly provided by the Zebrafish Intemmational Resource Center and maintained as
described in the Zebrafish handbook [16]. Senegalese sole (Solea senegalensis K.,
Pleuronectiformes, Soleidae) were obtained from Murcia Oceanographic Centre (IEO).
Turbot (Psetra maxima L., Pleuronectiformes, Scophthalmidae) samples were kindly
provided by Dr. B. Novoa, rainbow trout {Oncorfiyrchus mykiss W., Salmoniformes,
Salmonidae) by Dr. A. Estepa and European cel {Anguillc anguilla L., Anguilliformes,
Anguillidae) by Dr. R. Bamrera. Head-kidney, spleen, gill and intestine fragments were
obtained and processed for light microscopic studies (see below). All animal studies were
carried out in accordance with the European Union regulations for animal experimentation

(86/609/EU ).

Phagocytosis assay

Phagocytosis by gilthead seabream head-kidney AGs was studied by flow
cytometry, as described elsewhere [17]. Briefly, aliquots of 5 x 107 head-kidney cells were
challenged with 10° FITC {Sigma)-labeled Vibrio anguillarum strain R-82 (kindly provided
by Dr. AE. Toranzo) or 25 x 10° Texas Red-conjugated Escherichia cofli strain K-12

{Invitrogen), centrifuged at 300 x g for 5> minutes, resuspended and incubated for 60



minutes at 25°C In a light-protected environment. After the Incubation period, the
phagocytosis was stopped in ice-cold PBS and the fluorescence of non-ingested bacteria
was quenched with a solution of 0.4% trypan blue in PBS. The number of green and red
fluorescent cells {phagocytic cells) was analyzed by flow cytometry and then the cells were

processed for electron microscopy {see below).

Microscopy and immunchistochemistry (IHC)

Head kidney, spleen, gills and intestine fragments from gilthead seabream were
fixed ovemnight in Bouin fluid, embedded in Paraplast Plus {Sherwood Medical) and
sectioned at a thickness of 3 pm. After being dewaxed and rehydrated, some sections were
stained with haematoxylin and eosin {H&E) while others were subjected to an IHC method
using affinity-purified rabbit peolyclonal antibody raised against synthetic peptides of
piscidin | {(diluted 1:53), piscidin 3 {diluted 1:200) [18] and Mcsfr (diluted 1:100; which is
specific to gilthead seabream macrophages [19]); or with a commerclal rabbit antibody
against histamine {Sigma) or the G7 mAb, which is specific to gilthead seabream AGs [20].
Production of specific antibodies to piscidin 3 were prepared as described for piscidin |
[18]. Briefly, a synthetic peptide constituting the C-terminus of piscidin 3
{HAGRSIGRFLTG) was conjugated to keyhole limpet hemocyanin {KLH) and then
injected Into rabbits. The antiserum was then affinity purified by running over a column
having the 12-mer piscidin fragment conjugated to cyanogen bromide-activated agarose as
an immunosorbent. The resulting titer of the affinity-purified Ab was 1:13,000 via ELISA.
The peptide-specific antibody had less than 1% cross-reactivity by ELISA, where %

cross-reactivity is 100 times more antibody than is required to produce the same optical



density with either free KLH, conjugated KLH, or free peptide that shares less than 3 amino
acids in the sequence.

The sections for the Mcsfr Immunostaining were  incubated in
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA, | mM, pH 8.0} at 95 °C for 20 minutes to retrieve
the antigen and then cooled to room temperature [15]. For tests with all antibodies, the
samples were incubated for 40 min In peroxidase gquenching solution {Hz0; in methanol,
119} to eliminate the endogenous peroxidase activity and then rinsed in PBS (pH 7.2-7.4)
and mn PBS contaming 0.01% BSA and 0.2% Triton X-100 (PBT). After 30 min incubation
with PBS containing (.5% BS5A to block any non-specific reaction, they were rinsed in
PBT and incubated for 2 h at room temperature with the different specific antibodies
detailed above. After washing in PBT, the sections were exposed for | h at room
temperature to anti-rabbit IgG {whole molecule)-biotinylated antibody produced in swine
{Dako Cytomation) diluted 1:100. Afterwards, the samples were washed in PBT and
incubated for | h at room temperature with the avidin-biotinylated peroxidase complex
{Dako Cytomation) according to the manufacturer’s instructions.

All of the samples were then washed in PBT and in 0.3 M Tris-HCl buffer {pH 7.6)
and the peroxidase activity was revealed by incubation for 5 min at room temperature with
0.05% 3,3’-diaminobenzidine tetrahydrochloride {(DAB) in Tris-HCl buffer containing
0.05% H30s;. The specificity of each reaction was determined by omission of the first
antibody; no immunostaining was observed in these negative controls. The sections were
lightly counterstained with haematoxylin, dehydrated, mounted iIn DPX and examined
under an Axiolab microscope (Zeiss). The photographs were obtained with a digital camera
CoolSNAP (RS Photometrics) using a Pentium III computer with a CoolSNAFP (RS

Photometrics) software.



(Other sections were subjected to a double IHC method using the G7 mAb antibody
together with the anti-piscidin 3 [21]. Sections were exposed to the G7 mAb as described
above and then incubated for | h at room temperature with an anti-mouse IgG (whole
molecule)-alkaline phosphatase antibody produced in goat (Sigma) diluted 1:50. The
samples were then washed in PBT and in 8.5 M Tris-HCI buffer (pH 7.6) and the alkaline
phosphatase activity revealed by incubation for > min at room temperature with Fast Red
TR/Naphthol AS-MX (Sigma). The sections were mounted in glycerine and immediately
examined and photographed. After identification of the AGs, a second immunostaining
reaction was performed on the same sections, which were then incubated with the anti-
piscidin 3 as described above. The sections were again mounted in glycerine and
photographed. Finally, the sections were lightly counterstained with hematoxylin,
dehydrated (the red staining from the alkaline phosphatase activity 1s lost after
dehydration), mounted in DPX, re-examined and photographed.

For immunoelectron microscopy, cells from the phagocytosis assay and fragments
of gills of about 1 mm® were fixed in 2.5% glutaraldehyde and some of them were then
postfixed in 1% Os0Oy4 (both in {.1% cacodylate bufter, pH 7.2-7.4). After dehydration, the
samples were embedded in Epon and sectioned. Ultrathin sections were placed on nickel
grids, oxldized with sodium metaperiodate to restore specific labeling, rinsed with distilled
water, and treated with 30 mM PBS-glycine for 10 min followed by three successive rinses
with PB5 contalining (.2% gelatin and 0.5% B35A (PBG). The grids were then incubated
overnight at 4 "C with the anti-piscidin 3 diluted in PBG {1:20-1:100). After six successive
rinses with PBG, the sections were exposed for | h at 20°C to goat anti-rabbit IgG-gold
conjugate, 10 nm {Sigma) diluted 1:25 in PBG. The grids were rinsed six times with PBG,

three times with PBS-glycine, and finally with distilled water. The sections were then



contrasted with uranyl acetate and lead citrate and examined with Zelss EM 10C
transmission electron microscope. The specificity of each reaction was determined by

omission of the first antibody; no immunostaining was observed in these negative controls.



RESULTS
Gilthead seabream MCs and AGs are armed with piscidin 3

We first analyzed the localization of antimicroblal peptide piscidin 3 in Intestine,
gills and head-kidney. We have previously shown that there are two different eosinophilic
cell populations in the Intestine and gills of the gilthead seabream that can be differentiated
by using either the mAb 7, which is specific to the AGs of this species [20], or a
commercial polyclonal antibody to histamine. These two populations are: AGs (G7/His
cells) and MCs {G7/His* cells) [21]. MCs of the submucosa layer of the intestine {Figs. 1A
and B) and of the gill arches (data not shown) were positive for piscidin 3, as were
circulating (Figs. IC and D} and head-kidney AGs {Figs. 1G and H). In contrast,
macrophages, the other professional phagocytic cell type of the gilthead seabream, did not
contain pisdicin 3 {Figs. 1K and L).

We next studied whether piscidin 3 was present in the other major phylogenetic
groups of teleosts, finding that piscidin 3 positive cells did not occur in the Intestine or gills
from any of the other species analyzed, including European eel {Anguilliformes), zebrafish
{Cypriniformes), rainbow trout {Salmoniformes), and turbot and Senegalese sole {both

Pleuronectiformes) {data not shown,

Piscidin 3 is delivered to the bacteria-containing phagosome in AGs

We next studied by transmission electron microscopy the Immunolocalization of
piscidin 3 in AGs following phagocytosis of killed £ coli or V. anguillarum. An efficient
uptake of the bacteria by AGs was confirmed by flow cytometry {data not shown), as
described previously [20]. As expected, numerous cells with the ultrastructural features of

gilthead seabream AGs [20,22 23] contalned ingested E. cofi within phagosomes that were



adjacent to several round to oval, cytoplasmic granules with a dense core surrounded by a
electron-dense halo (Fig. 2A ). These granules have been described as the type [l granules of
gilthead seabream AGs and seem to comrespond to the specific granules found in
mammalian acidophils [24,25]. Strong immunostaining was only observed with the anti-
piscidin 3 Ab in the electron-dense halo of the type Il granules, whereas the core of these
granules was not immunogold-labeled (Fig. 2B). Interestingly, the anti-piscidin 3 Ab
labeled the ingested bacteria after phagocytosis, suggesting that the piscidin 3 was
delivered to the bacteria-containing phagosomes by their fusion with the type II granules
{Fig. 2C). Gold particles were seen over the electron-dense bacterial contents (Fig. 2C). We

obtained the same results when AGs were incubated with V. arguillarum (data not shown).

Piscidin 1is present in gilthead seabream MCs, but not AGs

The N-terminal of piscidin 3 is also shared with piscidin |, the founder member of
the piscidin family that has previcusly been identified In the granules of MCs of
Perciformes fish [5,18]. Therefore, we used an antibody against the conserved N-terminal
epitope of piscidin 1 in gilthead seabream tissues. Unexpectedly, the anti-piscidin 1 failed
to immunostain spleen and head-kidney AGs (Figs. 3A and H). Similarly, no piscidin |
positive MCs or AGs were observed in the submucosa layer of the intestine {data not
shown) even though these cells immunoreacted with the anti-piscidin 3 (Figs 1 A-D).
However, eosinophilic MCs of the gill filaments immunoreacted with this antibody {Figs.
3C and D} and the anti-histamine {Figs. 3E and F). Furthermore, gill MCs were also

positive for piscidin 1 and piscidin 3 (Figs. 3G and H).



MSCUSSION

We report for the first time in the teleost fish gilthead seabream that two immune
cells of different origin, tissue distribution and defense functions, namely MCs and AGs,
are armed with piscidin AMPs. More importantly, the specific granule population of AGs,
the type II granules, contained piscidin 3, which is released into the phagosome where it
might contribute to the killing of ingested pathogenic bacteria. Using the antibody to the
highly conserved N-terminus of the piscidin family, we confirmed and extended the results
of a previous study [1&8], which showed that piscidins were primarily present in the MCs of
fish and were only identified in fish belonging to the Order Perciformes. These results
suggest that piscidins are evolutionarily widespread within the Order Perciformes, the
largest and most evolutionarily advanced order of teleosts and the largest living vertebrate
order {Fig. 4). It 1s striking that histamine was seen to have a similar evelutionary history,
since the only piscine MCs endowed with this molecule are in the Perciformes [21].
Unexpectedly, we found that MCs of the mtestinal submucosa and AGs were negative for
piscidin 1 but positive for piscidin 3. While the piscidin | antibody should theoretically
react with all piscidins, the piscidin 3 antibody is specific for the C-terminus of piscidin 3,
which differs considerably for piscidins | and 2. Although the immunoreactivity also
depends upon the affinity of the antibodies for the specific epitopes in the target cells,
which is related to the actual sequences of these AMPs in gilthead seabream, our results
suggest that there might be a different subfamily of AMPs that are not necessarily
expressing the conserved N-terminus of the piscidin family but rather might be defined by
the C-terminus of piscidin 3.

Piscidins and pleurocidins have been localized in epithelial cells in skin [10,18,27]

and intestine [10,18] where they might act as a barrier to antimicrobial invasion at the



epithelial interface. We found piscidins in the MCs of the gills and intestine of the gilthead
seabream, which also suggests a protective effect against microbial invasion in these organs
that are considered as important portal of entry for fish pathogens [28]. MCs may afford
protection not only at gills and intestine, but also in tissues where circulating MCs migrate
as a result of injury or inflammation. MCs are generally thought to be involved in the non-
specific innate defense systems of fish and have been shown to degranulate in response to
numercus Immunological challenges or chemical stimulations, ¢€.g., Inoculation with
Aeromonas salmonicida and Vibrio agnguillarem toxins, compound 48/80, formalin-killed
A, salmonicida, substance P, and capsaicin [21,29-31]. MCs have also been noted to
respond, by migration and degranulation, to parasitized intestine, gills, and skin [32].
Similarly, others have shown that the products of degranulating MCs appear to be involved
In stimulating neutrophil migration to sites of inflammation and may also be involved in a
cytotoxic response against tumor cells [31, 33]. Further studies have also indicated that
these cells respond to short-term stress, such as handling, by migrating to specific tissue
sites, notably the gills [34]. Implants or injections of cortisol, however, nhibit the
degranulation of MCs in tilapla swim bladder membrane [33]. This suggests potential
differences in the response of MCs to short-term versus long-term stress and generally
indicates that these cells are an important part of the short-term inflammatory response in
fish. Importantly, different piscidin members are found In the MCs of different tissues.
Thus, piscidin | 1s found In g111 MCs but not in those of the intestine. According to previous
studies, there 1s an interspecific heterogeneity in fish MCs, which is exemplified by their
heterogencsous morphology, granular content, sensitivity to fixatives, and response to drugs
[32,36]. Our data also suggest an intraspecific heterogeneity with several different

populations of MCs in gilthead seabream armed with diverse types of piscidins. Whatever



the case, the presence of piscidins in gilthead seabream MCs of gills and intestine provides
evidence suggesting that this AMP is also utilized as part of the antimicrobial repertoire of
specific inflammatory cells in this species.

One of the major contributions of this study is the finding that piscidins are not only
found in MCs but also in AGs, the main professional phagocytic cell type of the gilthead
seabream [20]. In contrast, macrophages did not react with the antibodies against piscidin |
and 3, which reflects an important difference in the antimicrobial repertoire and the killing
mechanisms of the two professional phagocytic cell populations of this species. Strikingly,
AGs contain piscidin 3 but not piscidin 1. Piscidin 3 is stored in the cytoplasmic type II
granule of acidophilic granulocytes, a granule population that seems to comrespond to the
specific granules found In mammalian acidophils [25]. Interestingly, after phagocytosis, the
bacteria-containing phagosomes are strongly immunostained with the anti-piscidin 3,
suggesting that the membrane of type Il granules fuse to that of the endocytic vesicle and
release large amounts of piscidin 3 into the phagolysosome. These results strongly suggest
that piscidin 3 contributes In an active form to the killing of ingested bacteria by fish
professional phagocytes. Therefore, piscidins would play a dual role in the clearance of
bacterial infections in fish: they would not only act as powerful AMPs in the extracellular
space upon the activation and degranulation of MCs but would also act as part of the

intracellular killing mechanisms of the phagocytes.
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Figure 1. Gilthead seabream MCs and AGs contain piscidin 3. Sections of intestine {A-
I}, wills (E, F) and head-kidney ((G-J) were either stained with H&E (A}, or
immunostained with either the G7 maAb {C, ), the anti-piscidin 3 antiboedy (B, F, H, J),
the anti-Mcsfr antibody (I} or the G7 mAb with the anti-piscidin 3 antibody (D). All
sections were counterstained with haematox ylin

A, B: Cells that are eosinophilic via H&E { A, white arrowheads) show strong staining with
the anti-piscidin 3 antibody (black arrowheads) and are very numercus in the submucosa
layer {5B) of the intestine. EP: intestinal epithelium.

C, D: AGs (red arrowheads, G7*) and MCs (black arrowheads, G7') of the submucosa layer
of the intestine are both immunostained with the anti-piscidin 3. Note that C and I} are the
same section.

E, F: Consecutive sections showing circulating AGs (red arrowheads, G7*) that are positive
for piscidin 3 {black arrowheads).

G, H: Consecutive sections showing numerous AGs (G7") positive for piscidin 3 around a
blood vessel (V) of the head-kidney. *: melanomacrophage centre.

I, J: Consecutive sections showing numerous macrophages (black arrowheads, Mesfr)
around a blood vessel which are not immunostained with the anti-piscidin 3 antibody while

several AGs are piscidin 3-positive {blue arrowheads).

Figure 2. Piscidin 3 is delivered to the bacteria-containing phagosomes in AGs.
Transmission electron micrographs of head-kidney AGs upon phagocytosis of killed £,
coli. Sections B and C were immuno-gold labeled using the anti-piscidin 3 antibody.

A: Cytoplasm of an AG showing two ingested E. cofi {EC) contained within two

phagolysosomes. Note the presence of several type Il granules {GII). N: nucleus.



B: A type II granule showing a strong immuno-gold labeling in the electron-dense halo (H)
of the granule whereas the dense core (C) is not immuno-gold labeled.

C: An ingested bacterium {black arrow) and an adjacent type II granule {blue arrow). Note
the strong immuno-gold labeling of the bacteria and of the electron-dense halo of the type

IT granule.

Figure 3. Gilthead seabream MCs contain piscidin 1. Sections of spleen (A), head-
kidney {B) and gills {C-H) were immunostained with either anti-piscidin 1 {A, B, D, F, H},
anti-histamine (F) or anti-piscidin 3 {(3) antibodies, or were stained with H&E {C). All IHC
sections were counterstained with haematox ylin.

A, B: No immunostaining is observed with the anti-piscidin | in spleen and head kidney. E:
ellipsoid, *: melanomacrophage centre.

C, D}: Consecutive sections of gills showing several eosinophilic cells (red arrowheads) that
are positive for piscidin 1 {black arrowheads).

E, F: Gill MCs f{histamine®, black arrowheads) also immunoreact with the anti-piscidin |
{black arrowheads).

(s, H: Positive MCs for piscidin 3 (blue arrowheads) are also positive for piscidin | {black
arrowheads). Note the gill hyperplasia with fusion of secondary lamellas {L). V: blood

yessel,

Figure 4. Phylogenetic tree showing the fish species whose immune cells are armed
with piscidins. The cladogram showing the phylogenetic relationships between the most
important orders of ray-finned fishes {Actinopterygii) has been adapted from Trapani [26].

The orders analyzed in this study are shown in different colors.
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Absiract

Although it 15 believed that Ash fry depend fundamentally on their innate deflence mechanisms, the cotogeny of fish
innate mnmune cells s poorly understond. In the present study, we have wsed & speciic monoclonal antibody against
aciophilic granulecytes (AGs). the main professional phagoeytic cell type of the beny Ash gilthead seabream. to study
their localization dunng the development of the main lymphomyelowd organs, namely the head kidney, spleen and thymus,
and of the two major portals lor pathogen entry, namely the gills and intestine. AGs were observed in the posterior
intestine and in the hlood earlier than in the haematopoietic kidney (21 vs. 27 days post-hatching, dph). AGs were oheerved
seattered between other cells of the haematopoietic lineage in the head kidney of larvae, but were grouped around the
blood wessels of this ergan in juveniles and adults, where they were alse much more numercus. In the spleen and in
the thymus, AGs were observed much later [62dph) and appeared scattered. AGs were also ohserved in the gill lamella
and the posterior intestine near the anus throughout development.

{5 2006 Elsevier Lid. All nights reserved.

Kepwards: Innate immunity; Head kidney, Spleen; Thymus, Gills; Intestine, Ontogeny; Teleosts

1. Introduction

Abbreviaiions: &G acdophilic gramilocytes; BSA, bowine Fish SgES A% TEIEEES'Ed 5‘_”‘:1 embryos hal_ch inte a
serim al bumin: DA B, 3, ¥ -diaminobenzidine tetrabydr ookl oride; pathogemcally hostlile environment, al a Ume when
dph, days post-hatching; H& E, haematoxylin and eosin; 1HC, their mmunelogical capacity is still severely limited.

IR chistochemistry, mAb, monoclonal antibedy; PES, Although some siudies suggest thal maternal anti-
phosphate-buffered saling; PET, PBS + BSA + Triton X- 14k

*Corresponding author, Tel: + 34968 36758); !}Ddies can be translerred !'hrough the yolk sac [1,2],
fox: + 34968 367967, il seems thal young specimens depend [undamen-
Fomanl ardalvess: wouler o@umees [V, Wiulero). 1ally on their innale defence mechanisms.
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The onlegeny of the mmune cells and the
lymphomyelmd organs thal home them has been
studied in several leleosl species using mainly light
andfor eleciron microscopy because of the lack of
appropnale markers Jor specific cell populations of
mosl of the speass sludied [3 13]). These studies
have shown thal, although the basic developmental
mechanisms of leleosts are largely similar, there are
dilTerences with respecl 1o the timing of develop-
mental evenls. These differences are nol only dus 1o
the widely varyving duration of the embryonic peried
and larva developmenl belween leleosl species, bul
also 1o the lacl thatl larval development is strongly
allecled by cullure condilions, such as lemperalure,
salimly and pholopenod [14]. However, 11 musl be
emphasised thal the struclure of lymphomyelod
crgans, as well as the presence of lymphocyles
wilhin them, does nol corrlale wilth their lunctional
aclivily or degree of matunty [3,15 17].

The aadophilic granulocyles (AGs) of the adull
manne leleost gilthead seabream (Sparws qurara L)
are the mosl abundanl of arculaling granulocyles
and are rapidly recruiled Tom the head kidney, the
main hasmalopoislic organ in fish, lo the mleclion
site [18,1%. In addimion, their main role 15 the
phagocylosis of baclena, which 15 accomplished by
coordinaling theair allachment and inmternalizalion 1o
the release of reaclive oxygen imlemmediales inle the
phagocylic vacuods [18,19). Therelore, these cells have
been  considered [Tunclionally eguivalent 1o the
neulrophils of higher veriebrales [18 20]. We reporl
here the onlogeny of AGs in the gilthead seabream
using the G7 monoclonal anubody (mAB) [18], which
speaifically recognizes these cells. This mAb allowed
us 1o establish the tme of appearance and the
distnbulion of AGs in the mam lymphomyelod
crgans of gilthead seabream larvae, juvenile and adult
specimens as well as in the major pathogen entry siles.

2. Materials and methods
2. 1. Anitmals

Gilthead seabream (5 gqurata L., Aclinoplerygii,
Sparidag) Ity were mainlained al the Muraa
Oceancgraphic Centre (IED) using the “green
waler ™ lechmigue in a 30001 round tank with an
initial densily of aboul 60eggsfl. Malural seawater
(38%o salimly) was healed al the beginning (o
17T+£1°C and filltered through wmechanical and
biclogical subsirales. The ilemperalure naturally
increased and reached 26°C atl the end of the

sxpenimenl. Waler renewal was limiled 1o 2% daily
dunng the first 20 days of cullure and was achieved
by the additien of 70mlim® of a microalgas
conceniraled solution (Phylobloom, MNeclon) con-
laiming 20% of Narpechloropsis occuwlata Aller-
wards, conlimuous waler renewal (309%/h) and
light asration were provided in the lank. Duning
the expeniment the hght inlensily was 10001 at the
waler surlace and the pholopenod 16:3. Larvae
were successively fed with enniched (Selco, Inve
Ammal Health) rotifers rom 6 1o 24 days post-
halching {dph), Artermia naupln (Inve Ammal
Health) [rom 20 1o 35dph, ennched Instar 1
Artemia [rom 31 1o 58dph, and commercial dry
pellel diet (Skretting) rom S dph onward. Larvae
were sampled 2, 6, 8, 10, 13, 21, 27, 34, 48, 62 and
Tedph, and juvemiles 92, 111, 132 and 146dph.

Adull fish (150 g mean weighl) were kept i 2601
runmng-seawaler aquaria (flow rale 15001/h) atl 23°C
under a 12 h light/dark cycle and fed with a commercial
pellel disl (Skrelling) al a [eeding rale of 15 g dry distf
kg btiomass of fish per day. All ammal sludies were
carned oul i accordance with the European Union
regulations [or anmal expenmentalion.

2.2 Light microscopy and immunehistochemistry
(1HC)

Larvas (2 76dph) and juveniles of %2dph (5
speamens of each age) were processed withoul
further dissection while juveniles of 111 146dph
were seclionad inle lwo parls before processing.
Adults (3 specimens) were bled and the head kidney,
spleen, thymus, gills and poslenor imlesting were
removed and processed. Samples were fixed over-
night im Boum Hollands fluid or 4% bullered
paralormaldehyde solution, embedded in Paraplast
Plus {(Sherwood Medical) and seclioned al 5pum.
Aler bang dewased and rehydratled, sections fixed
in Bown Hollande fluid were stained with haema-
loxylin and ecsin (H&E), while seclions fixed in
paraformaldehyde solulion were subjecled 1o an
indirect immunocylochemical method [21] using the
GT7 mAb, which 15 specific 1o gilthead seabream
AGs [19]. The samples were incubaled for 40 min in
peroxidase gquenching solution [HyD; in methanol,
1:9) 10 eliminale the endogenous peroxidase aclivily
and then ninsed in phosphale-bullered saline (PBS,
pH 7.2 74) and in PBS conlaining 0.01% bowine
serum  albumin (BSA) and 0.2% Trilen X-100
(PBT). Aller a 30min incubation with PBS conlain-
ing 0.5% BSA 1o block the non-specific aclion,
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they were nnsed in PBT and mcubaled or 2h al room
lemperalure with the GTmAb diluted 1:100. Aller
washing m PBT, the seclions were exposed lo anli-
mouse g3 (whole molecule)-peroxidase anlibody
produced m goal (Sigma) diluted 1:200 Jor 1h al
room lemperalure. All the samples were then washed
in PBT and in 0.5 M TRIS-HCI bulTer (pH 7.6), and
the peroxidase aclivily revealed by incubalion for
Smin al room lemperalue with 0.05% 3,3-diammo-
benziding tetrahyvdrochlonde (DAB) in TRIS-HCI
btulfer contaiming 0.05% H.D.. The spoaficily of the
raclion was delermined by omission of the first
anlibody. No immunoslaiming was observed in these
negalive conlrols. The seclions were shghtly counler-
slained with hasmaloxylin and examined wilh an
Axiolab microscope (Zeiss). The pholographs were
oblained with a digital camera CoolSNAP (RS
Pholometrics) using a Pentium I compuler wilth a
CoolSNAP (RS Pholomelnes) sollware.

3. Results

3.1 Head kidney

Alhough a renal tubule was already observed
2dph localed anlenor 1o the digeslive tracl anlage
and dorsal 1o the yolk sac (Fig. 1{a)), cells showing
the morphological fealures of hasmalopoielic cells
{round in shape with a ligh nucleus/cyloplasm ralic
and an euchromalimic nucleus) were only [ound
6dph when they could be seen in a veniral posilion
relative 1o the lubules and nexl to the mesothelium
thal limited the penilonzal cavily (Fig. 1{B)). By
21 dph, the number of hasmatopoietic cells had
increased and thair location had changed 1o the
dorsal area of the kidney, by which ume btlood
vessels with erylthrocyles could also be observed
(Fig_ 1{c)). From 21 1o 62 dph, haematopoestic cells
imcreased in number and they migrated gradually 1o
the anlenior area of the kidney (Fig. 1{d)), where
they were alse [ound in the adull. From 62dph
onwards, the head kidney increased in size and the
only remarkable morphological evenls were an
increase in the number of blood wvessels and the
appearance of small melanomacrophage centes in
92 day-old juveniles (Fig. 1{e)). The mmunchisic-
chemical study showed thal although AGs were nol
present until 27dph in this organ (Fig. 1({g)), they
were [ound in the blood vessels adjacent 1o the
kidney (dala nol shown). Nolably, AGs were
observed scallered belween other cells of the
hasmalopoielic lineage in larvae (Figs. 1{g) and

(h1), bul were grouped arcund blood vessels n
juvenles (Fig. 1{1) and adults {Fig. 1{1)), where they
were also much more numercus.

3.2. Spleen

The spleen primordium was observed [or the first
time 3dph in the penlonsal cavily dose 1o the
pancrealic hssue and the inlesline, where 11 was
formed by a small group of undifTerentialed and
basophilic czlls (Fig. 2(a)). By 13dph, the size of the
spleen and i1z number of cells had increased and the
first erylhrocyles were observed (Fig. 2(b)). The
spleen acquired an elongaled shape and a connec-
live capsule 48 dph, when numerous erylhrocyles
were also seen (Fig. 2(c)). Cells showing the
morphological fealures of lymphocyles were ob-
served Tom &2 dph (Fig. 201)). By T6dph (Fig. 2(d)),
the conneclive siroma and the capsule were more
developed and the first ellipsoids {1erminations of
arlericles with a narmow lumen thal runs through a
sheath of reticular fibres, reticular cells and macro-
phages) were seen. Melanomacrophage cenlres were
firstly observed in the spleen of 22 (Fig. 2(g)) and
111 day-old juveniles {Fig. 2(), by which time this
crgan had drastically increased in size and the first
sinusoids could be observed in the core of the organ,
while the periphery showed a higher cell densily. In
adulls, the conneclive capsule was thicker and
showed small trabecula exlending inle the parench-
yma of the organ, which could be clearly divided
inlc a while and a red pulp. The while pulp
appeared i the ouler ara of the organ and was
formed by lymphowd cells dispersed among the
parenchyma and ellipsoads (Fig. 2{2)). The red pulp,
which occupied most of the organ, was [ormed by
melanomacrophage centres and a complex nelwork
ol sinusoids (Fig. 2(hY). Using IHC, AGs wer
observed Jor the first time dispersed in the
parenchyma 62 dph (Fig. 2(1)), imcreasing in number
during development. In adulis, AGs were abundant
and appeared scallered prinapally in the while pulp

(Fig. 201)).
33 Thymus

The thymus was nol observed until 34 dph in the
dorsal-posierior area of the branchial cavily and
was constiiuled by small bazophilic cells showing
the morphological [eatures of thymocyles sur-
reunded by a squamous epithelium (Fig. 3(a)). As
the fish grew, the number of thymocyles increased
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Fig. 1. Ontogeny of head kidrey acidophilic granulocytes. Sapital sections of 2 [a], & [b), 21 [¢], 27 [d) and 62dph [d] and (k) Tarvae; 92 (<)
and 111dph [f) juveniles; and head kidney of an adult specimen (1) staired with HEE [a) (f] or immunostained with the G7 mAb [g) [1).
(2] The kidney, formed by a single renal tukale (RT), is located dorsal to the yolk sac (Y) and anterior to the urdifferentiated di gestive
tract (D). (b) Cells showing the morphological features of hasmat opoietic cells (black arrows) are observed venttal to the renal tubules
[RT). Note the presres of the mesothelivm [open atrow]. [£] Groups of hasmatopoietie cells [black arrows) dotsal to the renal tubules
[RT) and some blood vessels [V, [d) Mutmer ous hasthatopoietic cells [black artow) are located antero-dorsal to the rensl tubaies [RT). LI
liver. G gills. [€) Melanomactophags centres [*) are observed in the hasmatopoiete area of the kidoey for the first time at this stage of the
dewelopment. RT: renal tubule. V: blood wessel. [f] Abundant eosinophilic cells [blue arrows) were seen grouped around the blood vessels
[¥]. () Scattered AGs [blue arrows) among other hasmat opoietic cells are observed in the head kidrey. BT renal tubule. (k) Numerous
& G [blue artows) are distr buted randomy betwesn hasthatopoietic clls, [§] A bindant A& Gs (blue arrows) wers seen oberved around the
blood wesssls (V).

(Figs. 3kl and (d)). By &82dph, the thymus had
differentialed inlo two zones: (1) an inner area called
the medulla, with a low densily of thymocytes and
wilh abundant large epithelial cells, which stained
weakly and showed thin cyloplasmic processes, a
large nucleus, and a palent and peripheral nucleclus
(Fig. 3(b), msel); and (n) an ouler ara called
the coriex, with a higher density of thymocyles
{Fig. 3(b)). The position of these lwo areas changed
during development (Fig. 3{c)), althcugh they

finally relurned 1o their onginal position in juve-
niles, where the madulla was again surrounded by
the corlex (Fig. 3{d)). In adulis, however, the
thymus was consliluled by small groups of thymo-
cyles located belween the filaments of the pseudo-
branch atl the branchial cavily (Figs. 3{e) and ().
Lasily, the mmmunchisiochemical siudy revealed
that a wery lew scallered AGs were cbserved
62 dph lor the first time among thymocyles of the
corlex (Fig. 3{g)). Nolably, although the number of
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Fig. 2. Ontogeny of splenic acidophilic granulocytes. Sapital sections of 8 (a), 13 (b], 48 (2], 62 [i] ard Tedph [d]1arvas;, 92 () and 111dgh
[f) jweniles, and spleen of an adult specimen [g], (h) ard []] stained with HEE [a) (k) or immunostained with the G7 mab [i] and []). [a)
The spleen primordium [red arrow) is observed betwesn the pancreatic tissue [P and the intestinal sections (1) and it is constituted by a
smnall group of urdifferentiated and basophilic cells. [b) The spleen is larger and erythrocytes are obeerved within it for the first time [Black
atrow). 1t intestine, o) Numerous erythr oo ytes (red art ows) are sen i n the spleen, which is surrounded by a conrective capsale (). (d) The
ellipsoids [E] are observed for the fivst time at this stage of the devel opent in the periphery of the organ dose to the connective capaule
[C). [#) Small melanotactophage centres [white arrows) ave seen for the firsttime in the splenic parenchyma. [f) Sinusoids [5) are obserwed
for the first time. At this stage of dewslopment, the periphery of the spleen shows a higher o211 density [open arrows). Note the presencs of a
stnall melanomact ophage centre [white arrow]. [g] 4 melanomacrophage centre [White arrow], 2 sinusoids [5) and a ellipsoid (E) are
observed in the white pulp of the splesn of an adult specimen. (h) Detailed view of the red pualp of the splesn of an adult specimen showing
latge sirusoids (5] containdng maynerous srytht ocytes in the Tomen. White atrow: miglanomact ophage centre, (1] A few seattered AGs [blus
atrowe) are oheerved in the splende parenchima, V) Hlood vessel, [j] Nurnerous AGs [(blue arrows) are found dispersed {n the white pulp of
the splesn of an adult specitten, White arrowe miglanotmact ophage centre,

M.035 in the thymic corlex and medulla was scarce in
all slages of development (Figs. 3(g) and (h)), they
were mosl numercus in the conneclive lissue thal

seabream have been sludied previcusly. Therelore,
the present study is [ocused on the localizalion of
AGs dunng the onlogeny of these organs. The

surrounded the groups of thymocyles thal consli-
luled the thymus of adult specimens (Fig. 3(h7)

34 Gills and digestive tract as tmportant portals of
pathogen entry

The onlogeny of the digestive tract [22] and the
siruclure of the adull gills [23,24] of the gilthead

prnmordium  of the gills was observed in the
branchial cavity lor the first ime 6dph (Fig. 4(a))
and was exclusively lormed by the gill arches. Al
27dph (Fig. 4(t)), the first gill filamenis were seen
and small lamellas appeared socon aller (34 dph)
(Fig. 4(c)). AGs were observed lor the first ume
3ddph in the lamellas (Fig. 4{c)). In older larvas
{Fig. 4{d)), juveniles (dala nol shown) and adulis
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Fig. 3. Ontogeny of the thymic acidophilic granulocytes. Sagital sections of 34 [a), 82 [b] anrd [g), and 7&dph (<) larvas; 111dph [d)
Jawenile; and thymuses of adult specimens (), [F] and [h) stained with H&E (2] [f) or immunostained with the G7 mAb [g) and (k). (2] The
thytmas primordium [T) is constituted by small, basophilic cells surrourded by a syuamms epithelium [black arrowl. BC: branchial cavity.
[b) Two different areas are distinguished at this stage of development in the thymus: the cortex () or outer area with a higher density of
thytmoeytes ard the medulla (M) of innet ares with a low density of thymoeytes and with abundant spithelizl c2l1s. 1nst detail of an
epithelial ezl surrourdsd by the thymocytes. The limit betwesn medulla ard cortex is indicatzd with a ted dotted lne [€) ard [d) The
loecalization of the medulla (M) and cortex [C) changes during development. MNots that the cortex is surroundsd by the medulla in 7edph
larvae, while it returned to its original position in 111 dph juvenilss. The limit betwesn medulla and cortex is indicated with a red dotted
line. (£) The thymus is reduced to several groups of thymoeytes [t] located between the peeud obranchial flaments [PB] in adults. [f) Higher
magnification of the thymus of an adult specimen showing numerous thymocytes (t) prouped rear the pseud obranchial filaments [PB] and
sothe eosinophilic cells (Hlack arrow) in the surourding conrective tissue (CT). (p) Scarce ADs are fourd dispersed betwesh thtnooytesin
the cortex [(blue artow). (h) Scarce A Gs (blue atrow) are sen between thymoeytes it an adult specithen.

(Fig. dell, AGs increased in number and weme
mainly observed in the lumen of the blood vessels of
gill filaments and lamellas.

In larvae ranging rom & 1o 62 dph, the inlesline
was [ormed only by a mucosa and a layer of
conneclive lissue while the submucosa, the smooth
muscle layers and the serosa developed later [22]
Scarce A(3s were observed or the first time 21dph
in the lamina propria ol the intestinal mucosa (Fig.
4(M1) bul were mosl numerous in 27, 34, 48 and
62 dph larvae, where they were located mainly in the

poslerior inlesting near the anus (Figs. 4{g) and (h))
In adulls, AGs were scarce and were localed in the
submucosa of the poslenior inlestine (Fig. (i)

4. Dhiscussion

The major aim of this study was 1o investigale the
time of appearance of AGs, the main phagocylic
cells in the gilthead seabream and considered
functionally equivalent lo mammalian neulrophils
[1Z2 20], during the onlcgeny of the gilthead
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Fig. 4. Ontogeny of acd ophilic granul oeytes in the pills and digestive tract. Sagital sections of & (2), 27 (b), 34 (2] and 62 dph (d) 1arval gill;
gills of an adult specimen (€] 21 (), 48 (2] and 62 (h) larval intestive, and intestine of adult specimens (1) stained with H&E (a) amd (B of
itk ostained with the G7 mdb [£) [§). (a) The gils are formed by the gl arches (red arrow] located in the branchial cavity [(BC). K
kidrey. L1 Tiver. [b)] The gill Alaments [black arrow) are origi nated from the gill arches [red arrow]. BC: branchial cavity, Reretin (<) and
[d)] An AG [blue arrow) 15 seen in the pill lamellae (L), GF: pill fament. (€] Numerous 4 Gs [blue arrows) are observed in the gills of adult
specithens. GF: pill flament, Lt gill Tamelae, () (h) Scarce ADs (bBloe arrows) are visible in the lamina propria (LP) of the posterior
intestine. P pancreatic tissue. EP: intestinal epithelivm. (1) Some AGs [blue arrows) are observed in the submucosa [SB) of the intesting of

an adult specimen. LP laming propria, EP intesting] epithelium,

seabream using the G7mAb, which 1z speafic 1o
these cells. Surpnisingly, AGs were firstly observed
21 dph in the posterior inlesting and in the blood
vessels adjacent 1o the kidney, while they were seen
in the hasmalopoiclic kidney some ume laler
(27dph). Although this time [rame seems 1o be
guile narrow, The AGs were lound o appear earlier
in the inlesting than in the kidney in all specimens
examined. These resulls mighl suggest thal dunng
the early developmental stages of the gilthead
seabream, haesmalopoiesis 1akes place in a sile other
than the head kidney, as has been shown [or the
zebrafish. In this species, the embryonic hasmalo-
poiesis cocurs in the inltermediate cell mass, which is

localed in the trunk ventral 1o the nolechord, and in
the ventral wall of the dorsal aoria, while definitive
hasmalopoiesis (4 days post-lertilization) mainly
lakes place in the head kidney [25,26]. However,
further studies using appropnalte granulocyle mar-
kers are required 1o unegquivocally show the organs
where hasmalopoiesis lakes place in the gilthead
seabream throughoul development.

Our resulls confirmed thatl the order of appear-
ance of the lymphomyeloid organs in the gilthead
seabream is head kidney, spleen and thymus, as
described eadier by Joselsson and Tatner [9]. This
pallern 15 commen 1o other manne lelenst species
[7.12,13.27], but differs [tom the development lound
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in Ireshwaler species hike the Atlanuc salmon [3],
rainbow troul [4] and carp [5], where the head
kidney is the first lvmphomyeloid organ observed,
bul the thymus appears belore the spleen.
Although the renal tubules were already observed
in 2 day-old gilthead seabream larvae, the sarliest
time sampled, the first cells showing the morphelo-
gical [zalures of hasmalopomelic cells were seen
&dph i a weniral position relatively 1o the renal
lubules. However, definilive confirmation of the
hasmalopoielic nalure of thess cells musl awail the
availlabilily of specific stem cell markers for this
species. In other species, such us the turbot [12] and
the Japanese flounder [13], cells with morphological
[eatures of hasmalopoelic cells were present in the
kidney atl halching, while they appeared Z2dph in
carp [5], 5dph in cod [27] and 10dph in sea bass
[11]. Anyway, the head kidney of the gilthead
scabream seems lo be complelely developed i 111
day-old juveniles when AGs were grouped around
the blood wessels and the melanomacrophags
centres also appeared [ully developed, as cocurred
in adults [12,20]. As il has recently been shown thal
head kidney AGs ar rapidly mobilized 1o the
inflammatory loc upon mflection [19 and 1o the
lestis duning posl-spawning [22], 1L 15 lempling lo
speculale that the locahizalion of head kidney AGs
arcund blood vessels 1s necessary [or their rapid
mobilization. I this is true, the head kidney might
nol be [ully funclional in larvae of this species.
The spleen was the second lymphomyeloid organ
lo appear duning the development of the gilthead
seabream. I was first observed 8 dph in this species
while 1l appears 5 dph incarp [3] and cod [27], 2dph
in Japanese flounder [13], 10dph in turbot [12] and
12 dph in seabass [10]. Scarce AGs were Jound 1o be
dispersed in the splenic parenchyma of young larvas
of gilthead seabream (62 Toadph), although they
were more abundant and appeared preferentially
dispersed in the while pulp when the regionalizalion
ol the organ starled (111 146dph). Imporiantly,
ellipsoids and melanomacrophage cenlres were
observed 76 and 92dph, respectively, while the
definilive morphology of the spleen was reached in
juveniles (111 146dph) when red and while pulp
could be clearly observed. Therelore, il is possible
thal the mmune syslem of larvas 15 less effective
until these siruclures are developed, since ellipsoids
have been mmplicaled in the clearance of blood-
borne subsiances and immune complexes in several
fish species [2% 32], and in the recruilment inio the
spleen of gilthead seabream AGs pre-loaded with

particulale antigens [tom the imflammatory oo [19).
In addition, melanomacrophage cenires are believed
1o form the lelzost analogus 1o the germinal cenlres
of mammahian lymph nodes [33], where specialized
anligen-presenling dendnlic cells inleract  with
T-cells, thereby miliaing adaplive mmmune re-
sponses [34]. Dendnlic cells have nevertheless nol
been idenlified in leleosts, although the sxpression
ol the dendnitic cell speafic marker CD23 has been
confirmed in 1eleosts and sharks [35]. Stnkingly, a
recenl report has shown thal the Allantlic salmon
leukocyle cell line SHK-1 expressed mRMNAs
speaific for a CD23 homologus and synthesized
melamn as a resull of the expression of Deolf/Trp-2
and lyrosinase [36]. MNevertheless, the [unclional
relevance of these observalions nesds lurther study.

The thymus was observed in 34 day-old gilthead
seabream larvas lor the firsl time. In conirast, il
appeared 2dph in carp [37], 15dph in Japanese
flounder [13], 21 dph in sea bass [11], 22dph in cod
[27] and 20 30dph i tlurbot [12]. In gilthead
seabream, AGs were found 1o be very scarce i
the thymus and were observed [lor the first ime in 62
day-old larvas. In seabass, myelopoielic areas are
observed among reliculoepithelial cells i1 the inner
region of adull thymus and they contlamn bolh
granulopoietic and erythropomelic series [38]. How-
ever, lhe scarce number of AGs observed in the
gilthead seabream thymus suggests thal granulopoi-
zsis does nol lake place in this organ in larvas or
adulis. However, as slaled above, Murther studies are
required 1o confirm this preliminary observalion.
Molably, we did nol observe thymic epithelial cells
untl 62 dph when they seemed 1o harbour several
thymocyles. These cells were previously lound in the
thymus of gilthead seabream larvas colder than
T0dph [¥] and, beaning in mind their imporiant role
in the development and matluration of T cells, 11 is
likely thatl the thymus is not fully Tunctional before
62 dph in this species. In addition, lwo areas can
also be distinguished in the thymus of fish older
than &2 dph: the medulla or inner ama and the
coTlex or ouler area, this latler being doser 1o the
branchial cavily. However, the posilion of these lwo
areas changes during development although they
finally return 1o their original position in juveniles,
the medulla beimg surrounded by the corlex
Variatiens in the organizalion and distnbulion of
these 1wo areas during onlogeny have been de-
scribed in olher telecst species 4 6,37). Lastly, the
posilion and orgamization of the adull thymus
change [Tom species 1o species, as found in this
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sludy [or the gilthead seabream. Thus, three groups
of thymocyles appear over the third gill arch in the
Allantic salmon [3], a single organ belween lhe
second and the third gill arch in the common carp
[5], while in the rambow troul the thymus s located
belween the first and the second gill arch [4].
Interestingly, our dala show thal the thymus is
reduced 1o small groups of thymocyles located
belween the filamenls of the pseudobranch, a all-
like structure oflen Tused 1o the anterier area of the
opercular cavily, conslituted by cells showing somse
resemblance 1o the gill chlonde cell and whose
[unctions are still open 1o speculation [39).

The gills and the inlesling have been conaidered as
importanl portal of entry lor fish pathogens [40].
AGs were seen for the first tme in the gills of 34
day-old larvas, although they were scarce and
mamly localed in the lumen of blood vessels of gill
filaments and lamelas. Therelore, AGs might acl as
a second line of defence aller the mucus [40]. As
regards the digestive tracl, AGs appeared prina-
pally in the poslenior intestine dlose 1o the anus and
also dispersed in the larmina propia of the mucosa.
This observatlion alse suggests an imporiant role for
AGs in the mmmuncsurveillance of the gul, in good
agreemenl with the recent findings of Picchistt and
coworkers [41] on the increased number of B cells
and AGs in the gul of gilthead seabream lzd wilth a
probiotic-supplemented diel. Fulure studies aimed
al the localization of gilthead seabream wmacro-
phages duning onlogeny need 1o be perfommead once
a specific antibody against these cells 1s available in
order 1o danly further the development of innale
mmmunily of this 1eleost species.
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Abstract

Fish eggs are released and embryos hatch into a pathogenically hostile environment, at a time when their immuanological capacity is severely
limited. Although theeggs are imuoally protected by theenvelope as well as by severalinnate and adaptive immune substances, which are transferred
to eggs during Ash vitellogenesis, it seems that young specimens depend Tundamentally on their innate defence mechamsms. Here we show 1in
the gilthead seabream, an immunaologically tractablke teleost fish model, that the Arst lymphocyte marker genes, those coding for the twao subamits
[ar the recombinabon activating gene, were detected by RT-PCR amoand 21 27 days post-hatching (dph). In addinon, the transeripts coding for
the & and B subunits of the T-eell receptor and the Kght and heavy chains of immunoglobulin b were detected at 27 48 dph. However, mast
innate immune genes analyzed were already eapressed at hatching, including those coding Tor the toll-like receptors, pro- and anti-inflammatary
makcules, antiviral and antibactenal factors, and phagocyte markers. Using the information from the gene expression study, we also examined
the achievernent of immunocompetence by analyzing the protecdon induced by a bacterin against the pathogeme bacterium Photebacierium
damselne subsp. piscicida. The results show that vaccination of young larvae of this species by either immersion ororal routes resulted in increased
suscepibility w infection of the specimens, and point to the lack of correlation between the achievement of immunocompetence and detection of

the adaptive immunity markers.
12008 Elsevier Lid. All vights reserved.

Keyweords: Onlogeny: Yaccinalion; Baclkerial infeclion; Telegst

1. Introduction

While mammals are protected during the early stages o their
developmentby maternal immuonity, the highly vascularized gills
of fish larvae are constantly exposed to millions of different
microbes (Bergh et al., 1989; Breitbart et al., 2002) from the
moment they hatch from their protective chorions. Although
fish larvae are initially protected by several innate and adaptive
immune substances which are transferred to eggs during fish
vitellogenesis (Magnadottir et al., 20035), it seems that young
specimens depend fundamentally on their innate defence mech-
anizms.

* Corresponding author, Tel .t +34 968 367581, Fax: +34 D68 363963
E-mail addrass: vroulero® arres [V, Mulero).

D16]1-3MNE — s Fronl maller @ 2008 Elsevier Lid. All righls reserved.
dei 100101 &4 el 2008.01.017

Earlier morphological studies on the development of the
immune system of fish have shown that, although the basic
dewvelopmental mechanizms of teleosts are largely similar, there
are differences with respect to the timing of developmental
events (reviewed by Mulero et al , 2007a). These differences are
not only due to the widely varying duration of the embryonic
period and rate of larva development between teleost species,
but alzo due to the fact that the devel opment of larvae is strongly
affected by culture conditions, such as temperature, salinity and
photoperiod (Falk-Petersen, 2005). Furthermore, it must also
be emphasized that the structure of lymphomyeloid organs, as
well as the presence of lymphocytes within them, does not
correlate with their functional activity or degree of maturity.
In fact, earlier studies demonstrated that the immuonization of
4-week -old common carp indoced tolerance, which was partic-
ularly evident when T-dependent antigens were used (Muoghal

Flease cite this article inpress as: Mulera, 1, et al. , Vaecination of larvae of the bany fish gilthead seabreamreveals a lack of correlation between
Iymphocyte development and adaptive immunocompetence, bal. Immuanal. (2087, doi: 1004 &5 malimm. 2008 .00 017
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Gene acoession numbers and primer s=quences used For gene espression analysis

Gene AOCEs5 10N number Prirmer narre e lecslide sexquence (37— 37) Annealing lerripe rala e [*C)
o v251797 F GGAGGAGACGGACTGGAT o
e R GATCAC ACCGTCACTOTOTC
o5 AN9602 E COTGTOTGCA ACTGTCAGG A 0
. R TOTGGATCTGGTTCAAGCTS
123 v F GOGAATCTGATTTOOCTOAA 0
. S R GGGTGCCACTGATTTGATTT
E ATGAACACTOTGA ACCAGCA
e AR 302 R TOOCTOCTTCTT TCTOTTCAT 4
. F CATOAAGAT AT ATOATGAAGTGD
teft AY962234 R CAAATACACAAACA AR ACAATCTS 33
. F A AADGOA ACCGAGTTTTIGT
¥ AMI20661 R ATGOGG AACATGOT TT TAGC 60
_ F TOGAGGTGGOGCTCTACTAT
il AMP20662 R GTTGOOCACACATTOCTGTT &2
F CTACTGTOOGA AdA AGGT
<3 CBITI126 R GCAGTTOTCTTCAGCACATS 33
F COAGGOCTGGAANTCAACTA
Lt AMIAFISS R CCAACATCA ACACCTGOA AT 640
F COGTOGTOOTCACCTTTATT
hamp AMT4IIE0 R CAGGAGTOCTCTGGOATCTC 80
i AMI206E3 F CGGCACTOCAAGAGAAACTC o
v R CACTGACGATGTTGGCANTE
” E TOTCCTCTTGOTGGTCCTGT
F AMPI0664 R CAGAGTTOOT GAGCCACAGA &0
F3 CTGOCCTACANTGACA AT
mesfr AMOSO2S R4 TCAGACATOAGAGCTTOC a3
» AM7499] F GOGGAGTTGAACCTGAAGAG @
1S R TCACCTTCTGTGTCGOTGTO
F GGAAGTOOAACCAGACTGA DG
fera AYTITA R CATCACTCTOASGCACAGTACG 36
F GOTTOTTCAATGGGACATT A
ferk AMIE ] 20 R COGTAGACACAGOOCTTGAT 60
- E TTACTACTGTCAGAGTTTC
E AY 619988 B ACTCCAGTGTGAGGGGAAGT a3
. E CAGOOTOGAGAAGTGEAAAD
i@ AMAFIETT R GAGOTTOACCAGCTTGGTGT 80
— 9306 F AGCTGTTCACTGTOCCATON o
daa R CACCCACAGTCAGACCOAGT
iy P F ACCAGAGACCCA AACTOCT 0
.- R CAGACTGGATGTOGCTOCTC
- 277 166 F2 GOGCTGAACAACAGCACTCTC 0
: B3 TTAACACTCT COACCCTONA
) Ao ORFI-F G ATGECAGCTAAGGAGCTT "
A 2060 B3 TTGAAAATTOOTTGATOGGG
E5 CACAGTOCTCATC AAA AAT
plea AlRETIT RII COAATAAAGCAGATOAGOTGA 33
F AGAGACGEOCAGTAAAGAA
fafb! ARI24T03 R GOCTGAGGAGACTCTGTTGS 60
FEI TOGTTCAGAGTOTOOT GO AG
{nfa Al413189 REZ TOGOGCTACTCAGAGTOCATS &2
F GAGTACTGGAAGCCGAGCAT
cosd AM296029 R GATATCACTGOOGOCTGAGT &2
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Table 1 [Coniinued)
Gene ACCEESI0N A ber Prirer narre M uchealide sequenae: 5 — 37 Annealing lermperalure [*C)
; F TTAATGGGCTCTCTGGATGS
rag ERD95657 R TGATGTOCTCCTCCAGATC 60
3 E ACGCCATGEAGA ACTCGACAL
rag EF562633 R TAGTACGGOTOOCAGGTGTT &0
- T F ATCETEGGEOEOCCC AGEE AT 55
ach R CTOCTTAATGTCACGCADGATTTC
'8 S M ] F AGCGTGTTGECAGACCGTTAC &0
e 06 R CTTCTGOCTGTTGAGGA ACC

et al, 1986), despite the fact that the head—kidney, thymus and
spleen are present 2 days post-fertilization (dpf) (Romano et
al, 1998, 1999, and that T and B lymphocytes are found 4 dpf
and 2 weeks post-fertilization (wpf), respectively [ Koumans-van
Diepen et al., 1%94; Romano et al, 1999 Similarly, ithas been
recentl y reported that zebrafish are able to produce antibodies
to T-independent and T-dependent antigens 4 and 6 wpf, respec-
tively (Lam et al., 2004, indicating that immunocompetence is
achieved sometime after the formation of the lymphomyeloid
organs and the appearance of the different leukocyte popula-
tions. Collectively, these results indicate that detailed studies
using several complementary approaches should be performed
for each species in order to develop effective immunization pro-
tocal s

The gilthead seabream (Spetrus aurate L) is a teleost species
that is becoming increasingly important in Mediterranean aqua-
culture, which has led to the generation of a wide knowledge
of itz hiology, including fundamental aspects such as nutrition,
reproduction and pathology. Thus, several infection models are
available and its immune response is relatively well known at
both cellular and molecolar levels (Chaves-Pozo et al, 2003;
Hanif et al., 2005; Mulera et al., 2007b; Sepulcre et al, 2007).
In the present study, we take advantage of our knowledge of the
gilthead seabream immune response and the already available
tools, ie gene sequences and infection models, to establish a
correlation between the expression pattern of several immune-
related genes during ontogeny, the natural resistance of the fry
against the bacterial pathogen Photobacterivm damselae subsp.
piscicidi (Phd) and the protection induced by a vaccine against
this bacterium.

2. Materials and methods
2.1 Animueds

Gilthead seabream (5 awrate L., Actinopterygii, Sparidae)
fry were maintained at the Murcia Oceanographic Centre (IEQ)
using the “green watet” technigue in a 3000-1 round tank with
an initial density of abont 60eges/d. Natural seawater (38%o
salinity) was heated at the beginning to 17 £ 1°C and filtered
through mechanical and biclogical substrates. The tempera-
ture increased naturally and had reached 26 °C by the end of
the experiment. Water renewal was limited to 2% daily dur-
ing the first 20 days of culure by the addition of 70 ml/m?

of a microalgas-concentrated solution (Phytobloom, MNecton)
containing 3% of Nannocfiloropsis oculate. Afterwards, con-
tinuous water renewal (30%/h) and light aeration were provided
in the tank . During the experiment the light intensity was 1000 1x
at the water surface and the photoperiod 16:8. Larvae were suc-
cessively fed with enriched (Selco, Inve Animal Health) rotifers
from 6 to 24 days post-hatching (dph), Artemia naaplii (Inve
Animal Health) from 20 to 33 dph, enriched Instar [T Arremia
from 31 to 38 dph, and commercial dry pellet diet (Skretting)
from 34 dph onward. All animal stodies were carried out in
accordance with the European Union regulations for animal
experimentation.

2.2 RNA solation, production of cONA and PCR

Total RNA was extracted from pooled larvae at 1, 2, 6, 8, 10,
13, 21, 27, 34, 48, 62 and 76 dph using Trizol reagent (Invit-
rogen) following the manufacturer’s instructions and treated
with DNaze [, amphfication grade (| unit/pg RNA, Invitro-
gen). The SuperScript III RMNase H Reverse Transcriptase
(Invitrogen) was used to synthesize first strand c DN A with oligo-
dT18 primer from | to 5 pg of total RNA at 50 °C for 60 min.
The cDMA preparations were used in PCR amplification with
primers specific for innate and adaptive immune-related genes
(Table 1), including toll-like receptors 9 (#rd), tird and wr22,
macrophage colony-stimulating factor receptor (mesfr), the
p407%% sphonit of the NADPH oxidase (ncf4 gene), lysozyme
(fvz), hepcidin (famp), complement component 3 (¢3), bacterici-
dal permeahility-increasing proteinflipopolysaccharide-binding
protein ({bplbpd], myxovirus (influenza) resistance gene (mxl,
interferon-regulatory factors 1 (irf 1), irf¥, interferon v inducible
protein 30 ({33, perforin (prff), recombination activat-
ing gene | (ragf) and 2 (rag?), T-cell receptor oo (tera)
and & (fcrf) chains, immunoglobulin light (igf) and heavy
({gfim) chains, major histocompatibility complex 1T o (spee-
daet) and ~ chains ({elp), cyclooxygenase 2 (cor?), tumor
necrosis factor o (ffo), transforming growth factor (31
(zzfb 1), interlenkin- 13 (78, purinergic P2X; receptor (p2re?),
caspase-| (casp ), [F-actin (@ctd) and ribosomal protein 518
(rpsfd). Amplification was performed in 23 pl samples con-
taining 2.3 pl of PCR reaction buffer (10, Invitrogen), 2 pl
forward and reverse primers (10mbA each), 0.5 pl dANTP mix
(2.5md each), 1.23p1 MgCl (30mdd), 025 p1 TagDNA
polymerase (3 U/, Invitrogen), 153.25 p]1 DNase/RiMase-free
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distilled water (Sigma) and 2 pl cDNA template (correspond-
ing to 10ng of RNA). The cycling reaction was performed
in a MasterC ycler Gradient (Eppendorf) using the annealing
temperatures indicated in Table |. The PCR products were
separated in a 1% agarose (Pronadisa, Spain) gel containing
0.5 pg/ml ethidiom bromide (Sigma) and visnalized under UY
light.

Real-time PCR was performed with an ABI PRISM 7300
instrument (Applied Biosystems) using SYBR Green PCR Core
Reagents (Applied Biosystems). Reaction mixtures were incu-
bated for I0min at 93 *C, followed by 40 cyclesof 15sat93°C,
I min at 60°C, and finally 13sa % °C, lpmnat 60" C and, 155
at %3 °C. For each mRN A, gene expression was corrected by the
rps 18 content in each sample.

2.3 Vaceination and experimental infections

Fourexperimental vaccination procedures were set up based
on the immune gene expression data and tested in duplicate
tanks. Three groups were bath vaccinated for | h with a com-
mercial vaccine against Phd(Icthiovac- PO, Hipra, Spain) diluted
1:5300 according to the manufacturer’s recommendations. The
first group was vaccinated |11 and 25dph (BI1 1+ 25), the sec-
ond group 46 and 67 dph (B46+67), and the third group 102
and 1304dph (BI0Z+ 130). A fourth group was vaccinated
at 46 and 67dph by oral delivery of Instar II Artemic fed
avernight with heat-killed (60°C, 3h) Phd strain PC-435.1
(kindly provided by Dr. A_E. Toranza) (O46+67). The protec-
tion was evaluated 1-3 months post-vaccination by exposing
100, 25 or 15 specimens, depending on their ages (70, 103,
125 and 135 days old), from each expernimental group and
a non-vaccinated group to 7.2 x 107 or 7.2 % 109 cfu/m] Phd
strain PC-435.1 for |h (Hawf et al, 2003). Mortality was
recorded daily for 10 days and the relative percent survival
[RPS) was calculated: RPS =(1 — (% maortality of immuwu zed
larvae/%e maortality of control non-immunized larvae)) > 100,
Samples were also collected 1, 3 and 7 days post-vaccination
for real-time PCR gene expreszion analysis as described
above.

2.4 Drerermination of specific antibody titer

Serum samples obtained from |130-day-old juveniles, the 2ar-
lier time when enough amounts of blood could be collected, were
aszessed with enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
using a horseradish peroxidase (HR P)-conjugated monoclonal
antibody against seabream Ighd (Aquatic Diagnostics Ltd.),
according to the manufacturer’s instructions.

2.5 Stavistical analysis

The SPSS 13.0.1 statistical software package was used for
all statistical analysis. Data were analyzed by analysis of vari-
ance (ANOWA) and a Tukey multiple range test to determine
differences between groups.
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3. Results

3.1 lnnate immune gene expression profiles during
development

We first evaluated the expression of several TLRs, which
are transmembrane proteins that recognize conserved pathogen
structures to induce innate immune effector molecules. The tran-
script of rird, a bacterial DNA sensing receptor, and that of rir3,
which senses flagellin, were detected | dph. However, the tran-
script of #r22, which codes for an orphan receptor with no
apparent orthologs in mammals (Roach et al,, 2003), was not
clearly observed until 27 dph (Fig. 1A).

We next analyzed the expresszion of the genes that encode
antiviral, 1.e. mx, (eff, irf9 and 530 Fig. 1 B), as well as antibac-
terial, ie. o3, {yz, frempand tbp/bpi (Fig. 1C), whichare supposed
to be important regulatory and effector molecules of larval
immunity. The results show that all antiviral and antibacterial
factors were expressed at the time of hatching. Of interest was the
fact that prff transcript which codes for perforin, acytol ytic pro-
tein stored inthe granules of cytotoxic T lymphocytes and natural
killer (MK cells, was also detected early during development
(2dph) (Fig. 1B).

Cytokines and inflammatory prostanoids are key players in
the regulation of the immune response. Therefore, we evalu-

[A)100

(B)

ated the expression of two pro-inflammatory cytoking genes,
i1k and mfa, one anti-inflammatory cytokine gene, rgf& f, and
the gene coding for the enzyme responsible for the synthesis
of prostaglandins, cox? (Fig. 1D). {fk was already expressed
at hatching, as p2rx7 and casp? (Fig. 10, whose products are
responsible Tor the processing of mammalian I11b to its hiolog-
ically active form and subsequent release (Solle et al., 2001
Similarly, the tmfe, t2fE7 and cox? transcripts were also found
from | dph (Fig. 1D,

We next examined the development of innate cellular immu-
nity through the expression of mesfr, whose expresszion is
restricted to the macrophage lineage in adult gilthead seabream
(Rocaet al, 2006) and ncf4, which codes for a component of
phagocytic NADPH oxidase (Matute et al, 2005 (Fig. 1E). As
expected n the light of previous data showing that zebrafish
embryos possess early macrophages thatdifferentiate in the yolk
sac before other leukocytes arise (Herbomel et al., 1999, mesfr
and ncfd were both expressed | dph.

3.2 Adaptive immune gene expression profiles during
develapment

To study the development of adaptive immunity, we analyzed
the expression of ragf, rag?, wra, trob, (gl (gfm, spou-doc
and écép transcripts (Fig. IF) Strikingly, regf and rag? tran-
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scripts were detected from 21 dph and soon after (2734 dph)
the transcripts coding for Tor and Ig chains, coinciding with the
microscopic identification of the thymus at 34 dph (Mulero et
al., 2007b). However, spatu-doa was detected as early as | dph,
while iefp was Found for the first time ar 10dph (Fig. IF).

3.3 \aceination and disease resistance of fry

The expression pattern of adaptive immune genes obtained
above suggested that the immunocompetence of seabream
younglarvae depends on innate immunity and, therefore, vacci-
nation of the larvae might be unsuccessful or even detrimental.
To directly test this hypothesis and to determine the earliest
stage when seabream larvae might be successfully vaccinated,
we exposed Try to0 a Fhd bacterinbefore (1 | and 25 dph), around
(46 and 67 dph) and after (102 and 130dph) the appearance of
adaptive immunity markers and the histological detection of the
thymus (around 30dph) and analyzed the protection conferred
against a experimental challenge with live Phd. Surprisingly,
not only the group of larvae exposed to the bacterin 11 and
2adph (Fig. 2A—C) but alsothe groupexposed todb and 67 dph,
whether by iImmersion or oral delivery using Artemic (Fig. 2B
and ), showed increased susceptibility to an experimental chal -
lenge with 7.2 = 107 cfu/ml Phd. This higher susceptibility to
Phd nfection of the groups exposed to the bacterin lasted for
up to 35 days following vaccination, the longest time analyzed
(Fig. 2C). In contrast, the fry exposed to the bacterin at 102
and 130dph showed a significant increase In protection against
aninfection with 7.2 > 109 cf/ml Phd 23 days post-vaccination
compared with control fish (RPS=23%) (Fig. 2D). In addition,
when assayed 20 days post-vaccination, the specimens vacci-
nated in the juvenile stage also showed Phd-specific antibodies
(titer 17500 while non-vaccinated fish did not (data not shown)).
Unfortunately, we were unable to study whether this protection
remained for longer since juveniles developed a natural resis-
tance to Phd infection (Fig. 3). Thus, although a LDsg dose of
7.2 % 10° bacteria‘ml was established for 70-day-old 1arvaz, this
dose cansed a 25% mortality of 103-day-old fry, 153% maortal ity
of 125-day-old fry and no mortality of 140-day-old fry. However,
exposing 133-day-old fry to one order of magnitude higher dose
of Phd resulted in a mortality higher than 30% in non-vaccinated
fish (Fig. 3).

In order to determine the maolecular mechanizms involved in
the increased susceptibility of vaccinated larvae and the impos-
sibility of collecting blood from larvae and young juveniles,
we analyzed by real-time PCR the mRINA lavels of ighm as
well as those of {Ffb, mfe and #r5, which have been shown
to be excellent markers of the inflammatory response of the
gilthead seabream (Sepulcre et al., 2007, and ¢gf& 7, the only
anti-inflammatory gene whose sequence is available in this
species. The mRMNA levels of ighm increased thronghout devel -
opment and reached a platean in juveniles (ie. by 100dph)
(Fig.4A)_ In addition, the group of larvae ex posed to the bacterin
by immersion 46 and 67 dph showed lower {gfin mRNA levels
than non-vaccinated fish after the first vaccination but showed
higher levels | day after the second vaccination. In contrast,
the igfm mRN A levels of juveniles vaccinated 103 and 131 dph
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Fig. 3. Malural mesistance of fry 1o Phd, The percenlape of survival of non-
vaccinaked fry of Lhe indicaled ages enposed 1o 7.2 % 107 or 7.2 3 109 cfw'ml
Phd slrain PC-435.1 For This shown.

showed higher igfrn mRMNA levels 2 and | days after the first
and second waccination, respectively (Fig. 48], As regards the
mRNA levels of {76, they significantly increased in larvae |
day after the first vaccination but drastically decreased | and 2
days after the second vaccination (Fig. 5 A). However, we found
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that the {78 mRNA levels in juveniles sharply increased 2 days
after the first and second vaccination (Fig. 3A). Similarly, the
mRENAlevels of rafae (Fig. 3B), eied (Fig. 3Chand rgfe 7 (Fig. 5D
tended to decrease in vaccinated larvae while they consistenty
increased in vaccinated juveniles.

4. Discussion

Fish eggs hatch in a wvery early phase of development, so
larvae are exposed to the millions of microorganizms present
in the aquatic environment (Bergh et al, 1989; Breitbart et al.,
2002 Immunological defence infishes seems to be limited dur-
ing the first stages of life, and although some studies suggest
that maternal antibodies and complement proteins can be trans-
ferred through the yolk sac (M agnadottir et al., 2003) and confer
some protection (Hanif et al., 2004, it seems that larvae depend
fundamentally on their innate defence mechanisms since adap-
tive immunity develop late. In addition, earlier studies reported
that fish are immunocompetent sometime after the first observa-
tion of lymphomyeloid organs (Ellis, 1977, Bothamet al., 1980,
Tatner and Manning, 1983; MNakanishi, 1986; Lam et al_, 20047,

In the present study we have demonstrated that the fiest Tym-
phocyte markers, i.e. ragf and rag?, are detected by RT-PCR at
21-27dph. In addition, the expression of the genes coding for

the two subunits of Rag is followed by the expression of the o
and [ subunits of Tcr and the light and heavy chains of Igid
at 2748 dph, coinciding with the histological identification of
the thymus around 34 dph (Muolero et al., 2007b). Notably, gene
coding for the we chain of the major histocompartibility complex
IT (spar-der) was expressed at hatching while the gene coding
for the invariable + chain (icép) was firstly Tound at 10dph. This
asynchronous expression of spee-deter and iecdp before the appear-
ance of the lymphocyte markers is unexpected and its biological
significance need further investigations.

As regards innate immune genes, most of them are already
expressed at hatching, including those coding for innate immune
receptors (rird and tire), pro-inflammatory (67 &, mfe and cox?)
and anti-inflammatory (rgf&7 ) molecules, antiviral (mx, irf7, irf,
30 and pref) and antibacterial (oF, fyg, Aamp and (Bp/bpi)
malecules, and phagocyte markers (mmesfr and acfd). The unex-
pected expression of the prfl gene at 2 dph, more than 440 days
before the appearance of functional transcript coding for the o
and 3 chains of the Tcr, suggests that NK-like cells develop
early during the ontogeny of the gilthead seabream and might
play an important role in the protection of young larvae against
infection.

Another interesting observation of this study is that the tran-
script of #r22 was not clearly detected until 27 dph. The Tir22
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belongs to the Tlel | family, which includes the Tlel1-13 and
TIe21-23 subfamilies (Roach et al, 2003). Litle is known
about the ligands for this family, but mouse Tlel | apparently
recognizes uropathogenic bacteria (Zhang et al, 2004) and a
protozoan profilin-like protein (Yarovinsky et al , 2003). There-
fore, it is difficult to anticipate the functional relevance of the
observed late expression of TIr22 in sea bream larvae before the
unequivocal identification of its ligand(s).

The immune gena expression dara indicate that the immuno-
competence of the gilthead sea bream during the early
developmental stages depends on innate immunity, as expected
from earlier work inthe zebrafish and other teleosts (Zapata et
al., 2006). In addition, it also suggests that vaccination of young
larvae might be unsuccessful. In fact, we found that exposing
young larvae not only before (1.2 11 and 25 dph) but also around
(i.e. 46 and 67 dph) the appearance of lymphocyte markers to a
Phd bacterin, by either bath immersion or oral delivery, resulted
i decreased expression of all the genes analyzed, including
igferm, 70, trfe, tir5 and r2fB 7, and increased susceptibility to
an experimental challenge with Fhd that lasted for up to 35
days post-vaccination. In sharp contrast, the bacterin was able
to increase the Phd-specific antibod y titers and the expression of
igfem, iLfh, e, @5 and vz 7 genes when administered at 102
and |30 dph and this resulted in an efficient protection of young
Jjuveniles. We also found that the natural resistance of larvae
mcreased with age so that the oldest fish were strongly resis-
tant to an infection with this pathogen. Unfortunately, we were
unable to identify the mechanisms responsible for this resis-
tance or whether it 15 associated to Innate or adaptive immunity.
Monetheless, 1t is tempting to speculate that the gradoal increase
of the basal transcription of {gfiwm from the larval to the juvenile
stage may contribute to this protection. In addition, the expres-
sion of others innate or adaptive immune-related genes might
gradually increase during development and this would al soaffect
the natural resistance of juwveniles and adults to Phd infection.
Anyway, our results Mustrate the strong dependence of young
fish larvae on innate immunity, the ineffectiveness of vaccina-
tion to prevent infectious diseases during larval stages and the
lack of correlation between the achievement of immunocompe-
tence and the formation of the 1ymphomyeloid organs and the
detection of the adaptive immunity markers.
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OBJETIVOS



Obiativos

El presente trabajo se propone los siguientes objetivos:

Caracterizar los macréfagos y las células productoras de interleuquina-1p de
dorada en e¢jemplares sanos ¢ infectados experimentalmente con la bacteria

patégena Vibrio anguiliarum.
Caractenizar morfolégica, funcional y evolutivamente los mastocitos de dorada.

Determinar la presencia de péptidos antimicrobianos, piscidinas, en células del

sistema inmunitario de dorada y de otras especies de teledsteos.
Caracterizar el sistema inmunitario de dorada durante ¢l desarrollo larvario.

Determinar la resistencia natural de larvas v juveniles de dorada frente al
patdgeno bacteriano Photobacterium damselae subsp. piscicida v 1a proteceidén

inducida por la vacunacidén frente a este patégeno.
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Material y Métodos

I. Animales

Para la realizacién de la presente Tesis Doctoral se utilizaron larvas, juveniles y
adultos de dorada (Sparus aurata L., Perciformes, Sparidae) y cjemplares adultos de
lubina (Dicentrarchus labrax L., Perciformes, Moromdae), de lenguado (Soiea
senepalensis K., Pleuronectiformes, Soleidae), de rodaballo (Pserta maxima L.,
Pleuronecti formes, Scophthalmidae), de anguila (Anguilla anguilla L., Anguilliformes,
Anguwllidae), de pez cebra (Danio reric H., Cypnmformes, Cypnnidae), de trucha
arcoiris (Oncorfiynchus mykiss W., Salmoniformes, Salmomdae), de pez pulmonado
sudamericano (Lepidosiren paradoxa F., Lepidosireniformes; Lepidosirenidae), de rana
comin (Rana perezi 5., Anura, Ramdae) y de tntén vientre de fuego (Cynops orientalis

D., Caudata, Salamandridae).

Larvas v juveniles de dorada fueron mantenidos en el Centro Oceanografico de
Murecia (IEO) mediante 1a téecnica del agua verde en tanques circulares de 3000 litros
con una densidad inicial de aproximadamente 60 huevos/litro. Inicialmente ¢l agua de
mar de 38%0 de salimdad fue calentada hasta los 17£1°C vy filtrada mediante sustratos
mecinicos y biolégicos. La temperatura aumentd de forma natural v alcanzé los 26°C al
final de la fase experimental. La renovacidn del agua se limité al 2% diario durante los
ptimeros 20 dias y fue suplementada con 70ml/m’ de una solucién concentrada de
microalgas (Phytobloom, Necton) que contenia un 80% de Nampnochioropsis osculata.
Posteriormente, se proporcionaron aireacidn ligera v renovacién continua del agua
{30%/h) a los tanques. Durante la fase experimental la intensidad luminica fue de 1000
lux en la superficie del agua v ¢l fotoperiodo de 16 horas de luz v 8 de oscuridad. Las
larvas se alimentaron de forma sucesiva con rotifero enriquecido (Selco, Inve Animal
Health) entre los dias 6 y 24 dde, con nauplios de Artemiia (Inve Animal Health) entre
los dias 20 v 35 dde, con Artemia instar I entre los dias 31 y 58 dde v con pienso
comereial (Skretting) a partir del dia 54 dde. La toma se muestras se inicié a finales de
enero o prineipios de febrero (época de la puesta). Las larvas fueron muestradas a los 1,
2,6,8,10,13,21,27,34, 47, 48, 49, 62, 68, 70 v 76 dde v los juveniles a los 92, 103,
106, 111,131,132, 133 v 146 dde.

Ejemplares adultos de dorada con un peso medio de 150 gramos procedentes del

IEO fueron mantenidos bajo un fotoperiodo de 12 horas de luz v 12 de oscuridad en
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Material y Métodos

acuarios provistos de un cireuito cerrado de agua que presentaba una velocidad de flujo
de 1500l/hora, una temperatura de 23°C y una salimdad de 22%a El agua tenia un pH de
7'5-8'0, una concentracién de amoniaco por debajo de 0'02mg/ml y de nitritos por
debajo de 01 mg/ml. Los peces fueron alimentados con pienso comercial (Skretting) a
una tasa de 15 gramos de pienso/Kg de biomasa de pez por dia. Los parimetros

anteriores fueron controlados semanalmente v mantenidos constantes.

Los ejemplares de lubina y lenguado fueron obtenidos del Centro
Oceanografico de Murcia (IEQ), los de rodaballo fueron cedidos por la Dr. B. Novoa,
los de anguila por el Dr. R. Barrera, los de trucha por la Dr. A. Estepa v los de pez
pulmonado sudamericano por los Drs. M.L. Ribeiro v R. DaMatta. Los ejemplares de
pez cebra del fondo genético TL fueron cedidos por el Centro Internacional de Recursos
del Pez cebra (ZIRC) v mantenidos seghiin deseribe la guia de uso del pez cebra en
laboratorio (Westerfield, 2000). Los ejemplares de rana comin y tritén vientre de fuego
fueron suministrados por un distribuidor local. Todas estas especies fueron utilizadas

anicamente para el anilisis de la presencia de histamina y/o piscidinas.

El doctorando tiene la homologacién de la formacién en animales utilizados para
la experimentacién y fines cientificos como personal de la categoria B de acuerdo con
la disposicidn transitoria tercera del Real Decreto 1201/2005. Asi mismo, este estudio
ha sido realizado de acuerdo con las leyes de experimentacién animal de la Unidén

Europea (86/609/EU).

II. Infecciones experimentales en dorada

IT.1. Infeccion exp erimental con V. anguillorum

Ejemplares adultos fueron inyectados intraperitonecalmente con 1 ml de tampdn
fosfato salino (PBS) solo o conteniendo una dosis subletal (10%) de células V.
anpuillarum R82 (serogrupo 01, cedido porla Dr. AE Toranzo) llevadas a crecimiento
exponencial (Chaves-Pozo v col., 2004). El rifién cefilico, bazo, timo, higado, branquia
¢ intestino se obtuvieron tras 4, 24, 48 y 72 horas de infeccidn bacteriana v se

procesaron para estudios de microscopia dptica.
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II.2. Vacunacion de larvas y juveniles frente a P. damselae subsp. piscidida e
infeccion experimental

Se llevaron a cabo cuatro ensavos de vacunacién diferentes por duplicado. Tres
crupos fueron vacunados dos veces con un intervalo de aproximadamente 15 dias, por
inmersién durante 1 hora, con una vacuna comercial frente a P. damselae subsp.
piscidida (Lethiovac-PD, Hipra, Espafia) a una dilucién de 1:500 de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. El primer grupo fue vacunado a los 11 v a los 25 dde, el
segundo grupo a los 46 v a los 67 dde v el tercer grupo a los 102 v a los 130 dde. Un
cuarto grupo fue vacunado oralmente alos 46 v 67 dde mediante sumimstro de Arremia

instar IT alimentada durante toda la noche con P. damselae subsp. piscicida (cepa PC-

435.1, cedida por 1a Dr. A.E. Toranzo) inactivada por calor (60°C durante 3 horas).

S¢ evalud la proteccidon conferida por la vacuna entre el primer v tercer mes
después de la vacunacién mediante la exposicién de 135, 25 o 100 ejemplares,
dependiendo de 1a edad (70, 103, 125 v 155 dde) de cada grupo experimental v de un
erupo no vacunado, a 72x10° o 72x10° unidades formadoras de colonias (u.f.c)/ml de
la cepa PC-435.1 de P. damselae subsp. piscicida durante 1 hora (Hamf v col., 2003).
La mortalidad fue registrada durante 10 dias v se calculé el porcentaje relativo de
supervivencia (RPS) como 1-% mortalidad de la larvas inmumzadas/®% mortalidad de
larvas controles no inmunizadas. Asi mismo, varios ejemplares fueron procesados a los
1,3 y 7 dias después de 1a vacunacién para estudios de expresién gémea mediante PCR
a tiempo real (ver apartado IX) v se obtuvieron muestras de sangre para la
determinacién del nivel sérico de IgM especifica frente a P. damselae subsp. piscidida

en individuos de 150 dde (ver apartado XI).
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III. Analisis realizados

Muestras Analisis mediante Metodos v ensayos

Hematoxilma-Eosina

Microscopia dptica
Larvas y juveniles Inrmunocitoquimica

ET-FCR

Hematoxilina-Eosina

Microscopia dptica Agslarmiento de macrofagos
Inrmunocitoquimica
Fufidn cefalico Fagocitosis
Microscopia electrdnica
Inmunocitoquimnica
Fagocitosis

Citometria de flujo
Produccidn de BEOIs

Determinacién de Ighd especifica

Sangre ELISA frente P. damselae subsp. piscicida
Hematoxilina-Eosina
Amil de toluidina
Microscopia dptica G1emsa

Intestino, Branquia _ .
Inrmunocitoquimica

Ensayos farmacoldgicos in vitro:
contraccidn intestinal v vascular

Microscopia electrdnica Inmmunocttoquimica

Hematoxilina-Eosina

Bazo, Timo, Higado | Microscopia dptica
Inmunocitogquimnica

Vacunacidn e infeccidn con P.

Larvas y juveniles Mortalidad damselae subsp. piscicida

Adultos Ensayos farmacoldgicos in vive

112



Material y Métodos

IV. Anticuerpos utilizados

Anticuerpns primario

Anticuerpos secundarios

: . Dilucidn . e
Antcuerpo Técmea dptima Anticuerpos Dilucidn dptima
a7 Lnti-Ig0 deraton-HFR (Bigma) 1:100
(Sepulere Inmunocitoquinuca 1100
P ¥ indire cta ' : . .
col, 2002} Anti-1gG de raton-fosfatasa  alcalma 150
(Bigma) '
Anti-1pl
_ Inmunocitoquinuca 1100 de  conejo | Complejo avidina-bintina- 1100 1100
Anh-MCEFR mdire cta ' biotmilado | HEF (Dako) ' '
(Pacific (Dako}
Immiunology}
Inmunoflugrescencia | 1:100 | Anti-I1gG de conejo-TRITC (Dako} 1:20
Lnti-1gG de congjo-fosfatasa alcalma 150
Anti-IL-1p o (igma)
(Pacific Imunocitoquimica 1100 | AntlaG
Immunology) mdire cta de conegjo | Complejo avidina-bintina- 1100 1100
biotinilado | HEF (Dako} ’ '
(Dako}y
_ Amti-TgG Culn?plu:Jn Anti-IgC de
ndi- Inmunocitoguinica de  coneo avidina- “onEn
histamma paLnag 1.100 S e i tina- conjugadno 1:100 | 1:100 | 1:23
. mdirecta biotinilado
(Bigmay (Dako} HEF con oro
(Dako) (Bigma)
. Ant-IgG
- Inmunocitoguinica de  coneo | Complejo avidina-hiotina-
“E“ﬁfl”é‘}ma indire cta L300 |y otinilade | HRP (Daka) 1100 1:100
(Dako}
At Anti-TgG Culm.plc_]n .EmnTIgG de
1gcidma 1 Inmunocitoquinuca de congo at..rll:l.ma— Long)o
P S 1:a0 S biotina- conjugado 1:100 | 1:100 § 1:25
(cedido por indire cta biotnilado
Dr. E Yoga) (Dako} %Rall:—‘: ) Esu-n ) oo
o lgma
i - I I
piscidina 3 Inmunocitogquinuca 1300 de conegjo | Complejo avidina-bintina- 1100 1100
(cedido por indire cta ' biotimlado | HRF (Dako) ’ '
Dr. E. Hoga) (Dako)

V. Microscopia

V.1. Microscopia optica de campo claro

Larvas v juveniles de dorada, asi como nfién cefilico, bazo, timo, intestino y

branquia, obtenidos mediante diseccién de ejemplares adultos de dorada, lubina,

lenguado, rodaballo, anguila, pez cebra, trucha, pez pulmonado sudamericano, rana

comin y tritén vientre de fuego a los que previamente se les extrajo la sangre, fueron
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fijados en una solucién Bouin o en una solucién de metanol conteniendo 10% de
formalina v 5% de dcido acético, embebidos en Paraplast Plus (Sherwood Medical,
Albuta, Canada) v cortados en secciones de 3 pm de grosor. Las secciones fijadas con
Bouin se tifieron con hematoxilina-cosina, ¢osina o Giemsa. Para ello, s¢ desparafinaron
en xilol durante 10 minutos (2 lavados de 5 minutos) v se hidrataron en soluciones
decrecientes de etanol (100%, 90%, 70%) durante 3 minutos cada una v en agua
destilada durante 5 minutos. Las secciones que fueron tefiidas con hematoxilina-cosina
o cosina, fueron sumergidas en hematoxilina durante 5 minutos v en cosina durante 3
minutos, o e¢n ¢osina durante 3 minutos, respectivamente, lavando el exceso de los
colorantes en agua del grifo durante 10 minutos v en agua destilada durante 5 minutos
después de cada colorante. Posteriormente, las secciones fueron deshidratadas en
soluciones crecientes de etanol (70%, 90%, 100%) durante 3 minutos cada una,
aclaradas en xilol durante 10 minutos (2 lavados de 5 minutos) v montadas en una
resina comercial, DPX (Probus). Las secciones tefiidas con Giemsa (solucién de Azur
B, cosina v azul de metileno, Merk) fueron sumergidas en Giemsa diluida 1:10 en agua
del grifo durante 1 hora v lavadas en agua del grifo hasta la total diferenciacién de los
colorantes, lo que fue comprobado mediante la observacion de las sececiones al
microscopio Optico. Posteriormente fueron lavadas en agua destilada, dejadas secar
varias horas al aire v montadas en DP3X. Para la deteccién de metacromasia, las
secciones fueron tefidas con 0'5% de azul de toluidina en HC1 0'3 N durante 10 minutos
a 60°C (pH 0'5) o bien con 02% de azul de toluidina en tampén acetato 0'2 M (pH 4'2).
Posteriormente, las secciones fueron deshidratadas, aclaradas en xilol v montadas como

s¢ ha deserito anteriormente.

V.2. Inmunocitoquimica

Esta metodologia (Stenberger, 1986) s¢ llevé a cabo sobre secciones de tejido
fijadas en Bouin. Los sueros utilizados fueron un anticuerpo monoclonal especifico de
granulocitos acidéfilos de dorada (G7) y varios anticuerpos policlonales: (i) frente al
receptor del factor estimulante de colomas de macréfagos de dorada (anti-M-CSF-R),
{11) frente a la IL-1P de dorada {(anti-IL-1p), (i11) frente a los miembros 1 v 3 de la
familia de péptidos antimicrobianos piscidinas {anti-piscidina 1 y anti-piscidina 3), (iv)

frente a histamina (anti-histamina) v (v) frente a serotonina (anti-serotonina).
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V.2.1. Marcaje con G7

Larvas y juveniles y secciones tisulares de nién cefalico, bazo, timo, intestino y
branquia de dorada, una wvez desparafinadas ¢ hidratadas (apartado V.1), fueron
incubadas en una solucién inhibidora de la peroxidasa endégena (perdxido de hidrégeno
en metanol, 1:9) durante 40 minutos. Posteriormente fueron lavadas en PBS (pH 772-
7'4) v en tampdén PBS con albiimina de sucero bovino (B5A) al 0'01% v Triton X-100 al
0'2% (PBT) durante 5 mnutos cada lavado e incubadas en PBS con un 5% BSA, como
agente de bloqueo, durante 30 minutos. Después de ser lavadas dos veces en PBT
durante 5 minutos cada vez, se incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente con el
anticuerpo monoclonal G7 (1:100) diluido en PBS con un 1% BSA. A continuacién
fueron lavadas dos veces en PBT durante 5 minutos cada vez, incubadas durante 1 hora
a temperatura ambiente con un anticuerpo contra IgG de ratén producido en cabra v
conjugado con peroxidasa (Sigma) diluido 1:100 en PBS c¢on 1% BSA y lavadas dos
veces en PBT y una en tampén Tris-HCl 0'05M (pH 7'4-7'6) durante 5 minutos cada

VeZ.

La actividad peroxidasa fue revelada incubando las secciones en 3.3°-
diaminobencidina (DAB) al 0'05% en tampdén Trnis-HCl 0'05M (pH 7'4-7'6) con H;O; al
0'05% durante 5 minutos a temperatura ambiente. La reaceién fue detenida lavando las
secciones en tampdén Tris-HCl 0'05M (pH 7'4-7'6) v en agua destilada durante 35
minutos. A continuacién, las secciones fueron contrastadas con hematoxilina durante 1
minuto v lavadas en agua del grifo durante 10 minutos v en agua destilada durante 3
minutos. Posteriormente fueron deshidratadas, aclaradas v montadas en DPX (apartado

IV.1).

La especificidad de las reacciones fue determinada mediante la omisién del

primer anticuerpo.

V.2.2. Marcaje con ant-IL-1p, anti-histamina, anti-serotonina, anti-piscidina 1 y

anti-piscidina 3.

Secciones tisulares de nifidn cefilico y bazo de dorada, branquia ¢ intestino de

dorada, lubina, rodaballo, lenguado, anguila, pez cebra, trucha v pez pulmonado
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sudamericano e intestino de rana comin y tritén vientre de fuego, una vez
desparafinadas e¢ hdratadas, respectivamente (apartados V.1), fueron incubadas en
solucidn inhibidora de la peroxidasa enddégena (apartado V.2.1). Posteriormente, las
muestras fueron lavadas en PBS v en PBT durante 5 minutos cada vez, incubadas en
PBS con un 5% BSA, como agente de bloqueo, durante 30 minutos y lavadas dos veces
en PBT durante 5 minutos cada vez. Posteriormente fueron incubadas con anti-IL-1p
{(1:100), anti-mstamina (1:100), anti-serotonina (1:500), anti-piseidina 1 (1:530) v anti-
piseidina 3 (1:200) diluidos en PBS con un 1% BSA durante 2 horas a temperatura
ambiente. Después de lavar dos veces en PBT durante 5 minutos cada vez, las secciones
fueron incubadas con un anticuerpo biotinilado anti-IgG de conejo {1:100) producido en
cerdo (Dako) y diluido en PBS con un 1% BSA durante 1 hora a temperatura ambiente,
lavadas dos veces con PBT durante 5 minutos cada vez ¢ incubadas durante 1 hora a
temperatura ambiente con un complejo avidina-biotina conjugado con peroxidasa
{(Dako). La actividad peroxidasa fue revelada como se ha descrito en el apartado V.2.1 v
las muestras contrastadas con hematoxilina. La especificidad de la reaccién fue
determinada mediante 1a ommsién del primer anticuerpo v mediante la preadsorciéon del

anticuerpo con un exceso 10 molar del péptido o amina correspondiente.

V.2.3. Marcaje con ant-M-CS5F-R

Secciones tisulares de nifidn cefilico v bazo de dorada, lubina y lenguado v de
timo, intestino, higado y branqua de dorada, una vez desparafinadas e hidratadas
{apartado V.1), fueron incubadas en dcido etilendiaminotetracético (EDTA, 1mM, pH
8'0) a 935 °C durante 20 minutos para desenmascarar el antizeno. Después de dejar
enfriar las secciones, se procedié como en el apartado V.2.2. Sélo algunas de las

secciones se econtrastaron con hematoxilina.

V.2.4. Metodo doble inmunocitoquimica

V.2.4.1. Marcaje con G7/anti-histamina o G7/anti-piscidina 3

Secciones tisulares de branquia ¢ intestino de dorada, una vez desparafinadas ¢
hidratadas (apartado V.1) fueron sometidas a una doble inmunocitoquimica usando el

anticuerpo monoclonal G7 junto c¢on ¢l suero anti-histamina o anti-piscidina 3. Las
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secciones fueron incubadas en solucién inhibidora de la peroxidasa enddgena (apartado
V.2.1). Posteriormente, las muestras fueron lavadas en PBS y en PBT durante 5 minutos
cada vez, incubadas en PBS con un 5% BSA, como agente de bloqueo, durante 30
minutos v lavadas dos veces en PBT durante 3 minutos cada vez. Posteriormente fueron
incubadas con el anticuerpo monoelonal G7 (1:100) diluido en PBS conun 1% BSA. A
continuacién fueron lavadas dos veces en PBT durante 5 minutos cada vez, incubadas
durante 1 hora a temperatura ambiente con un anticuerpo contra IgG de ratén producido
en c¢abra v conjugado con fosfatasa alealina (Sigma) diluido 1:50 en PBS con un 1% de
BSA v lavadas dos veces en PBT v una en tampén Tris-HC1 0'05M (pH 7'4-7'6) durante

3 minutos cada vez.

La actividad fosfatasa alcalina fue revelada incubando las secciones en Fast Red
TR/Naphthol AS-MX (Sigma) durante 5 minutos a temperatura ambiente. La reaccién
fue detenida lavando las seceiones en tampon Tris-HCl 0'05M (pH 7'4-7'6) v en agua
destilada durante 5 minutos. A continuacidén, las secciones fueron montadas en
glicerina, examinadas v fotografiadas. Después de 1a identificacién de los granulocitos
aciddéfilos, se realizé una segunda inmunotinecién sobre las mismas secciones con el
sucro anti-histamina o anti-piscidina 3 como se¢ ha descrito anteriormente (apartado
V.2.2). Las secciones fueron montadas de nuevo en glicenina y fotografiadas.
Finalmente, las secciones fueron contrastadas con hematoxilina durante 1 minuto ¥
lavadas en agua del grifo durante 10 minutos v en agua destilada durante 5 minutos.
Posteriormente fueron deshidratadas (la tincién roja de la fosfatasa alcalina se pierde

tras la deshidratacién), aclaradas v montadas en DPX (apartado V.1).

V.2.4.2. Marcaje con anti-IL-1p/G7

Secciones tisulares de rifidn cefilico v bazo de dorada, una vez desparafinadas ¢
hidratadas (apartado V.1), fueron sometidas a una doble inmunocitoquimica usando el

sucro anti- IL-1p junto con el anti cuerpo monoclonal G7.

Las secciones fueron incubadas con ¢l anti-IL-1[ (1:100) diluido en PBS con un
1% BSA como se ha descrito anteriormente (apartado V.2.2). A continuacién, fueron
lavadas dos veces en PBT durante 5 minutos cada vez, incubadas durante 1 hora a

temperatura ambiente con un anticuerpo contra IgG de conejo producido en cabra v
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conjugado con fosfatasa alealina (Sigma) diluido 1:50 en PBS con un 1% de BSA v
lavadas dos veces en PBT vy una en tampén Tns-HCl 0'05M (pH 7'4-7'6) durante 3

minutos cada vez.

La actividad fosfatasa alcalina, fue revelada incubando como se ha descrito en la
seceidn anterior {apartado V.2.4.1). A continuacién, las secciones fueron montadas en
clicerina, examinadas v fotografiadas. Después de la identificacidn de las ¢élulas IL-1p
positivas, se realizé una segunda immunotineién sobre las mismas secciones con el
anticuerpo monoclonal G7, como se ha deserito anteriormente {apartado V.2.1). Las
secciones fueron montadas de nuevo en glicerina v fotografiadas. Finalmente, las
secciones fueron contrastadas con hematoxilina durante 1 minuto y lavadas en agua del
orifo durante 10 minutos vy en agua destilada durante 5 minutos. Posteriormente fueron
deshidratadas (la tincién roja de la fosfatasa alcalina se pierde tras la deshidratacién),

aclaradas y montadas en DPX {apartado V.1).

V.3. Microscopia de fluorescencia

Secciones tisulares de rifidn cefilico de dorada, una vez desparafinadas ¢
hidratadas (apartado V.1) v desenmascarado el antigeno (apartado V.2.22), fueron
incubadas durante 30 minutos en PBS con un 3% de BSA, como agente de bloqueo,
durante 30 minutos. Después de ser lavadas dos veces en PBT durante 5 minutos cada
vez, s¢ incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente con el anticuerpo anti-M-CSF-
R (1:100) diluido en PBS con un 1% BSA. Después de lavarlas dos veces en PBT
durante 5 minutos cada vez, fueron incubadas durante 1 hora a temperatura ambiente v
en oscuridad con un suero anti-IgG de conejo conjugado con tetrametilisotio cianato de
rodamina {(TRICT, Dake) diluido 1:20 en PBS con BSA al 1%. A continuacién fueron
lavadas dos veces en PBT durante 5 minutos cada vez v montadas en glicerina. La

especificidad de 1a reaceidn fue determinada mediante 1a omisién del primer anticuerpo.

Todas las secciones de microscopia dptica convencional, las de las téemecas
inmunocitoquimicas v las de fluorescencia fueron estudiadas en un microscopio éptico
Axiolab (Zeiss) v las fotografias realizadas en una cimara digital CoolSNAP (RS
Photometrics) usando un ordenador Pentium I con un software CoolSNAP (RS
Photometrics).
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V.4. Microscopia electronica de transmision

Fragmentos de aproximadamente 1 mm’ de intestino de dorada fueron fijados en
glutaraldehido al 2'3 %% en tampdn cacodilato 0'1M (pH 7'2) durante 3 horas a 4°C. A
continuacién fueron introducidos en una solucién lavadora de sacarosa al 0'85% en
tamp én cacodilato 01M (pH 7'2) durante 16 horas a 4°C. Posteriormente, algunas de las
muestras fueron post-fijadas durante 1 hora a 4°C en tetradéxido de osmio al 1% en
tampdén cacodilato 0'1M (pH 7'2) en oscuridad, lavadas durante 15 minutos en la
solucién lavadora y contrastadas durante 2 horas a temperatura ambiente con una
solucidn de acetato de uranilo al 4'8% en tampdn veronal (pH 7'2-74). Seguidamente
fueron deshdratadas en soluciones crecientes de etanol {30%, 50%, 70%, 90%, 96%),
manteniéndolas 15 minutos en cada una de ellas, v lavadas dos veces en etanol con
sulfato de cobre a saturacién durante 15 minutos cada wvez. Posteriormente fueron
sumergidas en 6xido de propileno (2 bafios de 30 minutos) v en soluciones de 6xido de
propileno y una mezcla de resinas Epoxi (éter glicidicol00, DDSA, MNA) (Serva) en
proporciones 2:1,1:1, 1:2 (v:v) y mantenidas durante una noche a temp eratura ambiente
en dicha mezela de resinas Epoxi con los tubos destapados para que se evaporase el

éxido de propileno residual.

Suspensiones celulares de nfién cefilico de dorada (ver apartado VI) fueron
fijadas en glutaraldehido al 2'5% en tampén cacodilato 0'1M (pH 7'2) durante 2 horas a
4°C y procesadas como anteriormente se ha descrito, exceptuando la post-fijacién en

tetradxido de osmio.

Los bloques fueron realizados utilizando como moldes capsulas de gelatina del
namero 2 previamente deshidratadas durante 24 horas a 30°C. La polimerizacién v
endurccimiento de la resina fue conseguida afiadiendo 24,6 -tris-dimetil amino metil
fenol (DMP-30) a 1a mezcla de resinas Epoxi anteriormente utilizada, v manteniendo los
bloques a 70°C durante 72 horas. Las secciones semifinas (0’5 a 1 pm de espesor)
fueron obtenidas con un ultramicrotomo REICHER T-TUNG, usando cuchillas de wvidrio
de un dngulo de 45° obtenidas con un aparato “knifemaker™ LKB, tefiidas con azul de
toluidina al 3'3% en una solucién de borato sédico al 1%, deshidratadas con calor v

montadas en DPX. Secciones ultrafinas {50-200 nm de espesor) obtemdas con un
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ultramicrotomo REICHERT-TUNG, usando cuchillas de diamante fueron recogidas
sobre rejillas de cobre y contrastadas con acetato de uranilo al 4% en alcohol metilico v

citrato de plomo.

El examen de los cortes ultrafinos fue realizado en un microscopio electrénico
Zeiss EM 10C vy las imagenes obtemdas sobre placas fotograficas Kodak Electron
Image Film.

V.4.1. Inmunocitoquimica

Secciones ultrafinas de intestino o de suspensiones celulares de rifién cefalico de
dorada fueron recogidas sobre rejillas de niquel, tratadas con metaperiodato sédico para
eliminar la resina, lavadas con agua destilada y posteriormente con PBS-glicina
(50mM) durante 10 minutos. A continuacidn, las rejllas se lavaron tres veces con PBS
conteniendo 02% de gelatina v 0'3% de BSA (PBQG) y se incubaron con los sueros anti-
histamina (1:10) o anti-piscidina 3 (1:100) durante toda la noche a 4°C. Después se
lavaron seis veces con PBG y se incubaron con un anticuerpo anti-IgG de conejo
conjugado con oro de 10 nm y producido en cabra (1:25) (Sigma) diluido ¢en PBG
durante 1 hora a temperatura ambiente. A continuacién, las rejillas fueron lavadas seis
veces con PBG, tres veces con PBS-glicina v por Gltimo con agua destilada. Finalmente,

las secciones fueron contrastadas con acetato de uranilo y citrato de plomo.

VI. Obtencion de suspensiones celulares de rifion cefalico de dorada

Se utilizd el medio de cultivo RPMI-1640 (Gibeo) con la osmolaridad ajustada a la
del suero de dorada (35333 mosmol) econ NaCl al 0335% v suplementado con
pem cilina/streptomicina. Las suspensiones celulares de nfién cefilico fueron obtemdas
al forzar el 6rgano a través de una malla de nylon con un tamafio de poro de 100 pum,
lavadas varias veces mediante centrifugacién a 500xg, contadas en una cimara de
Neubauer (Absher, 1993) v ajustadas a una concentracién final de 1x10° células/ml para

su posterior utilizaci 6n.

120



Material y Métodos

VL1. Suspensiones enriquecidas en granulocitos acidofilos

Las suspensiones celulares enriquecidas en granulocitos acidéfilos se obtuvieron
mediante separacién celular activada magnéticamente (MACS). Para ello, las
suspensiones ¢elulares de niién cefilico, obtenidas como anteriormente se ha descrito
{apartado VI), fueron lavadas e¢n tampén [PBS, EDTA 2mM, suero bovino fetal al 2%
sonicado previa utilizacién (SBF)] (TF) mediante centrifugacién a 500-800xg durante
10 minutos a 4°C ¢ incubadas con el G7 a una dilucién 6ptima 1:10 en TF, v ¢n un
volumen final de 100 pl por cada 10° células, durante 20 minutos en hielo. Una vez
lavadas, las células fueron incubadas ¢on un anticuerpo contra IgG de ratén conjugado
con micro-bolas magnéticas (Milteny: Biotec) a una concentracién 1:9 en TF v en un
volumen final de 100 pl por cada 10° células durante 30 minutos a 4°C. Tras ser
lavadas, las células fueron separadas utlizando una umdad de separacion MACS
{Miltenyi Biotec) compuesta de una columna v de un imén de rendimiento adecuado al
namero de células totales de la suspensién tal v como indica ¢l fabricante. Las
suspensiones fueron introducidas en las umdades de separacion MACS y lavadas con
abundante TF con ¢l fin de recoger las fracciones carentes de granulocitos acidéfilos
{(G7'). Posteriormente, las columnas fueron separadas del iman con el fin de permitir la

elucién de las fracciones enriquecidas en granulocitos acidéfilos (G7").

VI.2. Aislamiento de macrofagos

Las suspensiones celulares de rifién cefilico fueron incubadas durante toda la
noche en medio RPMI-1640 en placas de cultive de 6 pocillos. Posteriormente se
lavaron repetidamente con PBS para eliminar las células no adherentes y las monocapas
de macréfagos resultantes se fijaron en paraformaldehido al 4% en PBS, durante 30
minutos, y se sometieron a inmunocitoquimica indirecta por el método avidina-biotina

con ¢l anticuerpo anti-M-CSF-R (ver apartados V.2.2 v V.2.3).

VII. Extraccion del ADN genomico de V. anguiilagrum

La bacteria V. anguillarum fue crecida durante una noche a temperatura

ambiente en 25 ml de caldo de triptona de soja (TSB) al 3% en agua conteniendo NaCl
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al 1%. Las células fueron recuperadas mediante centrifugacién a 10.000xg durante 10
minutos v resuspendidas en 400 pl de tampén Tris-HCl 10mM, EDTA 1mM, (pH 7'3).
A continuacién, las células fueron tratadas durante 1 hora a 37°C con 8 pl de una
solucién de 25 g/l de proteinasa K (Invitrogen) v 80 pl de tampén Tris-HCl 0°5M,
EDTA 125mM, dodecilsulfato sédico al 5% (pH 9'4). Posteriormente, las células fueron

lisadas al hacerlas pasar por una jeringuilla de insulina con una aguja 19 XG.

Una vez lisadas las bacterias, se procedié a la extraccién del ADN. Para ello se
afiadi6 un volumen de fenol v se centrifugé a 10.000xg durante 2 minutos obteniéndose
dos fases. La fase superior dénde se encuentra el ADN, fue tratada con un volumen de
fenol v un volumen de cloroformo:isoamiloaleohol (24:1) v centrifugada a 10.000xg
durante 2 minutos obteniéndose dos fases. El ADN contenido en la fase superior fue
precipitado con acetato sédico, 03M, al 15% (pH 5'5) v 2 voltunenes de etanol absoluto
a temperatura ambiente, lavado con etanol frio al 70%, secado a temperatura ambiente y
resuspendido en 100 pl de PBS. La cantidad v pureza del ADN se evalué en un
espectofotémetro (Beckman DU 640) midiendo 1a absorbancia {Abs) a una longitud de
onda de 260 nm v de 280 nm en una cubeta de cuarzo. La concentracién de ADN se
calculé sabiendo que una unidad de Abs a 260 nm equivale a 50 pg/ml de ADN. El
indice de contaminacién con proteinas (Abs 260/Abs 280) se mantuvo siempre por

debajo de 2.

VIII. Analisis funcionales
VIII.1. Analisis de la actividad fagocitica

La actividad fagocitica de las células del nifién cefilico fue estudiada mediante
citometria de flujo siguiendo la metodologia de Esteban v col. (1998). Para estos
ensayos se utilizé la bacteria V. anpuillarum, cepa R-82, marcada con fluoresceina
(FITC) v Escherichia coli conjugada con Texas Red (cepa K-12, Bioparticles,
Invitrogen), como parti culas susceptibles de ser fago citadas.

VIII.1.1. Marcaje de la bacteria V. anguiligrum

La bacteria V. anguillarum fue cultivada en TSB que contenia 50 pg/ml de FITC
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a 25°C, durante una noche, para permitir que se le umera de una forma homogénea el
FITC. A continuacién, las bacterias fueron lavadas 3 veces en PBS mediante
centrifugacién (10.000xg, 15 minutos) ¢ inactivadas por calor a 60°C, durante 15
minutos. La densidad éptica de las suspensiones bacterianas fue medida a 600 nm v el
nimero de u.f.c./ml fue ajustado a 10° con una curva patrén de crecimiento. Finalmente,
la bacteria fue almacenada a -80°C hasta su uso. La uniformudad del marcado se

comprobé mediante citometria de flujo.

VIII.1.2. Ensayo de fagocitosis

Para la realizacién de los ensayos de fagocitosis se utilizaron alicuotas de 5x10°
células de las suspensiones celulares de rifién cefalico. Posteriormente se mezclaron con
10° particulas de V. anguillarum marcadas con FITC o 2'5 x 10° particulas de E coli
conjugadas con Texas Red, se centrifugaron a 300xg, s¢ resuspendieron y se incubaron
durante 60 munutos a 23°C en oscuridad. Después de la incubacién, la actividad
fagocitica fue bloqueada afiadiendo PBS a 4°C v la fluorescencia de las bacterias no
ingeridas o adheridas a la membrana de los fagocitos pero no interiorizadas, fue
bloqueada por adicién de azul tripano al 0°4% en PBS. El nimero de células
fluorescentes (c¢élulas que habian fagocitado) se analizé mediante citometria de flujo.
Tras la realizacién del ensavo, algunas alicuotas fueron procesadas para su estudio

mediante microscopia electrénica de transmisién (apartado V.4).

VIIL.1.3. Citomeiria de flujo

Se utilizé un citémetro de flujo (Becton Dickinson) para el analisis de la
actividad fagocitica (VIIL.1.2). El citémetro de flujo utilizado estaba provisto de un laser
de argén v de un equipo estindar para la medicién de tamafio celular (FSC),
granularidad celular (SSC), fluorescencia verde (FITC) y fluorescencia roja (ioduro de
propidio o ficoeritrina). De cada muestra se analizaron 5.000 células a una velocidad de
400 ¢élulas/s. Los datos obtenidos corresponden a las medias del nmimero de ¢élulas que

emitian fluorescencia de tres muestras independientes.

VIII2. Produccion de intermediarios reactivos de oxigeno (ROIs)
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La produccién de ROIs fue medida como la quimioluminiscenecia de las células
siguiendo la metodologia de Bayne v Levy (1991). Para ello se prepararon disoluciones
madre de forbol 12-miristato 13-acetato 1 mg/ml (PMA, Sigma) en etanol ¥ de luminol
10% M (Sigma) en dimetil sulféxido que fueron almacenadas a —20°C y 4°C,
respectivamente. Alicuotas de 5x10° suspensiones celulares de rifién cefilico o
fracciones G7  de rifién cefilico fueron estimuladas con ADN genémico de V.
anguilfarum (ATCC19264) durante 16 horas en presencia o en ausencia de
concentraciones de entre 107 hasta 10° M de histamina, piridiletilamina (agonista del
receptor H|) o dimaprit (agonista del receptor H;) (Tocris Bioscience). Posteriormente
s¢ les afiadié 100 pl de una solucién conjunta de luminol v PMA a unas concentraciones
finales de 100 pM de luminol v 1 pg/ml de PMA en tampén Hank’s. La
quimioluminiscencia fue registrada cada 117 segundos durante 1 hora en un lector de
placa FLUOstart (B GM LabTechnologies). Los datos fueron obtemdos como la media
de ocho medidas y expresados como la pendiente de la curva de la reaccién desde 585 a
1170 segundos a la cual se le restéd la emisién inespecifica de fondo. Al mismeo tiempo
se analizé la viabilidad celular mediante analisis por citometria de flujo de células

tefiidas con 40pug/ml de yoduro de propidio.

IX. Reirotr anscrip cion-reaccion en cadena dela polimerasa (RT-PCR)
IX.1. Aislamiento de ARN

El ARN total de larvas de 1,2,6,8,10, 13,21, 27,34, 47, 48, 49,62, 68, 70 v
76 dde v de juvemiles de 103,106, 131 v 133 dde fue aislado utilizando TRIzol Reagent
(Invitrogen) siguiendo las indicaciones del fabricante. Las muestras fueron
homogeneizadas mecinicamente en 1 ml de TRIzol frio con la ayuda de un
homogeneizador (Sigma). A continuacién fueron incubadas con 100 pl de cloroformo
{Sigma) durante 15 minutos en helo y cenirifugadas a 10.000xg durante 15 mnutos a
4°C. De esta forma se obtuvo una fase superior acuosa que contiene ¢l ARN, una
interfase de color blanco v una fase inferior roja de fenol-cloroformo (orgéinica), estas

dos altimas contienen las proteinas v ¢l ADN gendmico.

El ARN fue recogido en la fase acuosa y transferido a un tubo de centrifuga de
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1'5 ml libre de ARNasa. El ARN fue precipitado mediante incubacién con 0'5S ml de
1sopropanol frio durante 15 minutos en hielo y centrifugacion a 10.000xg durante 13
minutos a 4°C. A continuacién, ¢l sobrenadante fue retirado v ¢l ARN lavado con etanol

frio al 75%. Una vez lavado fue dejado secar durante 3-3 minutos a 37°C v
resuspendido finalmente en 30 pl de agua tratada con dietilpirocarbonato (DEPC)

(Sigma). Con el fin de garantizar su completa resuspensién, el ARN aislado fue

calentado durante 5 minutos a 50°C.

La concentracién de ARN obtenido fue cuantificada espectrofotométricamente
teniendo en cuenta que una unidad de Abs a 260 nm equivale a 40 pg/ml de ARN. El

indice de contaminacién con proteinas (Abs 260/Abs 280) se mantuvo siempre por

debajo de 2.

IX.2. Obtencion de ADN copia

Siempre se trabajé en cabina de flujo laminar para evitar contaminaciones. Para
eliminar posibles contaminaciones de ADN gendmico, las muestras fueron tratadas con
1 unidad de desoxirribonucleasa I (ADNasa I) (Invitrogen) durante 15 minutos a
temperatura ambiente siendo la enzima posteriormente desnaturalizada al aumentar la
temperatura a 65°C durante 10 minutos en presencia de 25 mM de EDTA. El ARN fue
precipitado (apartado IX(.1) v resuspendido en agua tratada con DEPC. La reaccidn de
retrotranseripcidn fue realizada con 1 pg de ARN total al que se le afiadié 1 pl de una
solucidén 50 pM de Oligo-dT (Invitrogen) ajustindose el volumen a 11 pl finales con
agua tratada con DEPC. Esta mezcla fue incubada durante 10 minutos a 70°C para
relajar las estructuras secundarias del ARN y enfriada inmediatamente en hielo para
evitar la renaturalizacidn del mismo. A continuacién, se afiadié ¢l resto de componentes
de la reaceion (Tabla 4): 4 pl de tampdén de reaccidén 5x, 1 pl de desoxinueledtidos
trifosfato (dN'TPs) {10 mM) (Invitrogen), 2 pl de ditiotreitol (0'1 M), 200 unidades (1
ul) de retrotranscriptasa (SUPERSCRIPT'™™ II Rnase H Reverse Transcriptase,
Invitrogen) v 40 unidades (1 pl) de inhibidor de nbonucleasas (ARNasas)
{(RNaseOUT™ Recombinant Ribonuclease Inhibitor, Invitrogen). La reaccién fue

incubada ini cialmente a temperatura ambiente durante 10 minutos para facilitar 1a unién
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del Oligo-dT, a 42°C durante 50 minutos para permitir la retrotranseripeién v a 95°C
durante 5 minutos para inactivar el enzima. El ADN copia asi obtemdo fue llevado hasta

un volumen final de 100 pl con agua tratada con DEPC vy guardado a —20°C.

RT Concentracion
Tampon dereaccion 1z
Oligo-dT 0°5 pg
d¥TPs 0"imM
DTT 0701 M
Retrotranscnptasa 200 unidades
Inhibidor de ARMasas 40 unidades
AHM g
“olumen total final 20 pl

Tabla 4. Concentraciones finales wtilizadas en la ET.

IX.3. PCR

Una vez realizada la retrotranseripeidn, se pasé a amplificar los genes en
estudio: receptor similar a Toll 9 (1fr2), tfr5, tir22, receptor del factor estimulante de
colonias de macréfagos (mesfr), subunidad p40”™™* de la NADPH oxidasa (gen ncfd),
lisozima (fy7), hepeidina (hamp), componente C3 del complemento (c3), proteina de
incremento de permeabilidad/proteina de unién a lipopolisacaride ({bp/bpi), gen de
resistencia a myxovirus (influenza) (mx), factor regulador de interferén 1 (irfi), irf9,
proteina 30 inducible por interferén v (ifi30), perforina (prfi), genes activadores de
recombinacidn (rag! v 2), cadenas ay p del receptor de células T (icra v 1crb), cadenas
ligera y pesada de la inmunoglobulina M (ig/ e igmif), cadenas ay v del complejo mayor
de histocompatibilidad I (spau-daa ¢ iclp), ciclooxigenasa 2 (cox2), factor de necrosis
tumoral . (rifa), factor de crecimiento transformante Pl (rgf& 1), interleuquina-1p (i1£1),
receptor purinérgico P2X5 (pZrx7), caspasa-1 (casplf), P-actina (actk) v la proteina
ribosomal S18 (rpsi8) por PCR en un termociclador Eppendorf Mastereycler Gradient.
Para llevar a cabo las reacciones se utilizé 2 pl de ADN molde por reaceidn, a

excepeidn de los controles negativos en los que no se puso ADN molde, junto con 2 pl

de tampén 10x, 0°4 pl dNTPs (2'5 mM), 0°4 1l MeCl; (50 mM), 0°8 pl de cada uno de
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los oligonueledtidos sintéticos (Invitrogen) a una concentracidn de 10 pM v 1 unidad de
Taq ADN polimerasa (Ecogen) (Tabla 5). Las condiciones de amplificacién fueron: una
temperatura especifica de hibridacién de los cebadores, v un tiempo de polimerizacidn
de 45 segundos v 35 ciclos de amplificacién (Tablas 6 ¥ 7). Los productos amplificados
fueron separados mediante una electroforesis en un gel de agarosa (Pronadisa) al 1%
conteniendo 0°5 pg/ml de bromuro de etidio (Sigma) v visualizados con luz UV. Su

identidad se determiné mediante anilisis de restriccidén y/o secuenciacidn.

PCR Concentracion
Tampon de reaccion lx
MzCl; 1mM
dMTFs 0"03 mM
Cehadores 074 I
Tag ADM polimerasa l umidades
ADNe 2l
“Wolumen total final a0 pL

Tabla 5. Concentraciones finales wtilizadas en la PCE.

Paso 1 4= 2 mn. 1=
a4qeC 45 g

Paso 2 HeC 45 g 15z
JaeC 45 g

Pasn 3 T2 eC 10 man. 1=

Paso 4 qe0 Indefinido

Tahla &. Programa utilizade en las reacciones de PCE. H°C depende de los

cebadores utilizados en cada caso.

Ademas, la expresién de los genes iphm, tirS, ilib, tnfa v 1gfb] se analizaron
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mediante PCR a tiempo real, para la que se utilizé un instrumento ABI PRISM 7500
{Applied Biosystems) usando SYBR Green PCR Core Reagents {Applied Biosintesis).

Las condiciones de amplificacién fueron: incubacién durante 10 minutos a 95°C, 40

ciclos de 15 segundos a 95°C, 1 minuto a 60°C, y finalmente 15 segundos a 95°C, 1

minuto a 60°C, 15 segundos a 95°C. Para cada ARN, la expresion de genes se cormgid

con ¢l contenido de la proteina ribosémica S18 de cada muestra.

Nimero de . L. " amr Temperatura de | Amplicon
Gen AcCRED Nombre Secuencia de nucledtidos (5" —=5"} hibridacién (°C} by}
F GOAGGACAGCOACTOGAT
te ATT51797 59 130
R GaATCACACCGTCACTGTCTC
F CCTOGTCTGCAACTETCAGGA
tes AMI96023 60 216
R TOTGGATCTEGTTC AAGCTG
F GCGAATCTGATTTCCCTC AL
22 AMI20860 600 135
R GoOOTOCCAC TGATTTGATTT
F ATCGALC ADTCTOAACCAGC A
m AF4913032 54 243
R TCCCTCCTTCTTTCTCTTC AT
F CaTOAAGAGACATGATGAAGTGD
il AT962254 55 403
R CataCACACAAACA LA ACALTCTG
F A ACOCAACCGAGTTTTTGT
i AMI20661L 60 161
R ATOOOOAADATEOTTTTAGC
F TCOAGOTOOCOOTOTACTAT
I AMI20862 60 197
R GTTOCCCAGADATTCCTGTT
F CTACTGTOC Gaaanalor
o3 CB177128 53 241
R GCaGTTCTOTTCAGCACATO
F CCAGGGCTOOALLTCAACTA
vz ANM749959 60 280
R CCaslATCAAD ACCTOC AN
F CCOTCGTGCTCACCTTTATT
hamp AMT499a0 60 130
R CaGRAGTCCTCTGGCATCTC
F COGCACTCCAAGAGAAADTC
Ibpibpi AMI20663 60 137
R CalToaCOaATOTTOOCAATC
F3 CTOOCCTACAATEAC AAD
mcifr AMD50293 55 200
R4 TCAGACATCAGAGCTTCC
F GCGLAGTTOAACCTGAAGAD
nof AMT49961 60 155
R TCACCTTCTGTGTCGCTGTC
F OOAACTOOALCCADADTOALDD
tora ATTI51745 56 300
R CaTCAlTOTOAGGDACAGDACT
F GOTTCOTTCAATOOGACAGD
rorb AMI2a1200 600 160
R COOTAGACACAGOCCTTGAT
F TTACTACTOTCAGAGTTTC
igl ATE19933 55 193
R ACTCCACGTGTOACGOGAADT
ighm AMA93ETT F CaGCOTCOAGAADTOEGAAALD 60 137
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R GAGCTTGACCAGGTTGGTGT
F ACQCTGTTCAGTOGTCCCATCCD
spau-don AT292461 a0 118
R GaCCCAlAOTCAGACCCADT
) F ACCAGAGACCCAAACTCCT
iclp AMI2DEGS 600 183
R CadaCToOATOTOOOTOOTE
) F3 ATGCCCOAGOGGCTOOGE
ik ATITT166 55 00
R2 CalTTECTGAAGGGAACAGAL
ORF1-F GAAATGGCAGCTAAGGAGCTT
casp! AM490060 54 750
R3 TTEALAATTCOTTGATCOGD
Fi CalaOToCTOATC A A Al
plex7 AT387997 55 91§
R11 COaaCasABGAGATOACOTCA
F AGACACOOOCAGTAAAGAS
reftr AF424703 55 117
R GOCTOACCARACTCTOTTOG
FE2 TaTGGGOOCATACAC AAC A
mfa AJ413139 55 7632
RES TTaaaGTETCALACACACC AL
F GAGTACTGOAAGCCGAGCALD
cox? AMI96029 60 192
R GATATCACTGCCGCCTGAGT
F TTaaTOGOCTOTOTOOATGN
ragl EF095657 60 120
R TOATOGTCCTCOTOCAGATOD
F ACCOATOGAGALCTOOAC AL
rag? EF562633 60 119
R TaOTACOOCTOOCAGOTOTT
F ATOOTOOOOCGOOOCAGOCACT
acth 89920 55 550
R CTCCTTAATGTC ACGCACGATTTC
F AGGOTOTTOOC AGACGTTAC
mpal8 AM490061 60 164
R CTTCTOCCTOTTGACG AL

Tahla 7. Oligonucledtidos utilizades en las reacciones de PCE, F=directo, E=reverso.

X. Ensayos farmacolagicos

X.1. Ensayos in vive

Ejemplares de dorada v rana fueron inyectados intraperitonealmente con PBS solo

o conteniendo histamina (5, 50 v 500 mg/Kg) o piridiletilamina {(agonista del receptor
H,) o dimapnt (agomsta del H3) o imetnidina {agomsta del Hz) (50 v 500 mg/kg) 02'5 v

15 mg/Kg del compuesto 48/80 {(Sigma) v se registré la mortalidad durante 1 hora. En

otros ensayos, los ejemplares fueron inyectados con 1-10 mg/Kg de diferentes

antagonistas de los receptores de histamina, clorferinamina {(antagomsta del H)),

ranitidina (antagonista del H;) v clobenpropit (antagonista del H) (Sigma) solos o en

combinacién con 500 mg/Kg de histamina.
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X.2. Ensayos de contraccion del musculo liso intestinal y vascular

El intestino v la branquia de seis ejemplares de dorada v el intestino de dos
¢jemplares de rana fueron colocados en medio de cultivo RPMI-1640 con la
osmolaridad ajustada a la del suero de dorada (33333 mosmol) con NaCl al 0335% o en
medio de culivo RPMI, respectivamente. Fragmentos de intestino y branquia de 1 ¢cm
de longitud fueron incubados con 1 ml de PBS solo o conteniendo 5 mg/ml de
histamina, 10 mg/ml de dimapnt, 10 mg/ml de pindiltetlamina o 7'5 mg/ml de
compuesto 48/80. La contraceidén del misculo liso intestinal y vascular fue observada
visualmente v se realizaron fotografias cada 4 segundos en ¢l caso del intestino y cada
20 segundos en el caso de la branquia con un estereomicroscopio Sterm 2000-C (Zeiss).
En algunos ensayos, los fragmentos de intestino fueron preincubados durante 10
minutos con ranitidina a una concentracién de 100 mg/ml en PBS antes de la adicién de

3 mg/ml o 100 mg/ml de histamina en PBS.

XI. Determinacion del titulo de Ighl especifica frente a P. damselae subsp. piscicida

mediante enzimoinmunoensayo (ELISA) en dorada

El nivel de IgM especifica frente a P. damselae subsp. piscicida fue cuantificado
mediante enzimoinmunoensayo (ELISA) en muestras de sangre obtenidas de juveniles
vacunados v no vacunados de 150 dde (apartado I1.2), la edad mimma a la cual se
pueden obtener cantidades suficientes de suero para este ensavo. Se utilizé un
anticuerpo monoclonal conjugado con peroxidasa frente a la Igm de dorada {(Aquatic
Diagnostics Ltd). En primer lugar se afiadieron 50pl/pocillo de poly-L-Lisina al 0'05%
en tampdén 30mM carbonato-bicarbonato (pH 9'6) durante 1 hora. Posteriormente, los
poeillos se lavaron 2 veces con tampdn de lavado de baja concentracién salina [Tris-
HCI 2mM, NaCl 38mM, Tween 20 al 0,5 %, pH 73] (TBC) v se afiadieron 100 pl por
pocillo de P. damselae subsp. piscicida (cepa PC-433.1) inactivada por calor (60°C
durante 3 horas) a una concentracién de 1x10° bacterias/ml ¥ se incubé la placa de
ELISA durante toda la noche a 4°C. A continuacién se fijé la bacteria mediante la
adicién de glutaraldehido al 0'03% en PBS durante 20 minutos. Después de lavar 3
veces con TBC se afiadieron 200 pl por pocillo de TBC con 1% BSA como agente de

bloqueo de las uniones inespecificas durante 2 horas a temperatura ambiente. Después
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se lavaron de nuevo los pocillos 3 veces con TBC v se adiciond el suero a testar a
diluciones 1:10, 1:50 y 1:100 (por inplicado), incubindose durante 3 horas a
temperatura ambiente. Una vez transcurrido este tiempo los pocillos se lavaron 5 veeces
con tampén de lavado de alta concentracidén salina [Tris-HCl 2ZmM, NaCl 30mM,
Tween 20 al 1 %, pH 7'7] (TAC) y se incubaron con anti-IgM (1:50) dilwido en PBS
con 1% BSA durante 1 hora. A continuacién se lavaron 5 veces con TAC vy se reveld 1a
actividad peroxidasa en oscuridad mediante la adicién de 100 pl/pocillo de 3.3°, 5.5°-
tetrametilbencidina en agua destilada con H:;O; al 0'01%  durante 5 minutos a
temperatura ambiente. La reaccidén fue detenida afiadiendo 50 pl/pocillo de H,50, 2M.
La lectura se realizé a 450 nm utilizando un lector de placas automatico BioKinetics
EL-3401 (Bio-Tek Instruments) usando un programa Delta Soft3 software para
Macintosh (BioMetallics). Las muestras de suero fueron analizadas por triplicado. La
especificidad de la reaceidn fue determinada mediante 1a adicion de PBS a los pocillos
en lugar del suero a testar. El titulo de IgM especifica frente a P.damselae subsp.
piscicida se expresé como la mavor dilueién del suero en la que se observaron
diferencias significativas en los valores de absorbancia con respecto a los controles no

vacunados.

XII. Analisis estadistico

Se utilizaron 3-6 ejemplares para las téenicas de microscopia, para los ensayos
funcionales y para los ensayos farmacolégicos. Para los estudios de expresion géniea en
larvas v juveniles mediante RT-PCR se utilizaron mezelas de entre 4-30 ejemplares y en
las infecciones experimentales con P. damselae subsp. piscicida, 15, 25 o 100
individuos dependiendo, en ambos casos, de la edad de los ¢jemplares. Para el ensayo
de vacunacidén se utilizaron tanques de 5000 litros con una densidad inicial de 60
huevosditro. Los ensayos in vitro fueron realizados por triplicado. Los datos fueron
analizados mediante analisis univariable de la varianza (ANOVA), v en caso necesario,
mediante ¢l test de rango mualtiple de Waller-Duncan (P< 0°05) o de Duncan (P= 0°1)
para determinar diferencias significativas entre los grupos. Los resultados obtenidos
mediante RT-PCR se¢ analizaron semi-cuantitativamente mediante densitometria
utilizando una cimara digital (Kodak gel logic 100 imaging system; Kodak) y un
programa informitico (1D image analysis 3.6 software; Kodak).
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I. Caracterizacion de los macrofagos y las celulas productoras de IL-1p de dorada
en ejemplares sanos e infectados experimentalmente con la bacteria patogena V.

angutllarum
L.1. Macrofagos

La distribucidn v localizaci6n de los macréfagos en varias especies de teledsteos
han sido estudiados hasta ahora solo mediante microscopia éptica v electrénica debido,
en parte, a la ausencia de marcadores especificos para estas células por lo que no se ha
podido profundizar en su estudio. La produccién de anticuerpos especificos frente a
macréfagos de peces ha sido hasta le fecha una tarea ardua v sélo se han generado
anticuerpos frente a los macréfagos de carpa (Nakayasu vy col., 1998; Romano v col.,
1998). 5in embargo, estos anticucrpos también reconocen otras células del sistema
inmunitario ¢como granulocitos (Nakayasu y col., 1998) v trombocitos (Romano v col.,
1998). Nosotros hemos encontrado las mismas dificultades para producir un anticuerpo
especifico frente a macréfagos de dorada mediante la inmunizacién de ratones con
suspensiones celulares de exudado peritoneal o de nfién cefilico o con macréfagos
purificados. Por tanto, hemos usado un anticuerpo policlonal frente a un péptido
sintético, deducido a partir del gen que determina el receptor del factor estimulante de
colomas de macréfagos (mcsfr) de la dorada, cuya expresién se halla restringida a

macréfagos (Roca v col., 2006).

El estudio inmunocitoquimico realizado demuestra la existencia de células M-
CSF-R positivas en niién cefalico, bazo, timo, branquia e higado. En nfién cefalico
aparecen principalmente alrededor de los vasos sanguineos v son células pequefias con
prolongaciones citoplasméticas largas v delgadas mientras que en bazo se encuentran
formando una red celular en la pulpa blanca y alrededor de los elipsoides, estructuras
que han sido descritas, mediante microscopia dptica v electrénica, como terminaciones
de las arteriolas que presentan una luz estrecha rodeada por una vaina de fibras

reticulares, células reticulares y macréfagos (Press v Evensen, 1999).

En timo, branquia ¢ higado, las células M-CSF-R positivas son menos
numerosas que en nfidn y no se observan en intestino. Este resultado contrasta con

estudios previos realizados en carpa que muestran la presencia de macréfagos en la
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lamina propia del intestino de larvas v adultos mediante inmunocitoquimi ca (Rombout v
col., 1993; Huttenhuis y col,, 2006). Por tanto, nuesiros datos sugieren que los

macréfagos residentes en este tejido no expresan ¢l M-CSF-R.

A continuacién estudiamos si la distribucién y localizacién de las células M-
CSF-R positivas cambiaba tras una infeccién experimental con la bacteria V.
anpuillarum. Sorprendentemente, la localizacién v distribucién de estas células no
cambia después de la infeceién. Estos datos contrastan con los resultados de estudios
anteriores que muestran que los granulocitos acidéfilos se movilizan rapidamente desde

el rifibn cefilico hasta el foco inflamatorio v el bazo después de la infeccién con V.

anguillarum (Chaves-Pozo vy col., 2004, 2003).

L.2. Células productoras de IL-1p

En estudios previos se ha demostrado que la expresién del gen que determina la
[L-1p aumenta dristicamente en macréfagos v granulocitos acidéfilos, después de la
activacién con varios PAMPs (Sepulere v col., 2007). Ademés se ha demostrado que los
eranulocitos acidéfilos ecirculantes de amimales infectados acumulan IL-1p (Chaves-
Pozo v c¢ol., 2004). Por tanto hemos estudiadoe si las células M-CSF-R positivas
producen IL-1p en dorada.

No se¢ observan células IL-1p positivas en niidén cefilico v bazo de ammales
control no infectados mientras que aparecen algunas células IL-1p positivas cerca v
dentro de los vasos sanguineos en nfion cefilico v bazo de ejemplares infectados con V.
anpuillarum a las 4, 24, 48 v 72 horas después de la infeccidén. Estas células IL-1p
positivas presentan una forma redondeada que difiere de la forma estrellada de las
células M-CSF-R positivas que, ademis, no se tifien con el suero anti-IL-1B. Esta
observacién es sorprendente, va que recientemente se ha demostrado que la expresién
del gen il7H aumenta a los mismos mveles, en granulocitos acidéfilos v en maeréfagos,
después de ser activados in virro con varnos PAMPs (Sepulere v col., 2007). Sin
embargo, no podemos excluir la posibilidad de que las c¢élulas M-CSF-R positivas
produzean IL-1p que puede ser rapidamente liberada después de una infeceién in vive.

Esto puede explicar el motivo por ¢l que no detectamos IL-1p en macréfagos mediante
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inmunocitoquimica. Sin embargo, se observa que algunos granulocitos acidéfilos del

niion cefilico v de bazo de ejemplares infectados se tifien con el suero anti- IL-1p.

Todos estos resultados junto al patrén diferencial de expresién observado en
granulocitos acidéfilos y macréfagos después de ser estimulados (Lépez-Castejon v
col., 2007; Sepulere y col., 2007) sugieren diferentes funciones en el reconocimiento v
en la eliminacién de patégenos y en la regulacidn de la respuesta inmunitaria adaptativa

de los fagocitos profesionales en peces.

II. Caracterizacion de los mastocitos de dorada
I1.1. Distribuci on tisular y propiedades tintoriales de los mastocitos

Mediante inmunocitoquimica v utilizando el anticuerpo monoclonal G7 frente a
granulocitos acidéfilos de dorada se distinguen dos tipos diferentes de células
eosindfilas en el tejido conectivo de intestino v branquia: granulocitos acidéfilos
{células G7 positivas) v un tipo celular G7 negativo. Estas células eosinéfilas G7
negtivas comparten numerosas caracteristicas morfoldgicas con los mastocitos de peces,
entre las que destaca la presencia de numerosos granulos citoplasmaticos tefiudos de rojo
con ¢osina. Sin embargo, no muestran la tincién metacrématica tipica de los mastocitos
de mamiferos cuando se tifien con azul de toluidina a bajo pH. Los mastocitos de dorada
s¢ localizan principalmente en la submucosa intestinal v en el tejido conectivo de los

filamentos v los arcos branquiales.

II.2. Mediadores inflamatorios de los mastocitos: histamina y serotonina

Todos los estudios realizados hasta ahora sobre mastocitos de vertebrados
inferiores sefialan que los mastocitos de teleésteos y anfibios carecen de histarmna
{Reite, 1965; Takaya v col., 1967), aunque su presencia e¢n la mucosa géstrica, como
regulador de la secrecion de dcido gastrico, estd generalizada en todos los vertebrados
{Reite, 1969). Ademais numerosos ¢studios farmacolégicos vy fisiolégicos, que muestran
que peces v anfibios son incapaces de responder a una inyeccidn intravascular de
histamina, apoyan estas observaciones. Sin embargo, en ninguno de los estudios

farmacolégicos m en la mayoria de los estudios morfolégicos realizados sobre la

137



Resuftados y Discusion

histamina se han ineluido especies del orden Perciformes (Reite, 1972). En este estudio
demostramos la presencia de histamina y 1a ausencia de serotonina en los mastocitos de
peces teledsteos pertenceientes al orden Perciformes que ¢s ¢l grupo més extenso y
evolucionado de teledsteos v asi mismo, 1a ausencia de serotonina. Por el contrario, los

granulocitos acidéfilos no poseen ninguna de estas dos aminas en sus granul os.

I1.3. Efectos farmacologicos de la histamina

La presencia de histamina en los mastocitos de dorada sugiere que podria actuar
como mediador inflamatorio en esta especie. Por tanto, para demostrar si la histamina
presenta algin efecto farmacolégico, diversas dosis de histamina, del compuesto 48/80
que ¢s un potente liberador de histamina de los mastocitos de mamiferos (Lagunoff v
col., 1983), v de agonistas y antagonistas de los receptores H,, H, v H: fueron
inyectados intraperitonealmente a ejemplares de dorada. Los ejemplares mueren
rapidamente tras la inveccidn de 500 mg de histamina/Kg de peso y tras la inyeccidén de
2,5 v 153 mg/Kg del compuesto 48/80, dosis de las que se conoce que promueven la
liberacién de histamina. Igualmente, este mismo efecto se presenta cuando los peces son
inyectados con dimaprit, agonista del receptor H:. Asi mismo, todos estos compuestos
producen una fuerte contraccion del musculo liso intestinal v el compuesto 48/80 induce

la degranulacién de mastocitos de branquia ¢ intestino.

Todas las acciones de la histamina en los mastocitos de dorada parecen estar
mediadas por la activacién de los receptores Hz, ya que s6lo el agonista del H: dimaprit,
es capaz de inducir la muerte de los ¢jemplares v la contraccidn del misculo liso.
Aunque los receptores de histarmina en peces estin poco estudiados, se han identificado
homélogos para los receptores H,, H; v H;, con una secucencia de aminoécidos que
presenta un 60% de similitud con la de mamiferos, que s¢ expresan en cerebro y otros
tejidos v que regulan el comportamiento natatorio de larvas jévenes (Peitsaro vy col.,
2007). Ademés se ha demostrado que algunos antagonistas de los receptores de
histamina humanos puede inhibir de forma efectiva los receptores de histamina de la
moseca de la fruta in vive v ex vivo (Gisselman v col., 2002). Todos estos datos apoyan
nuestros ensayos farmacolégicos y, por tanto, sugieren un papel importante para la

histamina en peces.
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Por dltimo, se observé que la histamina, el agonista del receptor H,
pinndiletilamina, y el agonista del receptor Hz, dimaprit, son también capaces de regular
la explosién respiratoria de los leucocitos de dorada. Por tanto, estos resultados sugieren
que la liberacién de histamina de 1os mastocitos después de su activaeidn puede regular
las funciones de los fagocitos de peces. Un aspecto interesante, que ain debe
esclarecerse, es ¢l mecanismo de activacidn de los mastocitos de peces ya que los peces
carecen de IgE por lo que los mastocitos no pueden activarse por la via “clasica™. Sin
embargo, todas las vias “alternativas™ pueden producir la activacién de los mastocitos
de peces, dado que los receptores para Ighd (Stafford y col., 2006), las anafilotoxinas
{Boshra v col., 2005) y los mediadores solubles derivados de agentes patégenos
{Sepulere v col., 2007) son funcionales.

II.4. Filogenia del almacenamiento de histamina en los mastocitos de veriebrados ¥

su utilizacion como mediador inflamatorio

Se analizé también la presencia de histamina en los principales grupos
filogenéticos de peces teledsteos, en peces pulmonados v en anfibios. Los mastocitos de
lubina, que pertecene al mismo orden que la dorada (orden Perciformes) pero a una
familia diferente (familia Moromdae), son eosinéfilos, contienen histamina, pero
carecen de serotonina. Sin embargo, los mastocitos de trucha {orden Salmoniformes),
rodaballo y lenguado (orden Pleuronectiformes), anguila {orden Anguilliformes), pez
cebra (orden Cyprimformes) y peces pulmonados {orden Dipnoi1) carecen de histamina y
serotonina. Asi mismo, los mastocitos de los principales grupos de anfibios, ranas v
tritones, son metacromaticos y carecen de histamina y serotonina. Ademés, las
inyecciones de 500 mg de histamina/Kg de peso o de 15mg/Kg de compuesto 48/80 no
tienen efecto alguno sobre los ¢jemplares de rana v son incapaces de inducir la
contraceidn intestinal del miseulo liso intestinal en esta especie. Por tanto, estos datos
sugicren que aunque ¢l almacenamiento de histamina en mastocitos y su utilizacidén
como mediador inflamatorio se establecieron en los reptiles primitivos (Lepidosauria)
hace unos 276 mllones de afios (Kumar y Hedges, 1998), este mismo acontecimiento
pudo ocurrir de forma independiente en los peces del orden Perciformes a principios del

Eoceno, hace entre 33 v 45 millones de afios. Durante estos millones de afios
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aparecieron la mavoria de las familias de la serie Percomorpha (Johnson v Patterson,

1993).

ITT. Analisis de piscidinas en células del sistema inmunitario de dorada y de otras

especies de teleosteos

Los AMPs actian como primera linea de defensa frente a muchos patégenos.
Los genes que deternmnan estos péptidos se expresan en numerosos tepdos y tipos
celulares de diferentes especies incluyendo mamiferos, anfibios, insectos v peces
{(Hancock v Chapple, 1999). La mayoria de los AMPs muestran un amplio espectro de
acci6n microbicida, propiedades catidnicas y estructura secundana anfipitica (Lauth v
col., 2002). Las piscidinas son una familia de AMPs constituida por cuatro péptidos

diferentes denominados piscidina 1, piscidina 2, piscidina 3 v piscidina 4.

En peces se ha demostrado la presencia de piscidinas y pleurocidinas en células
epiteliales de la piel (Cole v col., 1997, 2000; Silphaduang y col., 2006), en intestino
{(Cole v col., 2000; Silphaduang v col., 2006) v en branqua (Murray y col., 2003).
Nosotros hemos observado la presencia de piscidina 1 y piscidina 3 en los grinulos
citoplasmaticos de los mastocitos de intestino v branquia de dorada lo que sugiere: (1)
una funcién protectora frente a la invasién microbiana de estos érganos que han sido
considerados como vias importantes de entrada de patégenos (Ellis, 2001) v (11) que este
péptido es utilizado como parte del repertorio antimicrobiano de células inflamatorias

especificas en esta especie.

Asi mismo hemos observado que diferentes péptidos de la familia piscidina son
sintetizados por diferentes poblaciones del mismo tipo celular. La piscidina 1 estd
presente sélo en mastocitos de branquia, pero 1a piscidina 3 aparece en mastocitos de
branquia ¢ intestino. Estos datos sugieren una heterogeneidad intracspecifica
caracterizada por la existencia de varias y diferentes poblaciones de mastoeitos en

dorada que contienen, a su vez, diferentes tipos de piscidinas.

A continuacién comprobamos que estos AMPs estaban también presentes en los
granulocitos acidéfilos. Este tipo celular contiene piscidina tipo 3 en sus granulos, pero

carece de piscidina 1. Mediante microscopia electrénica de transmisidén, se han
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caracterizado los tres tipos de granulos citoplasmaticos de este tipo celular siendo los
granulos tipo IT los que parecen corresponderse con los granulos especificos de los
acidéfilos de mamiferos (Bloom y Faweett, 1986; Meseguer v col., 1994). Ademas,
también se ha demostrado que granulocitos acidéfilos residentes en el nfién cefilico no
activados pueden ingerir particulas de V. anpguillarum rapidamente in virro (Esteban y
col., 1998). Las fases del proceso v 1a fusidn de la membrana de los granulos ala de las
vesiculas endociticas se conocen bien. Nuestros resultados demuestran que los granulos
tipo II contienen grandes cantidades de piscidina tipo 3. Asi mismo, después de incubar
suspensiones celulares de rifién cefilico con V. anguillarum o E. coli, se observan
numerosos granulocitos acidéfilos que presentan abundantes particulas bacterianas en
su interior muy préximas a granulos de tipo II. La inmunotineién con ¢l suero anti-
piseidina 3 revela la existencia de este péptido en el fagosoma que a su vez contiene las
particulas bacterianas. Estas observaciones sugieren que los péptidos antimicrobianos

participan en la muerte v destruceidn de los patégenos que han sido fagocitados.

Por ultimo se analizé la presencia de estos péptidos antimicrobianos en
rodaballo, lenguado, trucha, anguila, pez ¢cebra y pez pulmonado sudamericano. Sélo los
mastocitos de lubina muestran inmunotineién para las piscidinas 1 y 3. Por tanto, las
piseidinas muestran una historia evolutiva similar al almacenamiento de histamina en
mastocitos, ya que sélo los mastocitos de peces del orden Perciformes contienen estos
AMPs. Aunque se ha observado la presencia de pleurocidinas en especies del orden
Pleuroneecti formes (Murray y eol., 2003), nosotros no hemos encontrado piscidina 1 m 3
en los mastocitos de rodaballo v lenguado, especies que pertenecen al mismo orden. Asi
mismo, tampoco los mastocitos de trucha, anguila v pez cebra contienen ninguno de los
dos tipos de piscidina. Colectivamente, todos estos resultados sugieren una enorme
heterogeneidad en los mediadores producidos por los mastocitos de diferentes especies
v apoyan la existencia de una gran complejidad en la historia evolutiva de estas células

inmumnitarias.
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IV. Caracterizacion del sistema inmunitario de dorada durante el desarrollo

larvario
IV.1. Distribucion de los fagocitos profesionales

Hemos estudiado 1la localizacién de los granulocitos acidéfilos durante el
desarrollo de los principales érganos linformel oides, nfién cefilico, bazo v timo, v de
las dos vias mas importantes de entrada de patégenos, branquia ¢ intestino, utilizando
un anticuerpo monoclonal especifico frente a granulocitos acidéfilos de dorada (G7). La
secuencia de aparicién de los érganos linfomieloides del sistema inmunitario de dorada
es: rifidn cefalico (6 dde), bazo (8 dde) v timo (34 dde). Esta secuencia es similar a la
encontrada para otras especies de teledsteos marinos (Chantanachookhin v col., 1991;
Tésefsson v Tatner, 1993; Padrés y Crespo, 1996; Schroder v col., 1998; Liu y col.,
2004) aunque varia la fecha de aparicién de cada uno de ellos v difiere con la
encontrada en especies de agua dulce como el salmén atlantico (Ellis, 1977), trucha
arcoiris (Grace y Manning, 1980) v carpa (Botham y Manning, 1981). En estas especies,
aunque ¢l nfién es el primer érgano linfomicloide que se desarrolla, el timo aparece

antes que ¢l bazo.

El nfién cefalico v ¢l bazo muestran la morfologia del adulto tras finalizar el
desarrollo larvario (111-146 dde) por lo que puede que el sistema inmunitario larvario
sea menos efectivo hasta que estas estructuras se¢ desarrollen, aunque, no obstante, la
relevancia funcional de estas observaciones necesita nuevos estudios. Sin embargo, el
timo aleanza su maximo desarrollo en los juveniles y queda reducido a agrupaciones de
timocitos entre los filamentos de la pseudobranquia en los adultos. A partir de los 62
dde, ademis de los timocitos, hay unas células de aspecto estrellado y nficleo grande
con nucleolo patente y excéntrico, morfologia simmlar a la descrita para las células
epiteliales de la corteza timica (Chilmonczyck, 1983; Gorgollén, 1983; Castillo v col.,
1990, 1991). Teniendo en cuenta que las células epiteliales timicas tienen un papel
importante en la maduracion y diferenciacion de los linfoeitos T puede que el timo no

sea funcional hasta que estas células aparecen.

Los granulocitos acidéfilos se observan a partir de los 21 dde en el intestino

posterior v en los vasos sanguineos advacentes al nfidn, a los 27 dde en el nfién
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cefilico, a los 34 dde en la branquia v a los 62 dde en el bazo v en el timo.
Sorprendentemente, el primer lugar en el que se detectan los granulocitos acidéfilos no
es ¢l rifién eefilico, sino los vasos sanguincos adyacentes al rifién. Por tanto, en la
dorada puede que la hematopovesis, en etapas tempranas del desarrollo, ocurra en un
lugar diferente al del adulto tal y como se ha deserito en el pez cebra (Brownlie y Zon,
1999; Davidson y Zon, 2004).

Durante el desarrollo larvario, los granulocitos acidéfilos se observan a una edad
avanzada en ¢l bazo v en ¢l timo (62 dde) v ademas, los clipsoides v los centros de
melanomacréfagos no aparecen hasta los 76 v 92 dde, respectivamente. Por tanto puede
que las larvas estén menos protegidas frente a infecciones bacterianas ya que los
clipsoides y centros de melanomacréfagos estin implicados en la eliminacién de
inmunocomplejos en diversas especies de peces (Espenes v col., 1995a, 1995b, 1997;
Amesen v col., 2002) v en el reclutamiento de granulocitos acidéfilos que han
fagocitado particulas de V. anpuillarum desde los focos inflamatorios al bazo {Chaves-

Pozo y col., 20035).

La branquia v el intestino han sido considerados como vias importantes de
entrada de patégenos (Ellis, 2001). En la branquia de dorada, los granul ocitos acidéfilos
se observan por primera vez a los 34 dde v aparecen en pequefio nimero principalmente
en los vasos sanguineos de los filamentos v en las laminillas branquiales. En las
branquias, los granulocitos acidéfilos serian la segunda linea de defensa tras el mucus.
En el tracto digestivo de dorada, los granulocitos acidéfilos aparecen principalmente en
¢l intestino posterior cerca del ano y dispersos en la liamina propia de la mucosa
mientras que en el adulto aparecen principalmente en el tejido conjuntivoe de la
submucosa. Esta localizacién de los granulocitos acidéfilos en larvas sugiere que ¢l ano
puede ser una entrada de microorganismos patégenos v que estas células pueden ser
importantes en la defensa del intestino de acuerdo con los recientes descubrimientos de
Piccchietti v col. (2007) sobre el aumento de linfocitos B y granulocitos acidéfilos en

doradas alimentadas con pienso suplementado con bacterias probiédticas.
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IV.2. Patron de expresion de genes marcadores de la inmunidad

Asi mismo hemos estudiado la expresién tanto de genes marcadores de la
inmunidad innata como adaptativa con el fin de correlacionar el desarrollo de los
érganos linfomicloides v la aparicién de las diferentes células del sistema inmunitario.
Las dos subunidades del gen activador de la recombinacién (rapgl v rag?) se detectan
por RT-PCR entre los 21 v 27 dde. Ademais, los transcritos de los genes que determinan
las subunidades o v B del receptor de linfocitos T v las cadenas pesada v ligera de la Ig
M (iphm e ipl) se detectan entre los 27 v 48 dde.

Sin embargo, la mayoria de los genes de la inmumidad innata se expresan desde
¢l momento de la eclosidn, incluyendo los genes de los receptores similares a Toll (/75
v 1fr9), los de las moléculas pro- (i/1b v mfa) v antiinfl amatorias (rghi), los de factores
antivirales (mx, irfi, irf% prfl v ifi30) v antibacterianos (c3, fyz, hamp v lbp/bpi) v los
de los marcadores de los fagocitos (mesfr v ncfd). La expresién del gen prfi, que
determina la proteina perforina, a los 2 dde, mas de 40 dias antes de la aparicién de los
transeritos de las cadenas o v P del receptor de células T (TCR), sugiere que las células
similares a las NK se desarrollan en etapas tempranas durante la ontogenia de la dorada
v que pueden desempefiar un papel importante en la proteccion de larvas frente a

infecciones.

Una observacidn interesante es que el transerito del 722 no se detecta
claramente hasta el 27 dde. El TLE22 pertenece a la familia del TLR11 y aunque se
conoce muy poco sobre los ligandos de esta familia parece que ¢l TLR11 reconoce
bacterias uropatogénmicas (Zhang v col.,, 2004) v proteinas protozoarias similares a
profilina (Yarovinsky y col., 2005). Por tanto, es dificil anticipar la relevanecia funcional
de la expresion tardia del TLR 22 en dorada antes de laidentificacién de sus ligandos.

La expresién de genes marcadores de la inmunidad indica que la
inmunocompetencia de la dorada durante las primeras fases del desarrollo depende de la
inmunidad innata, tal v como se¢ ha demostrado en el pez cebra v en otros teledsteos

{Zapata y col., 2006).
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V. Analisis de la resistencia natural de larvas y juveniles de dorada frente al
patogeno bacteriano P. damselae subsp. piscicida y la proteccion inducida por la

vacunacion frente a este patogeno

El patrén de expresidn génica obtenido sugiere que la inmunocompetencia de las
larvas de dorada depende de la inmunidad innata y por tanto, la vacunacidn de las larvas
podria no ser efectiva. Para demostrar esta hipétesis v determinar 1a edad mas temprana
a la que las larvas de dorada pueden ser vacunadas con éxito, se vacunaron larvas y
juveniles antes (11 v 25 dde), alrededor (46 v 67 dde) v después (102 v 130 dde) dela
aparicién de los marcadores de inmumidad adaptativa v de la deteccidn histolégica del
timo (alrededor de los 30 dde) v se analizé la proteceion conferida frente a una
inyeceidn experimental con P. damiselae subsp. piscicida viva. Sorprendentemente, el
grupo de larvas vacunado a los 11 v 23 dde v también ¢l vacunado los 46 v 67 dde
{vacunado por inmersién u oralmente usando Arremia) muestran un aumento de
susceptibilidad a una infeccidn con P. damselae subsp. piscicida. 5in embargo, los
juveniles vacunados a los 102 y 130 dde e infectados 23 dias después de la vacunacién
muestran un aumento significative en la proteccién frente a P damselae subsp.
piscicida cuando se comparan con los peces control v un aumento del titulo de
anti cuerpos especificos frente a esta bacteria. Desafortunadamente, no ha sido posible
estudiar si esta proteccién se mantiene durante mas tiempo dado que los juveniles
desarrollan una resistencia natural frente a una infeccién con P. damselae subsp.

piscicida.

Asi mismo, el nivel de expresién de iphm, analizado mediante PCR a tiempo
real, aumenta durante ¢l desarrollo v se estabiliza en juveniles de aproximadamente 100
dde. Estos datos sugicren que ¢l ineremento gradual de la transcripeidén basal de ighm
desde larvas a juveniles puede contribuir a esta proteceién. De cualquier forma, estos
resultados muestran que: (1) las larvas de dorada presentan una fuerte dependencia de la
inmunidad innata en sus primeras etapas del desarrollo, (i) la inefectividad de la
vacunacidn para prevenir enfermedades infecciosas durante el desarrollo larvario v (iii)
la falta de correlacién entre 1a adquisicién de la inmunocompetencia v la formacién de

los érganos linfomieloides v 1a deteccidn de los marcadores de la inmunidad adaptativa.
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Conclusiones

1. En una infeccién experimental con Vibrio anguillarum, los macréfagos de
dorada no se mowvilizan al foco inflamatorio vy los granulocitos acidéfilos son los

principales productores de interl euquina 1p.

2. Los mastocitos de dorada se localizan en intestino v branquia y son células
acidofilas, no metacromiticas y contienen histamina y carecen de serotonina.
Ademis, la histamina es biolégicamente activa en dorada y regula la activacién de
los fagocitos y la respuesta inflamatoria mediante 1a activacion de los receptores H,

b Hz.

3. La histamina sélo estd presente en los mastocitos de peces del orden Perciformes
v estd ausente en anfibios v peces pulmonados, lo que indica una evolucién
convergente del almacenamiento de histamina en los mastocitos de vertebrados v su

utilizacién como mediador inflamatorio.

4. Las piscidinas se localizan en mastocitos v granulocitos acidéfilos de dorada v
participan en la muerte v destruceidén de los patégenos que han sido fagocitados. La
piscidina 1 estd presente sélo en mastocitos de branquia v la piscidina 3 en

mastocitos de branquia e intestino y en granulocitos acidéfilos.

5. Las piscidinas sélo estin presentes en los granulos citoplasmiticos de los
mastocitos de peces del orden Perciformes y estin ausentes en los ordenes

Pleuroncetiformes, Anguilli formes, Salmoniformes y Cypriniformes.

6. La secuencia de aparicién de los érganos linformeloides del sistema inmunitario
de dorada es: rifién cefilico (6 dde), bazo (8 dde) v timo (34 dde). El rifion cefalico y
¢l bazo muestran la morfologia del adulto tras finalizar el desarrollo larvario. 5in
embargo, el timo alcanza su miximo desarrollo en los juveniles v queda reducido a

agrupaciones de timoecitos entre los filamentos de 1a pseudobranquia en los adultos.

7. Los granulocitos acidéfilos se observan a partir de los 21 dde en el intestino, a los
27 dde en el rifién cefilico, a los 34 dde en la branquia v a los 62 dde en el bazo y en
el imo. En adultos, son numerosos en nfién cefilico, bazo y branquia y escasos en

intestino v timo.
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8. La mavoria de los transeritos de los genes de la intnunidad innata se detectan a
partir de 1 dde. Sin embargo, los transcritos de los genes que determinan 1a perforina

{(prf1) v el receptor similar a Toll 22 (1/722) se detectan a partir de 2 y 27 dde,

respectivamente.

9. La mayoria de los transeritos de los genes de la inmunidad adaptativa se detectan
a partir de 21 dde. Sin embargo, los transcritos de los genes que determinan las
subumdades o y v del complejo mayor de histocompatibilidad (spau-daa e iclp) se
detectan a partir de 1 v 10 dde, respectivamente.

10. La vacunacién frente a Photobacterium damselae subsp. piscicida durante el
desarrollo larvario de dorada es ineficaz v, de hecho, aumenta la susceptibilidad de
las larvas a una infeccidén. Ademés, no existe correlacidén alguna entre la formacién
de los érganos linfomieloides, la deteccidn de los marcadores de la inmunidad

adaptativa v la adquisicién de la inmunocompetencia.
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