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Prélogo

Las nuevas técnicas de pesca y el aumento de lacpmbhumana han llevado
a la sobreexplotacion de los recursos pesquerosahed, lo que ha causado que gran
namero de especies piscicolas hayan desapare@dt®io a punto de desaparecer. Ya
hace miles de afios, el hombre se dio cuenta qusegiia cazando sin reponer,
acabaria con todas las especies, y para evitasedt@o ganadero y se generalizo la
crianza de todo tipo de animales, incluidos loepeDe hecho, la acuicultura ya existia
en el afio 2000 a.c. en China, donde era comuritaiccde la carpaQyprinus carpid.

Las granjas acuaticas son en realidad parcelagu dulce o salada destinadas al
cultivo de la fauna acuatica como si de ganaderiadtre se tratara.

Como en cualquier otro tipo de ganaderia, las epia® resultan potenciadas
por la agrupacion de muchos ejemplares en un esp#s reducido del habitual en el
medio natural. No olvidemos que los peces son dasy@oiquilotermos y sumamente
dependientes de las condiciones ambientales. Qaealgjteracion de su entorno afecta
de forma directa o indirecta a su estado fisioldgjcpor lo tanto a sus mecanismos de
defensa ante los agentes patdgenos. Si a las mmeliale elevada densidad en que se
cultivan los peces, se afiade un desconocimienta deotecnia basica para la cria de
muchas especies, la posibilidad de introducir @atienes ambientales que repercutan
en el estado fisiolégico del animal y, consecueptdn) en la aparicion de brotes
infecciosos, es muy elevada.

Tradicionalmente, los parasitos han sido consigeradmo un mal menor entre
los distintos agentes infecciosos causantes deneefiades. No obstante, su incidencia
en los cultivos piscicolas no es desdefiable ydérancias a epizootias y efectos
adversos sobre los hospedadores son cada vez oédaabes. El impacto econdémico
de las infecciones parasitarias es dificil de emaly depende en gran medida de las
condiciones concretas de cada cultivo. Muchas pes&s se producen
concomitantemente o como secuelas de enfermedadesribnas, viricas, fungicas o
debidas a factores ambientales. Los parasitosesponsables de al menos un 20% de
las pérdidas piscicolas de la produccion mundialéB et al., 1981). A las pérdidas por
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mortalidades se han de sumar las debidas a efectiosctos, como son disminucion

del crecimiento y de la eficacia reproductora, terakion del aspecto externo del
producto final, con la consiguiente pérdida de vao el mercado. Por otra parte,
algunas parasitosis producen inmunodepresién ehagpmedadores (Woo, 1992). Este
aspecto es de gran importancia, ya que la disntinude la respuesta inmune de los
peces supone, por un lado, una mayor vulnerabifidegde a agentes infecciosos y, por
otro, disminuye la eficacia de los programas deiracion frente a otros patégenos.

El objetivo fundamental de esta tesis es profumdmael conocimiento de una
de las parasitosis mas frecuentes de la luldi@ntrarchus labraxXL., 1758), causada
por Sphaerospora dicentrarciiMyxosporea: Bivalvulida), centrdndonos en aspecto
inmunoldgicos. Sphaerospora dicentrarctgitja-Bobadilla & Alvarez-Pellitero, 1992
es un mixosporidio con una elevada prevalencialleinds cultivadas y silvestres, tanto
en el Mediterraneo (Sitja-Bobadilla & Alvarez-Ptio, 1993a) como en el Atlantico
(Santos, 1996). A continuacion revisaremos algwaspectos basicos de la lubina, de

los mixosporidios (Myxozoa: Myxosporea) y del sisteinmunitario de los teledsteos.
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Introduccion

La lubina

La lubina es un pez teledsteo, perciforme, dep@daarteneciente a la familia
Moronidae. Su distribucién abarca el Atlantico ota, con el limite meridional en
aguas noruegas Yy el septentrional en las Islasri@ana en ocasiones hasta el Senegal.
Habita también en todo el litoral mediterrdneo, dboes una especie comun y muy
apreciada por el consumidor. Se trata de una especiterma y eurihalina, que en su
medio natural efectia ciertos desplazamientos amido de sus necesidades
nutricionales y reproductoras, pudiendo penetrarlasnlagunas costeras y en las
desembocaduras de los rios, remontandolos varidsnédros. La lubina es un
depredador durante toda su vida; en el medio ratosacrustaceos y los peces
constituyen su alimento basico. Es un pez gondeoflss sexos son separados), a
pesar de pertenecer a una familia donde el herdiadmo es muy frecuente, y no
presenta un dimorfismo sexual evidente. Alcanzgrilmera maduracion sexual entre
los dos y los cuatro afios de vida. Su fecundacsoexeerna; las puestas se producen
una vez al aflo y la época de puesta depende détlall Los huevos son pelagicos y
las larvas planctdnicas. Su crecimiento es rap® (g y 30 cm a los dos afios)
pudiendo alcanzar 12 Kg de peso y 1 m de longitud.

Su elevado coste en el mercado y la reduccidagledpturas, entre otros factores, han

hecho que su cultivo se haya
2601

(=]
o
]
L]

. ido extendiendo. Junto con la
dorada es la especie mas

cultivada en el Mediteraneo

& Rodaballo
w000 7 7/ \ t ﬁ"'i’“‘”m”'”“ (6000 toneladas en Espafia en
0000/ // N\ oo ucha
/ /000 | 2000 Mejillon 1998, Fig. 1). Segun datos de la
/L2 3,600 @ Ostro _ _
/12,300 © Oros FAO, la produccion de lubina

Fig. 1. Produccion acuicola en toneladas, en Espaiéh
afio 1998. Fuente: Estadistica de la Secretariar@eate

Pesca Maritim toneladas en 1997. (Circular de
Pesca n° 815, Revision 11. Dependencia de InfodmaBatos y Estadisticas de Pesca.
Departamento de Pesca de la FAO, 1999).

La generalizacion de estos cultivos ha puesto defimsto que la lubina es una

en Europa ascendi6 a 23.742

especie susceptible de padecer diversas patolagiasadas por todo tipo de agentes
etiologicos. En las tablas 1 y 2 se resumen lascipales infecciones parasitarias

descritas en los cultivos de lubina en el Meditezta
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La lubina

Tabla 1. Principales parasitosis producidas poanuets en lubinas cultivadas.

Parasito Organo(s) Observaciones Referencia

Monogéneos

Diplectanumspp. Branquias, | Asociado a mortalidades Gonzalez-Lanza y cols. 199
piel en infecciones masivas| Silan y Maillard 1986; Caillo

y cols. 1999

Serranicotyle labracis Piel, Dafios histopatoldgicos Silan y Maillard 1989
branquias

Crustéceos

Anylocra physodes Branquias, Alvarez-Pellitero y cols. 1995
piel

Caligus minimus Branquias, Paperna 1980a, 1984; Caillot
piel . _ cols. 1999

Ceratothoa oestroides Branquias, | Asociados a mortalidad| Sarusic, 1999
piel o morbilidad

Colobomatus labracis Branquias Raibaut y cols. 1980

Lernanthropussp. Branquias Cabral y cols. 1984

Lernanthropus kroyeri Branquias Caillot y cols. 1999

Nerocyla orbignyi Piel, Bragoni y cols. 1984
branquias

Mixosporidios*

Ceratomyxa diplodae Ves. biliar )

Dafios histopatoldgicos| Alvarez-Pellitero y Sitja-
Ceratomyxa labracis Ves. biliar Bobadilla 1993
Sphaerospora dicentrarchi | Sistémica | Dafios histopatoldgicod, Sitja-Bobadilla y Alvarez-
asociado a mortalidad | Pellitero 1993a
Sphaerospora testicularis | Testiculo Castracion parasitaria Sitja-Bobadilla y Alvare

Pellitero 1990a; Sitja-Bobadill

—

y

154

y Alvarez-Pellitero 1993b

*Los mixosporidios se incluyen en el grupo de lostamoos de acuerdo con recientes revisiones de

varios autores, tal como se explica en el apartado
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Tabla 2. Principales parasitosis producidas paiogoms en lubinas cultivadas.

Parésito Organo(s) = Observaciones Referencias
Flagelados
Amyloodinium ocellatum | Branquias, | Epizootias Alvarez-Pellitero y cols.
piel 1995; Paperna 1980b
Colponemasp. Branquias Hallazgos ocasionales; gnPaperna y Baudint
ocasiones, asociados [d.aurencin 1979
Cryptobiasp. Branquias | mortalidades por goteo Alvarez-Pellitero y cols|
1993
Ichthyobodosp. Piel, Epizootias Alvarez-Pellitero y cols.
branquias 1995
Ciliados
Cryptocaryonsp. Branquias Epizootias o asociado @Diamant y cols. 1991
mortalidades por goteo enAlvarez-Pellitero y cols.
infecciones mixtas 1995
Philasterides dicentrarchi| Branquias Asociado a mortalidad Dragesco y cols. 1995
Trichodinaspp. Branquias Alvarez-Pellitero y cols,
Dafios branquiales en1993, 1995; Paperna
infecciones masivas Baudin-Laurencin 1979
Tripartiella sp. Branquias Paperna 1984
Coccidios
Eimeria dicentrarchi Intestino Hallazgos ocasionales; Alvarez-Pellitero y cols.
dafios histopatolégicos 1995
Hemogregarinasp. Sangre Hallazgos ocasionales Alvarez-Pellitero y cd
1993
Microsporidios
Indeterminado Intestino Hallazgos ocasionales MAyerellitero y cols,

1993

13
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Los mixosporidios

Los mixosporidios.Sphaerospora dicentrarchi
1. Generalidades

Los mixosporidos forman un amplio grupo zoolégicoed que existen mas de
1250 especies descritas (Lom y Dykova, 1995). @ogsh un grupo de organismos
mayoritariamente endopardsitos, raramente intrkcel) que afectan sobre todo a
peces marinos y dulceacuicolas y, en menor prapgrca otros vertebrados
poiquilotermos acuaticos. Ademas, se han sefialdmente en invertebrados (Kudo,
1920; Weidner y Overstreet, 1979; Desser y col8861 Canning y cols., 1996;
Okamura y cols., 1996; Anderson y cols. 1999, Lbagsy cols., 1999).

Algunos mixosporidios son responsables de impatapatologias con grandes
pérdidas econdmicas. Por ejemplo, las infecciorms varias especies del género
Kudoason causantes, tanto en la industria de la aturautomo en la de pesquerias,
de que lotes enteros de peces deban ser desechdmlndp a la licuefaccion
postmortendel musculo provocada por los enzimas proteofitabel mixosporidio, asi
como a la presencia de quistes (Renon y cols., ;18@Ban y cols., 1999). Este
fendmeno se ha asociado especialmente a infeccpords. cupleidaeen arenques
atlanticos K. histolyticaen caballas atlanticak, musculoliqguefaciensn peces espada,
asi comoK. paniformiso K. peruvianusen merluzas (Moran y cols., 1999). Otros
mixosporidios pueden provocar la muerte de lotemptetos de peces, como
Ceratomyxa shastgdBartholomew y cols., 1989aMyxobolus cerebraligMarkiw,
1992)y PKX (Clifton-Hadley y cols., 1986a) en salménidnstivados,Sphaerospora
renicola en ciprinidos (Lom y Dykova, 1995), o un mixospayisimilar aMyxidium
sp. en rodaballos (Branson y cols., 1999)

En cuanto a su posicidon taxondémica, los mixosposidie han clasificado
tradicionalmente entre los protozoos. Tras la @timvision de este grupo, realizada
por la Sociedad de Protozodlogos se incluyd, juntm la Clase Actinosporea, en el
filo Myxozoa (Levine y cols, 1980). En los ultima&os, las evidencias de que algunos
miembros de la Clase Actinosporea no son sino fakemantes de parasitos de la
Clase Myxosporea (véase apartado 4), ha llevadoansiderar la sistematica completa

del grupo proponiéndose la supresion de la Clagmd@sporea (Kent y cols., 1994).
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Asimismo, estudios realizados mediante comparadgi@n secuencias de ADN,
demostraron que diversos mixosporidios no presantalinidad con ningan protozoo
sino con metazoos (Smother y cols., 1994; Siddatbks., 1995; Schlegel y cols.,
1996). Debido a esto, recientemente, varios auteaesincluido a los mixosporidios
entre los metazoos (Patterson, 1994; Cavalier-Srh@88). Es por ello que a lo largo

de esta memoria, trataremos a los mixosporidiooaoma clase de metazoos.

2.  Aspectos morfo-fisioldgicos

2.1. Laespora

Es el estadio o fase que caracteriza a este gyupo,el que se basan tanto la
taxonomia como la filogenia clasicas. Es en redlidm estadio pluricelular, y
constituye la fase de dispersion y resistencigdedsito. Las esporas 8edicentrarchi
(Fig. 2) son subesféricas, ligeramente apuntadateriamnmente y aplastadas
posteriormente (Sitja-Bobadilla y Alvarez-Pellitei®92a). Constan de:

- Las valvas. Envuelven a todo el conjunto y lareie por las lineas de sutura.
Su funcion es dar consistencia y proteger a larasf@@egun los distintos géneros y
especies, el nimero de valvas oscila entre doste, giueden ser lisas u ornamentadas,
y poseer envolturas mucosas. LasSdalicentrarchison lisas y sin envoltura mucosa,
unidas por una sutura fina tipo desmosoma que mexXtremos anterior y posterior
muestra puntos de superposicion. El grosor dedbsy es de unos 45-51 nm, pero se

incrementa  notablemente en la  sutura,

especialmente en las zonas de superposicion.

- Las capsulas polares. Son estructurg
especializadas tipicas de los mixosporidios;
namero, tamafio y posicion varian segun |
géneros y especies. En el casaSdalicentrarchi
son piriformes, de igual tamafio y se abren en
polo anterior. En su interior contienen u

filamento enrollado 4 6 5 veces en espiral,

. 2. Imagen al microscopio de
flamento  polar, que puede descargars@arrldo de una espora @phaerospora

icentrarchi Foto modificada de

violentamente ante determinados estimulos y qu% lenzuela (1996),

se supone, constituye el anclaje de la espora en

15
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los tejidos a infectar. El apice de cada capsuta esronado por una estructura
granulosa denominada tapon, que impide la extrudggbdfilamento.

- Los esporoplasmas. Son las células germinatigda éspora. Se supone que
al liberarse del resto de la espora pueden penetraios tejidos del hospedador,
comenzando un nuevo ciclo. ElI géen@phaerosporgosee un Unico esporoplasma

binucleado que ocupa la mayor parte del volumela dspora.

2.2. Estadios de desarrollo

Los estadios vegetativos de los mixosporidios seménan trofozoitos, pueden
ser plasmodiales o pseudoplasmodiales, y preselivarsos tamafios y formas,
pudiendo llegar a alcanzar un tamafio de varios Estos estadios adoptan multiples
formas durante su desarrollo en el pez. La preaateicélulas que contienen a otras
células es tipica de estas formas de los mixospsrig ocurre regularmente durante su
ciclo vital (Lom, 1987). El citoplasma de las folsngegetativas contiene la mayoria de
los organulos tipicos de los eucariotas, exce@admtriolos. La membrana plasmatica
es unitaria y puede formar papilas o microvellodeta que incrementan la superficie
de intercambio. En el caso & dicentrarchi no se ha descrito completamente el
desarrollo y la morfologia de sus estadios inmagjuen parte debido a su pequefio
tamafno. No obstante, se ha observado la existelecestadios bi- y tricelulares, asi

como la presencia de diesporoblastos con dos espordesarrollo.

. -, I e Ly _‘h_-. Y [T
3. Localizacion W Ny 8

SN R

: - <l 1% e
.._L“’ii".' ot R ‘r‘*!

’ z . b . - i g
Segin el género y la especie, los:ws . * v -.‘ﬁ'*-_f_'_ woy

£ _.:J‘-:- .__... ¥ & .a. .'L .-I. -

mixosporidios presentan diferentes - ‘r' "“",'.‘..-. e

localizaciones.S. dicentrarchies tipicamente
histozoica, con una amplia distribucion en los Y

organos de la lubina. No obstante, la vesicula

s =
. . . , . A O s TN
biliar y el intestino son los 6rganos parasitados iy .iv_-f.. PR
7 . . . *4. .‘- el 5 '__:"'_"‘_' -~k
con mas frecuencia e intensidad. Las esporas se - Ft
encuentran formando agrupaciones a modo de S o -

bolsas esféricas o haces fusiformes (Fig. 3), 8. 3. Bolsas de esporas (sp) de

Sphaerospora dicentrarcten vesicula biliar.

bien dispersas a modo de infiltracion en el tejidgitjé_Bobadi”ayAIvareZ_Pe”itero (1992a).
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del hospedador. Las esporas ocupan la capa musleularvesicula biliar e intestinos,
aunque también pueden detectarse en el tejido ttemetibepitelial y en los epitelios
vesicular, intestinal y renal. En otros 6rganogahsito se sitla preferentemente en el
tejido conectivo o en la serosa, como se ha obdenem vejiga natatoria, rifién

anterior, bazo, higado, pancreas, gonada, etc.

\ T f Los gusanos liberan
¢ Los gusanos tubifex qu los TAMs al agua.
viven en el fondo del rio

Esporas en el ingieren las esporas.
fondo del rio.

Ciclo de vida deMyxobolus cerebralis

Una vez dentro del pez, ¢
c?mblan del fomt]f’? y Dentro del gusano, las
alcanzan €l cartilago esporas se transforman
' donde se convierten en TAMS.

. en esporas maduras.

Cuando los peces infectados—.
mueren, o son comidos por- e
un predador, las esporas se Después de varias semanas, Los TAMs se

liberan al agua y el ciclo los peces infectados pueden introducen en los peces
comienza de nuevo. presentar los sintomas de la a través de la piel.

enfermedad: deformidades en
la espina dorsal, cola
pigmentada y alteracién de la
natacion.

Fig.4. llustracién modificada de Randy Bright. Mama Fish, Wildlife and Parks. TAM= triactinomixon.

4.  Ciclo de vida y transmision

Desde que Thélohan descubriera el primer mixodjgoen 1895, el ciclo de
vida de estos organismos ha permanecido como gmanincluso hoy en dia tan sélo
se conoce el ciclo del 1% de las especies de nuxiobps descritas. Hasta 1984, se
consideraba que las esporas de los mixosporidmgdtaban infectivas para nuevos
peces; no obstante, todos los intentos de infeamddnesporas purificadas resultaron
infructuosos. Este hecho se achacaba a la neceda&laderta “maduracion” de las
esporas en el agua o mas probablemente en el {alspenskaya, 1978; Hoffman y

17



Los mixosporidios

Putz, 1969). Esta situacion se aclaro gracias &absjos de Markiw y Wolf, 1983 y
Wolf y Markiw, 1984 corMyxobolus cerebraligiofer, 1906.

Estos autores demostraron que cuando el gusanoqoétp Tubifex tubifex
ingeria las esporas dé. cerebralis éstas se transformaban enTuractinomyxonsp.,
miembro de la Clase Actinosporea (filo Myxozoa)e gua el estadio infectivo para las
truchas (Fig. 4). En los ultimos afios se ha suggeyicen algunos casos demostrado, la
existencia de ciclos heteroxenos en otros mixodparidulceacuicolas (Tabla 2). Estos
hallazgos han llevado a la propuesta por partdgisas autores (Kent y cols., 1994,
Lom y cols., 1997) de la supresion de la Clasendsporea en favor de la Clase
Myxosporea. Sin embargo, los escasos actinospserabtectados hasta el momento en
peces marinos (Roubal y cols., 1997) no se handpodsociar a un mixosporidio
determinado. De hecho, existe todavia una gram@ma@rsia en torno al ciclo de vida
de estos organismos. Por una parte, existen daltos & posible transmision directa de
M. cerebralis(Hoffman y cols., 1962; Uspenskaya, 1984) y daes&species, como
Sphaerospora renicoléOdening, 1989) Wyxidium leei(Diamant, 1997). En segundo
lugar, Kent y cols. (1994) sefalaron que algungseaes deTetractinomyxon
presentes en sipunculidos, podrian no tener swesmmndiente mixosporidio en un
vertebrado. En tercer lugar, varios autores haordesnixosporidios en invertebrados
(Kudo, 1920; Overstreet, 1976; Weidner y Oversird879; Desser y cols., 1986;
Korczynski, 1988 Canning y cols., 1996; Okamura y cols., 1996; Asdery cols.,
1999), lo que sugiere que estos parasitos podramecesitar un vertebrado para
completar su ciclo de vida. En cuarto lugar, estsidpreliminares sugieren que la
transmision deKudoa ovivora,que parasita el ovario de la azulejghdlassoma
bifasciatum, podria ocurrir a través de la ingestion de bsewfectados (Swearer y
Robertson, 1999). Por dltimo, puesto que estudesemtes evidencian que la
reproduccion sexual d®l. cerebralistiene lugar en el oligoqueto (El-Matbouli y
Hoffman, 1998), algunos autores sugieren que p@ifir una transmision directa de
los actinosporidios entre los oligoquetos (Lestecoys., 1998), aunque no se ha
demostrado todavia.

En el caso d&phaerospora dicentrarchesultaron infructuosos los intentos de
transmision directa por medio de la inoculacidrdjielos infectados, por contacto con
peces infectados o por contacto con agua supuesiamentaminada (Sitja-Bobadilla
y Alvarez-Pellitero, 1990b), lo que parece abogar [a existencia de un ciclo

heteroxeno.
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Tabla 2. Mixosporidios en los que se ha demostmdiugerido un ciclo de vida

heteroxeno

Mixosporidio

Oligoqueto/Poliqueto

Actinosporidio

Familia Myxobolidae
Myxobolus arcticu8
. bramage*

. carassii®

. cerebralis®
cottf

cultus®

. dispaf'

. drjagini ¢

. hungaricu¢’

. pavlovskif®

. portucalensid

T 2 2 22222z 22

. pseudodisp&r

Myxobolussp?
Thelohanellus hovorkdi

T. nikolskii®

Hoferellus carassif

H. carassii®

H. cyprini?®

PGD mixosporidd
Henneguya exili§
Sphaerospora renicola
S. truttaé®

Familia Ceratomyxidae
Ceratomyxa shast®
Familia Myxidiidae
Myxidium giardi®
Zschokkellasp?

Z. nova"

Familia Sphaerosporidae

Salmon
Gallineta
Carpin
Trucha
Cavilat
Carpin
Carpa
Carpa

Brema

Carpa
Anguila
Bermejuela
Carpin
Carpa
Carpa

Carpin
Carpin
Carpa
Pez gato
Pez gato

Carpa

Salmén

Trucha

Anguila

Carpin
Carpin

Stylodrilus heringianus
Tubifex tubifex
Tubifex tubifex
Tubifex tubifex

Varias especies
Branchiura sowerbyi
Tubifex tubifex
Tubifex tubifex

Tubifex tubifex
Limnodrilus hoffmeisteri
Varias especies

Tubifex tubifex

Tubifex tubifex
Limnodrilus hoffmeisteri
Branchiura sowerbyi

Branchiura sowerbyi

Tubifex tubifex

Varias especies
Branchiura sowerbyi
Nais sp.

Dero digigata

Dero digigata

Branchiura sowerbyi
Tubifex tubifex
Lumbriculus variegatus

Manayunkia speciosa

Tubifex tubifex

Branchiura sowerbyi

Tubifex tubifex

Triactinomixon
Triactinomixon
Triactinomixon
Triactinomixon
Triactinomixon
Raabeia

Raabeia

Triactinomixon

Triactinomixon

Hexactinomixon
Triactinomixon

Triactinomixon

Raabeia
Aurantiactinomixon

Aurantiactinomixon

Aurantiactinomixon
Neoactinomixon
Sin identificar
Aurantiactinomixon
Aurantiactinomixon

Neoactinomixon

Echinactinomixon

Tetractinomixon

Aurantiactinomixon

Echinactinomixon

Sin identificar

12
10

21

24
14

17

19

22
18, 25
18

23
11

13
15

16

22
20
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5.  Epidemiologia

En la mayoria de las parasitosis descritas enspeeginos, la prevalencia de
infeccidbn es mas elevada entre los peces cultivgdesen los silvestres, aunque la
diversidad de la parasitofauna es menor (Lom, 1984)el caso de&phaerospora
dicentrarchj se han descrito niveles de infeccion mas altdsiteinas silvestres que en
cultivadas (Sitja-Bobadilla y Alvarez-Pellitero, 4%). Una posible explicacién es que
los estadios infectivos podrian ser mas abundaerme®l medio natural, o que el
contacto entre el hipotético hospedador intermexdiaras lubinas seria mayor en el
medio natural que en las instalaciones piscicolas.

Se ha descrito una relacién positiva entre la edad hospedador y la
prevalencia d&. dicentrarchi(Sitja-Bobadilla y Alvarez-Pellitero, 1993c). Estésmo
fendmeno se ha sefialado para otros parasitos. Stglanvay (1987), esto podria ser
simplemente el reflejo de que, cuanto mayor e®e| mayor es la probabilidad de que
entre en contacto con el parasito y resulte inflectaCon respecto al sexo del
hospedador, en el caso de infecciones $odicentrarchi,ambos sexos parecen ser
igualmente susceptibles a esta esferosporosisaitpadilla y Alvarez-Pellitero,
1993c). Varios autores han descrito variacioneac&stales en la prevalencia de
mixosporidios. En general, se considera a la teatpex como un factor que afecta
tanto al desarrollo del parasito como al estadaumtario del hospedador. En el caso
de S. dicentrarchi,parece existir una tendencia al aumento de laafgeuia cuando
aumenta la temperatura (Sitja-Bobadilla y Alvaredifero, 1993). Esta tendencia se

ha observado igualmente en carpas parasitadaS.p@nicola (Grupcheva y cols,

=l

@ Demostrada la transmisién experimental de la @ifecdesde el actinosporidio (o desde el oligoqoeto
poliqueto infectado con actinosporidio) al pBzZDemostrado el ciclo completbldentidad molecular
confirmada® Demostrada la transmisién experimental de la aifecdesde las esporas del mixosporidio
al oligoqueto o al poliqueto.

1= Bartholomew y cols. (19972= Benajiba y Marques (19933= Burtle y cols. (1991), Styer y cols.
(1991),4= El-Mansy y Molnar (1997ak= El-Mansy y Molnar (1997b%= El-Mansy y cols. (1998),
7=EIl-Matbouli y Hoffmann (1989)8= El-Matbouli y cols. (19929= El-Matbouli y Hoffmann (1993),
10= Eszterbauer y cols. (1999)]1=Grossheider y Korting (1992)2= Kent y cols. (1993)13= Liny
cols. (1999),14= Molnar y cols. (1999a)15= Molnéar y cols. (1999b)16= Ozer y cols. (1999)17=
Ruidisch y cols. (1991),8= Székely y cols. (1998),9= Székely y cols. (199920= Uspenskaya (1995),
21= Wolf y Markiw (1984), 22= Yokoyama y cols. (1991)23= Yokoyama y cols. (1993)24=
Yokoyama y cols. (199525= Yokoyama (1997).
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1985) y en peces infectados cbtyxidium rhodeiy Myxobolus bramadlzyumova,
1987). Por el contrario, en el casoGeratomyxaspp. de la lubina, esta relacién entre
la temperatura y el grado de parasitacion es iavéfdvarez-Pellitero y Sitja-
Bobadilla, 1993).

6. Efectos patdogenos

Aunque en lubinas adultas, que son las que normédnmmesentan los mayores
grados de infeccionSphaerospora dicentrarchho produce sintomas ni lesiones
externas, las observaciones histologicas demudstetistencia de dafio tisular incluso
en infecciones ligera€uando la infeccion es masiva, incluso pueden apatesiones
macroscopicas como necrosis de los testiculos. Ademuede haber una gran
destruccion tisular en los 6rganos afectados (Bitjdadilla y Alvarez-Pellitero,
1993a), especialmente en el higado, pancreas gseedticulos. A esto hay que sumar
la posibilidad de una depresion de la resisteneitadubina frente a otras infecciones
parasitarias o0 al estrés ambiental, tal como sdesarito en carpas parasitadas por
Sphaerospora carasgMolnar, 1979).

En el caso de lubinas jovenes, en los ultimos aédwn observado varios casos de
mortalidades elevadas en alevines de piscifactgni@gas e italianas en los que se
pudo detectar una infeccion masiva fordicentrarchi En algunos de estos brotes no
se detecto la presencia de ninguna infeccion banterconcomitante, por lo que estas
mortalidades podrian atribuirse a la presencigpaeisito.

7.  Tratamiento y control

Las investigaciones encaminadas al tratamientonyralode las enfermedades
en la industria de la acuicultura han llevado abanico de posibles soluciones, desde
las vacunas a la quimioterapia, especialmente esallaonicultura. No obstante, el
avance frente a las enfermedades parasitariasrdistho del conseguido contra otros
agentes infecciosos.

No se conoce tratamiento efectivo contra las npigossis. Se ha descrito el
empleo, aunque no con mucho éxito, de algunos qtendipicos contra estos parasitos,

como es el caso de Proguanil y Clamoxyquin en ¢aducontra la enfermedad del
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torneo (Alderman, 1986), el toltrazuril (Mehlhorncgls., 1988, Yokoyama y cols.,
1990, Schmahl y cols., 1997) y la fumagilina. ESliéma, administrada oralmente,
parece que previene el desarrollo de PKX (Hedricklyg., 1988; Higgins, 1996, 1998;
Le Gouvello y cols., 1998), Sphaerospora renicola(Molnar y cols., 1987),
Thelohanellus kitaue(Rhee y cols., 1993), asi como los brotes de ed@ad del
torneo (El-Matbouli y Hoffmann, 1991). En el casolds esferosporosis de las lubinas,
se observé que la fumagilina no era eficaz parabatimel desarrollo de infecciones
avanzadas d&phaerospora testiculagisaunque parecia ser valido para impedir el
avance de infecciones tempranas (Sitja-Bobadilldlwarez-Pellitero, 1992b). No
obstante, este quimioterapico no esta incluidowiadantre la lista de medicamentos
aprobada por la Unién Europea, ya que se desconlaseatosis minimas que evitarian
la presencia de residuos, asi como los efectosa®xsecundarios en los peces. De
hecho, varios autores han descrito que una medicgmiolongada con fumagilina
produce pérdida de apetito y peso (Hedrick y c4®88; Lauren y cols., 1989, Sitja-
Bobadilla y Alvarez-Pellitero, 1992b) y anemia gatieada (Sitja-Bobadilla y
Alvarez-Pellitero, 1992b).

En tanto no se disponga de un tratamiento efica@todo de vacunacion contra
las mixosporosis, la prevencion y control se badmestodo en un buen conocimiento
de la enfermedad, de sus posibles vias de trarismasi como de la respuesta inmune
del hospedador y que podria ser potenciada pair éviextension de estas parasitosis.
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Sistema inmunitario de los teledsteos: respuestanmine
frente a parasitos

En el establecimiento de una enfermedad interviéaetores dependientes del
medio ambiente, del patégeno y del hospedador.lEas® de las piscifactorias, el
control de los factores medioambientales resultapticado, especialmente cuando se
trata de explotaciones con jaulas en el mar, s&tpor otra parte cada vez mas
extendido en nuestras costas. Los factores depgedi@el patdgeno son a veces
dificiles de controlar, maxime si tenemos en cu&htdesconocimiento existente en
torno a la biologia y el ciclo de vida de muchosed#os organismos. Por ello, el
conocimiento del sistema inmunitario del hospedadsi como de su interaccién con
los patdgenos, nos permitiria potenciar los fastotapaces de actuar contra el

establecimiento de la enfermedad.

1. Generalidades

Los teledsteos son los peces mas avanzados eanhante y, a la vez, son los
mas explotados por el hombre, tanto en pesquepas cen acuicultura. Como
vertebrados ectotérmicos, estan dotados de unmsistemunitario bien desarrollado
gue, como el resto de gnatéstomos, cuenta conma tiuya complejidad aumenta con
el grado de evolucién de la especie, y un sisteasgular y linfatico separados, en
oposicion a la vasculatura mixta de los elasmohriasg Sin embargo, carecen de
ganglios linfaticos. Por otro lado, carecen de nadwsea y el tejido
linfohematopoyético del rifion, del bazo y del timealizan las funciones de ambos
(Dalmo y cols., 1997). Estos dos ultimos aspecteterthinan gran parte de las
peculiaridades del sistema inmunitario de los stk y la respuesta inmune (Zapata y
Cooper, 1990). En los teledsteos, como en mamjfemdia descrito una respuesta
inespecifica (innata) y otra especifica (adquitidegpaces de actuar frente a los
distintos patdgenos. No obstante, y puesto quease de una division artificial, las
interconexiones entre uno y otro tipo de inmunidad abundantes. En una respuesta
inmune primaria, el antigeno es evaluado desdeintole vista biolégico por parte de
los componentes de la inmunidad innata. Si es dersio como antigeno, sera
presentado a los integrantes de la sistema inmumearan lugar a la expansion clonal
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de los linfocitos, que reconoceran al antigenowoalto grado de especificidad. En el
caso de los teledsteos, la importancia relativeademunidad innata y la adquirida en
el conjunto de su sistema difiere respecto a loebemdos homeotermos. La primera es
particularmente importante en todos los poiquilotes, porque su inmunidad adquirida
se desarrolla mas lentamente. En mamiferos y avésmpo necesario para crear una
defensa es de 48 horas, mientras que en los pemske psariar de 7 a 14 dias,
dependiendo de la temperatura ambiental. Por tagtoanimal necesita algun
mecanismo para retrasar el establecimiento y dekade los patdgenos hasta que se
produzca la respuesta especifica. Esto explicanagarte, el hecho de que los peces
conserven un gran numero de mecanismos de defemsardles no especificos que
pueden encontrarse en invertebrados (Alexandegrarm 1992).

La primera barrera de defensa que poseen los fiecge a patbgenos es de
tipo fisico y la forman las escamas y las célulasratinizadas. Las secreciones
mucosas, que incluyen proteasas, lisinas y aghatijiconstituyen la segunda linea de
defensa de la respueste inmune. Una vez el agafdetante ha superado estas
primeras barreras, la sangre y la linfa puedentitoimssu medio de transporte hasta su
destino final. A este nivel entran en accion susémn inhibidoras del crecimiento
bacteriano como las transferrinas, lisinas, prasas, lectinas, inhibidores enzimaticos
e interfer6n. La mayoria de los parasitos poteesiakran destruidos por los elementos
inespecificos, mientras que otros tan solo se&matfos el tiempo suficiente para que

se produzca la respuesta especifica.

2. La respuesta inmune innata o inespecifica

2.1. Larespuesta celular

Los principales mecanismos de la inmunidad celuteespecifica son la fagocitosis, la
citotoxicidad y la formacion de quistes.

2.1.1. Fagocitosis

En los peces teledsteos, al igual que en mamifaeysdos tipos celulares que
comunmente tienen capacidad fagocitica: los graiak neutrofilos y los fagocitos
mononucleares (monocitos, macrofagos). Sin embaegste una gran variacion

respecto a la importancia de cada tipo celularrséay@specie considerada (Hightower
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y cols., 1984; MacArthur y Fletcher, 1985) e induse ha observado actividad
fagocitica en los eosindfilos de algunas espec@so Fundulus heteroclitugRoszell

y Anderson, 1994), lubina estriad®drone saxatiliy (Bodammer, 1986) y dorada
(Calduch-Giner y cols., 1997). Al igual que en lmmmiferos, se suceden en la
fagocitosis los siguientes pasos: quimiotaxis, egti@a, ingestion, destruccion del
patdogeno o diana y expulsion del material de deseur exocitosis. Las células
fagociticas destruyen los organismos englobadosameddos tipos de defensa, la
aerobia y la anaerobia. La defensa aerobia estddigl estallido respiratorio. Durante
este proceso, descrito tanto en monocitos comeceatrdiilos, empleando NADPH o
NADH como dador de electrones, se reduce un eleced oxigeno para formarse el
radical superéxido (9, el cual dismuta a peréxido de hidrégeno esp@atdente o
por accion de la superdxido dismutasa (SOD), priéddose una nueva molécula de
oxigeno.

Se ha demostrado la activacion del estallido ragpio de los fagocitos de los
peces mediante particulas de zymosan (Edwarddsy, d®92), varias especies de
bacterias comdlycobacteriunspp. (Chen y cols., 1998) y extractos de parasitaso
Diplostomum spathaceuifwhyte y cols., 1990). Los anticuerpos y el compm@ato
también pueden activarlo.

La defensa anaerobia comporta la accion de divezsasnas microbicidas,
como la lisozima, y otros enzimas contenidos en doulos citoplasmaticos y
lisosomicos. En el interior del lisosoma se producambios de pH. Un aumento
transitorio del pH favorece la unién de proteinagsoaicas a la pared celular de las
bacterias y dafia la capa externa lipidica de Igarasmos gram-negativos. El posterior
descenso del pH en el lisosoma destruye estosisngas

Los fagocitos responden a estimulos que aumentaapacidad para fagocitar
y destruir los patdgenos. Entre las sustanciaspgeelen activar a los fagocitos, se
incluyen linfoquinas, opsoninas (como los anticosjpy otros componentes
humorales. Sustancias estimulantes ex6genas colenaatisol o los glucanos también
pueden estimular a los fagocitos (Sveinbjgrson kelge 1994). Asimismo, se ha
demostrado que las inyecciones de preparacionbaalerias o de parasitos activan los
macréfagos peritoneales.

Los macréfagos peritoneales son capaces de fagadiayptobia salmositica
(Woo, 1979) y &C. bullocki(Sypeck y Burreson, 1983). La fagocitosis tamlesulta

efectiva contra las esporas de los microsporidBasggyea anomalaDykova y Lom,
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1978),G. plecogloss{Dykova y cols., 1980) Jetramicra brevifilum(Figueras y cols.,
1992). También se ha sugerido su importancia emxasporosis testicular de la lubina
debida éSphaerospora testicular{Sitja-Bobadilla y Alvarez-Pellitero, 1993b).
Ademas de la fagocitosis, las células fagocitieasbtén tienen una funcion
adicional al interaccionar con los linfocitos, ctitiyendo un nexo entre la respuesta

celular y la humoral.

2.1.2. Citotoxicidad

Es la capacidad de ciertas subpoblaciones deasédinfoides, y a veces de las
células mieloides, para lisar células diana, aglas se unen estrechamente. En los
peces, las células citotoxicas naturales (NCC)dgogran importancia en la resistencia
a infecciones por protozoos. Un ejemplo de estatasiicidad lo encontramos en las
infecciones producidas por el ciliadehthyophthirius multifilis (Evans y Jaso-
Friedman, 1992).

2.1.3. Formacion de quistes

Cuando el sistema inmunitario no puede eliminar qompleto al parasito, el
hospedador desarrolla una serie de reacciones cemés a localizarlo, suprimir su
actividad y evitar su difusiéon, que generalmented&ocan en la formacion de quistes
gue aislan al parasito. Tanto los ecto- como lodoparasitos son capaces de
generarlos, aunque son mas comunes contra estwsosilt En cuanto a los
mixosporidios, la encapsulacion se produce en fgands en los que existe tejido
conectivo. Esta encapsulaciéon se ha descrito oecudncia, particularmente en la
enfermedad del torneo, producida pdyxobolus cerebralisSin embargo, las esporas
contenidas en el interior del quiste pueden perceneiables durante afos y, por
tanto, la encapsulaciéon no siempre implica la destén del parasito. Tampoco parece
tener éxito el enquistamiento contra las infecsgoper el génerdKudoa ya que
algunos estadios del desarrollo producen enzinsasliticos que destruyen la capsula y
el tejido muscular adyacente, produciendo un reldaimiento de la masa muscular,
causante de elevadas pérdidas, tanto en pesquenas en acuicultura. En otras
ocasiones, aunque se evita la difusién del paragitte hecho éste es destruido en el
interior del granuloma, los residuos celularesItastes, no son del todo reabsorbidos,

guedando de forma permanente en el tejido a modicdtices. Este es el caso de los

26



Introduccion

testiculos de lubina afectados p@&@phaerospora testiculariscuya superficie
germinativa, capaz de producir espermatozoidesgaguwensiderablemente reducida

tras una infeccion masiva (Sitja-Bobadilla y Alvatfeellitero, 1993b).

2.2. Larespuesta humoral

Dependiendo del tipo de accion que ejercen salmeatdégenos, se pueden
distinguir sustancias inhibidoras del crecimiensztbriano, inhibidores enzimaticos,

sustancias causantes de lisis celular, aglutinimascipitinas.

2.2.1. Inhibidores del crecimiento bacteriano o virico

Son sustancias que interfieren el desarrollo denicsoorganismos mediante la
disminucién de la disponibilidad de determinadofientes o interrumpiendo alguna
via metabdlica. En peces se ha demostrado la egiatede apotransferrina,
ceruloplasmina y metalotioneina, proteinas con @dpd para unirse a determinados
iones, imprescindibles para el crecimiento baateridParece ser que una de estas
proteinas, la metalotioneina, ademas, puede uailsemembrana plasmatica de los
macrofagos induciendo en ellos el estallido resmil@ay la transduccion de la sefial.

El interferon (IFN) es una proteina capaz de imhidireplicacion virica. En
mamiferos existen dos tipos, el tipo | que inclif-a y IFN-B, y el tipo Il o IFNy.

El tipo | ha sido descrito en varios peces, y pargmar un importante papel las
infecciénes viricas (Rogel-Gaillard y cols., 1998)que compensaria el hecho de que
los peces sean tan lentos en su respuesta inmpeeifesa, especialmente a bajas
temperaturas. El IFN tipo Il es producido por lwgdcitos T tras ser estimulados por
un antigeno. Es considerado un potente factor amivde los macréfagos (MAF),
capaz de aumentar su metabolismo oxidativo y suidatl antimicrobiana. Aunque se
ha negado su existencia en peces durante muchpajese ha demostrado que los
leucocitos de algunos peces, como la trucha asc@@aham y Secombes, 1990), el
carpin (Neumann vy cols., 1995), y la dorada (MulerdMeseguer, 1998), producen
MAF después de la estimulacién antigénica.

2.2.2. Inhibidores enzimaticos

Son sustancias, predominantemente antiproteasga, fuaacién es destruir o

inactivar los enzimas liberados, bien por las @esmgélulas del hospedador una vez han
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muerto, o bien por los parasitos u otros patégahdgerir los tejidos del hospedador.
Algunos inhibidores enziméticos se han descrito eya peces, como es la-2-

macroglobulina. Se trata de una antiproteasa cogi@raparasiticida se ha demostrado
sobradamente en los mamiferos, y muy especialneentas tripanosomiasis (Araujo y
cols., 1992), esquistosomiais (Truden y Boros, 19§88mebiasis (Lushbaugh y cols.,
1981). Su papel en las parasitosis de los pecésm skemostrado en infecciones por
Cryptobia salmositicgZuo y Woo, 1997). Los inhibidores de las protsatsenbién

interactian con la parte especifica del sistemauiitario mediante la modulacion de

la presentacién antigénica.

2.2.3. Sustancias causantes de lisis celular

Entre ellas se encuentran las hidrolasas (comigdaiina), las proteasas, y las
lisinas no especificas. Estas ultimas comprendenfdotores liticos naturales y el
complemento.

La lisozima es un enzima mucolitico, que actuareolms agentes infecciosos
de varias formas, pero principalmente atacand® anlacopolisacaridos presentes en la
pared celular de las bacterias gram-negativas ¥lgels., 1989). En los peces se ha
descrito su presencia en la mayor parte de l@otey secreciones, especialmente en
los expuestos a bacterias y ricos en leucocitosiocel rifion, bazo, mucus, tracto
alimentario, suero y branquias (Fange y cols. 19Y@jios autores han descrito un
aumento en los niveles de lisozima en peces irdesta inmunizados, como es el caso
de carpas infectadas p#&eromonas salmonicidéSiwiki y Studnicka, 1987), o de
truchas infectadas (Chen y cols., 1996) o inmumigadnMycobacteriunspp. (Cheny
cols., 1998).

El complemento es un sistema compuesto por un gitagaroteinas del suero,
gue interviene tanto en la defensa humoral ineBpacomo en la especifica, actuando
conjuntamente con células fagociticas y linfocijgsra aumentar sus funciones
especificas y efectoras. Sus principales funcisnada activacién celular, la citolisis, y
el recubrimiento de las células diana (opsonizggu@ma potenciar su fagocitosis. En
los peces, se conoce la existencia de un sistempeotinas similar al complemento de
mamiferos, con dos cascadas enziméaticas intewakdas, la via clasica y la via
alternativa. Se ha demostrado la existencia derextC3 y C4 (Dodds y cols., 1998;
Sunyer y cols., 1998). No obstante, todavia no a® podido identificar todos los
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componentes de la serie proteica C1 a C9. Varitsresi han descrito el papel del
complemento en infecciones producidas fgeromonas salmonicid@arsden y cols.,

1996) y porGyrodactylus derjaviniBuchmann, 1998).

3. Respuesta inmune adquirida o especifica

Cuando son expuestos a un antigeno, los pecesall gge los vertebrados
superiores, producen anticuerpos especificos, copigulades biolégicas como la
aglutinacion, precipitacion, fijacion del complent@nopsonizacién y sensibilizacion
dérmica. De hecho, mediante el empleo de anticgarmmoclonales especificos contra
inmunoglobulinas (Ig) de peces se ha demostradexistencia de linfocitos B en
muchas especies de teledsteos (Magnadottir y 8186; Scapigliati y cols., 1996). La
mayor parte del conocimiento actual acerca denaifun de los linfocios de los peces
demuestra que tienen funciones equivalentes airltzcitos B y T descritos en los
mamiferos.

Como comentdbamos anteriormente, los fagocitoseptas, ademas de su
funcion tipicamente fagocitica, la capacidad deratdcionar con los linfocitos. Por
tanto, pese a ser células inespecificas, medida mspuesta inmune de otras células
especificas. Realizan dos funciones, la presemaifigénica y la estimulacion de los
linfocitos T:

- La presentacion antigénica: Se ha demostradortalacion directa entre la captacion
antigénica y la degradacion por parte de los maga¥, con la subsiguiente
induccion de una respuesta inmune especifica caditho antigeno. El
procesado antigénico comporta una serie de protesgsimicos que dan lugar
a la exposicion de epitopos. Estos antigenos caoriormacion alterada son
reconocidos por las moléculas del complejo mayorhi#ocompatibilidad
(major histocompatibility complex, MHC). En mamifsy las moléculas del
MHC de clase | y Il juegan un papel crucial en faspntacion de proteinas
antigénicas extrafias, a las células T citotoxicéssycélulas T colaboradoras,
respectivamente. Todos los datos actuales paremmriisla existencia de un
sistema MHC funcional en los peces. Parecen exisithos loci y alelos para
ambas clases de moléculas del MHC, aunque el descaento de los loci

funcionales impide hoy por hoy determinar su nUnexacto en cada especie.
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- La estimulacién de los linfocitos T: Se ha demauit que los monocitos y los
macrofagos estimulados con LPS, liberan factordabks con actividad
interleuquinica.

La respuesta humoral especifica en los pecesdlifierla de los mamiferos en
algunas caracteristicas, mientras que otras todaviaben dilucidar:

- La produccion de anticuerpos es dependiente tlamaeratura (Rijkers y col, 1980;

Miller y Clem, 1984).

- La respuesta secundaria 0 memoria inmunolégidasgieledsteos comparte con la de

los mamiferos el aumento del titulo de anticuerfpsceleracion de la respuesta y el

aumento de la sensibilidad al antigeno. Pero cadecalguna de las caracteristicas
propias de los mamiferos, como es el hecho de quseproduzca el cambio a otros
tipos de Igs, es decir no se pasa a un rapido prieio de Ig de bajo peso molecular

(IgG) (Wilson y Warr, 1992), ya que en los teleésteolo existe un tipo reconocido de

lg, las IgM.

Son varias las parasitosis en las que se ha descodt adquisicion de resistencia a
la reinfeccién en los peces que sobreviven a uimaepa infeccion. Los anticuerpos
especificos son los responsables de esta inmudiza las infecciones por los
flagelados Amylodinium ocellatum(Smith y cols., 1992),Ichthyobodo necator
(Robertson, 1979)Cryptobia salmositica(Jones y Woo, 1987)Cryptobia bullocki
(Burreson y Fritzell, 1986) yrypanosoma danilewskyWoo, 1981), y el ciliado
Ichthyophthirius multifilis(Burkart y cols., 1990). En el caso del mixospioriBKX,
los peces que se recuperan de la enfermedad pablite del rindn (PKD), son mas
resistentes a la reinfecciéon o no muestran sighogas de la enfermedad cuando son
reinfectados (Clifton-Hadley y cols., 1986b).

Los anticuerpos especificos pueden dafar directena@elos parasitos, como es el
caso de los anticuerpos aglutinantes e inmovilesantle las dinosporas de
Amyloodinium ocellatungSmith y cols., 1993), y de los anticuerpos inrfipantes de
Ichthyophthirius multifilis(Dickerson y Clark, 1989). Los anticuerpos tambkaétiian
mediante la interaccion con el complemento. Experésin vitro, han demostrado que
los anticuerpos fijadores del complemento por éackd@sica son causantes de la lisis de
Cryptobia salmositicalFeng y Woo, 1997). Burreson y Fritzell (1986) @mtcaron
también anticuerpos fijadores del complemento etijgé infectadas de forma natural

por el hemoflageladdrypanoplasma bullocki
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Son muchas las parasitosis en las que se descmiobay produccion de
anticuerpos especificos o si estos son de alguro refetttivos contra el patdogeno. Tal
es el caso de los mixosporidios. Durante afios ssidgraba a los mixosporidios
incapaces de generar respuesta inmune en sus hdspesi(Lom, 1987). Sin embargo,
las observaciones histopatoldgicas indican quesestganismos ciertamente generan
reacciones inmunes, que en ocasiones, se conviamteh principal dafio, como es el
caso del PKD en los saimémidos (MacConell y c4839). No obstante, los resultados
concernientes a la detecciébn de anticuerpos esmecitontra mixosporidios son
escasos Yy en ocasiones, contradictorios. Griffibayis (1978) detectaron anticuerpos
circulantes en trucha contMyxosoma cerebraljspero ni Pauley (1974), ni Halliday
(1974) pudieron detectar respuesta humoral algmmirac ese parasito. En algunos
casos, se cree que el parasito elude la respuestarél imitando los antigenos del
hospedador (McArthur y Sengupta, 1982), aunquesa@tores citan la posibilidad de
gue el parasito se recubra de antigenos del hadpedpie se adsorben a la superficie,
haciendo imposible su identificacion como matef@aneo. Bartholomew y cols.
(1989a) no encontraron anticuerpos circulantesaetruicha arco iris contra ningun
estadio deCeratomyxa shastaEn cambio, Furuta y cols., (1993), detectaron
anticuerpos circulantes en la carpgaygrinus carpi9, infectada naturalmente por

Myxobolus arcticus.
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Objetivos del trabajo

El objetivo del presente trabajo es contribuir @hacimiento de la respuesta
inmune de la lubina frenteSphaerospora dicentrarcha través de:

1° Caracterizacion antigénica &phaerospora dicentrarchiy analisis de la
presencia de terminales carbohidrato.

2° Estudio de la modulacidn vitro de la actividad de los leucocitos de la
lubina por el parésito.

3° Evaluacion de algunos aspectos de la intenact@bsistema inmunitario y el
sistema endocrino, y de la influencia de la paaagih porS. dicentrarchien esta
interaccion.

4° Estudio del efecto de la inmunizacion de lubirtdn esporas d§.

dientrarchisobre el sistema inmune especifico e inespecifico.
Para lograr estos objetivos se realizaron una sleriexperimentos que dieron

lugar a ocho articulos publicados, o en considéracen revistas de reconocido

prestigio internacional. Estos articulos apareemopilados al final de esta memoria.
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Materiales y métodos

Para llevar a cabo los objetivos de este trabamécesario poner a punto algunas
técnicas y seguir una metodologia que apareceiescr cada uno de los articulos
incluidos al final de esta memoria. Dicha metod@ag muestra esquematizada en las
figuras 5 y 6. Aquellas técnicas que se usan coyonfaecuencia en estos trabajos, o
incluyen alguna modificacion frente a las usadasops autores, o bien se pusieron a

punto en estos trabajos, se explican con mas eetalbntinuacion.

Fig 5. Diagrama esquematico de la metodologia eadplen esta memoria.

Examen Aislamiento de 1
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Microscopio
Optico ’—> alectinas
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M.E.T.* \—> a Antisueros

’—> b Recuento
leucocitario
Exten§|0n
sanguinea
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%ROPSIA leucocitaria
E—

b Hematocrito

on b Estallido
- T/:
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b Anticuerpos
 — especificos

b ELISPOT

—
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| Estimulacion
(3)

Obtencion leucocitos | g | Microscopio
de rifidn anterior optico

T.EM.

L cFagocitosis
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Fig. 6 Diagrama esquemético de las técnicas enqles se emplearon esporas
purificadas de&sphaerospora dicentrarchi

Inmunizacion

.| Obtencion de antisueros
policlonales en conejo

Sphaerospora
dicentrarchi

Electroforesis
Zimografia
Immunoblot

Fagocitosis
L .| Estallido respiratorio
Priming

1. Aislamiento y purificacion de Sphaerospora dicentrarchi

Ante la imposibilidad de infectar peces experimemémte conSphaerospora
dicentrarchj asi como de realizar su cultiwovitro, se muestrearon lubinas de diversas
procedencias, para la obtencion de cantidadesientfis de este parasito. En dichos
muestreos se extrajeron los o6rganos donde se Zacgbreferentemente este
mixosporidio, intestino y vesicula biliar. La inté@n se diagnostic6é mediante el
examen de una porcion de estos 6rganos al micrimsopfpico. Los 6rganos infectados
se limpiaron de grasa, tejido conjuntivo y otrdeeaaencias, y se trocearon finamente.
En el caso de las vesiculas, se digirieron en oh&ién de colagenasa P (2 mg/ml,
Sigma) y elastasa (0,3 mg/ml, Boehringer Mannh&ianpnheim, Germany) en PBS a
temperatura ambiente, y, en el caso de los intestise realizo la digestion en una
solucion de tripsina al 0,25% (BioWhittaker, VergieBélgica) en solucion equilibrada

=1

®Estas técnicas se emplearon en los estudios d#ssimadeterminar la caracterizacion antigénica de
Sphaerospora dicentrarchimediante la verificacion de su capacidad inmunégf&ente a los
antisueros producidos en conejos, y en los estudesdinados al estudio de su composicién
glucidica.” Estas técnicas se emplearon en los estudios sbéfeceo que tiene la inmunizacién de
lubinas conS. dientrarchisobre el sistema inmun&Estas técnicas se emplearon en los estudios
sobre la modulaciém vitro de la actividad de los leucocitos de lubina popalasito y en los
estudios sobre la interaccidon del sistema inmunel ysistema endocrino. Los numeros se
corresponden con las ténicas que se van a exgitaltadamente.
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de Hank sin calcio ni magnesio a 37 °C. En ambessclas muestras se mantuvieron
con agitacion constante durante todo el processtiempos de digestion se ajustaron a
3 horas, pues se observé que con digestiones nudsngadas se producia una
alteracion en la morfologia de las esporas. Tradiggestion, las muestras se
centrifugaron durante 15 minutos, a 499 4 °C. Los parasitos se resuspendieron en
PBS fresco, y el proceso de centrifugacion y lavadorepiti6 3 veces masas
suspensiones se filtraron a través de mallas de 20 mm y por una membrana de 8
mm cyclopore™. Tras una Gltima centrifugacion, los parasitogesispendieron en
aproximadamente 1ml de PBS, y se examin0 una gota suspension en una camara
de Neubauer. Se ajusto la concentracion de pasaaitta adecuada para su uso

posterior, y se conservaron en alicuotas a -20 °C.

2.  Técnicas histoquimicas.

2.1.  Microscopia 6ptica.

Tras la necropsia de los animales y el examenesedr los tejidos parasitados y los
controles se fijaron en formol al 10%, se incluyeem resina acrilica Technovit 7100
(Kulzer, Heraeus, Alemania) mediante métodos eataryd se cortaron mediante
microtomo a 1,5um de grosor. Los cortes se recogieron sobre pgetasbrecubiertos
de Poly-L-Lisina (Sigma), para evitar su despremgito durante las incubaciones
posteriores. Este recubrimiento se obtuvo medianitemersion de los portaobjetos en
una solucion caliente (60 °C) de gelatina-alumigrerdmo (Palacin-Forgue, 1984).

Por su superior sensibilidad sobre las técnicagararionales, se utilizo el sistema
de la avidina-biotina-peroxidasa. Todo el proceditnese realizO a temperatura
ambiente y en camara humeda, para evitar la eva@paorde los reactivos. Los cortes se
incubaron durante 5 min en un bafio ¢&©Hal 3% en agua bidestilada, para destruir la
actividad peroxidasa enddgena de los tejidos. [Bras con tampon tris-HCL 20 mM,
NaCl 0,5 M pH 7,2 (TBS), las secciones se saturduoante 20 min con suero normal
de cabra, diluido 1:50 en TBS. A continuacion sguisron distintos protocolos
dependiendo de si se empleaban sueros policlooaliesnidos en conejo, suero de
lubinas, o lectinas:

1° Las secciones incubadas con suero policlona),(&e incubaron durante 1 h con

suero de cabra anti-conejo biotinado (Fig. 7-A).
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2° Las secciones incubadas con suero de lubinacabaron 1 h con suero de
conejo anti-lgM de lubina, obtenida en nuestro fatmio por Palezuela y cols.,
(1996), y a continuacion con suero de cabra améjoobiotinado (Fig. 7-B).

3° Otras secciones se incubaron durante 1 h condsdFig. 7-C).

En los tres casos el resto del procedimiento dedtinse completd con la avidina-
biotina-peroxidasa (30 min), y revelado con diarbemcidina (DAB) (5 min),
siguiendo las instrucciones del proveedor de lasctieos (Vector Laboratories,
Burlingame, Calif., USA). Las preparaciones tefidasontrastaron con hematoxilina
de Gill, durante 20 min en una placa calefactora {B), y se lavaron para la
diferenciacion del tinte durante 10 min de lavao@jo agua corriente del grifo. Los

cortes se deshidrataron, se montaron en DPX, yaaiparon al microscopio optico.

2.2.  Microscopia electrénica de transmision.

Tras el examen en fresco, los érganos parasitsgldgaron en una solucion de
glutaraldehido al 1% v/v y paraformaldehido al 4% wn tampon cacodilato 0,1M
(pH 7,2, 4 °C). A continuacion se postfijaron ema@xido de osmio al 0,1% (w/v), se
deshidrataron a través de una serie de alcohoks ipcluyeron en Lowicryl K4M
(Polysciences Ltd.). Se cortaron secciones ulmafique se recogieron en rejillas
recubiertas con Formvar. Tras el bloqueo con albarsérica bovina (Sigma) diluida
en TBS con Tween 20 al 0,05% (TTBS), las rejillasreubaron con los antisueros o
con lectinas para lo que se siguieron distintosopaios:

- Tras la incubacion durante 2 h a 20 °C con lososupoliclonales de conejo, las
rejillas se incubaron 1h a 20 °C con suero de cabhtaconejo conjugado con
particulas de oro coloidal de 15 nm de diametrob@snsueros se diluyeron en
albumina sérica bovina al 1% en TTBS (Fig. 7-D).

- En la técnica de deteccidon de carbohidratos, seaaph a las rejillas las lectinas
biotinadas y se incubaron durante toda la nohes [bsalavados se aplico durante 1
h una solucion de estreptavidina conjugada concolmidal (Biocell) diluida 1:25
en Hepes 10mM (Fig. 7-E).

En ambos casos y tras los lavados con TBS y amlestilada, las muestras se
tiferon con acetato de uranilo y citrato de plomseyobservaron en un microscopio
electronico de transmisién (Hitachi H-800 o Philgigl 100).
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Figura 7. Dibujo esquematico de las técnicas inristmquimicas empleadas.
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3. Obtencién de leucocitos de rifidn anterior

Para poner a punto la técnica del aislamiento lfivoude leucocitos del rifién
anterior de la lubina, se siguié un procedimientuilar al descrito en dorada por
Calduch-Giner y cols., (1997). El rindn anterioresé¢rajo en condiciones estériles y se
cortd en pequefios trozos en una placa de Petrucgmequefio volumen de tampdn
fosfato salino (PBS) pH 7,4 frio. La suspensionleglresultante se decanté del tejido
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no disociado. A continuacion se afiadié6 PBS hasteolumen final de 15 ml y se dejo
sedimentar 15 minutos. El sobrenadante se cendritu@00g durante 15 min, y el
pellet se resuspendié en 2 ml de medio Leibovit2§LSigma) suplementado con 0,1%
de suero fetal bovino (BioWhittaker), y se dejoisehtar en hielo durante 15 min. Se

ajusto la concentracion de células del sobrenadalst@ecesaria para su uso posterior.

4. Estallido respiratorio

La estimulacion de la membrana de los fagocitogdgerentes antigenos (como
el forbol miristato acetato (PMA, phorbol miristateetate), desencadena el estallido
respiratorio. Tal y como comentabamos en la intcoafun de esta memoria, empleando
NADPH o NADH como dador de electrones, se reducelantrén del oxigeno para
formar Q. El aumento de
los niveles de © es Deteccion de la produccion de anion superoxido
indicativo de la

estimulacion celular. Para NBT # FORMAZAN

estudiar el estallido

: : _ NADPH 50, 30;
respiratorio de los fagocitos Py

asa
NADPHH *
—_—

de Ilubina se siguieron

varios métodos, unos

descritos previamente por Estimulado con Estimulado con
NBT NBT + PMA

Fig. 8. Dibujo esquematico de la deteccién de O

Fagocito

otros autores y otros
puestos a punto por
nosotros, basados todos ellos en el empleo de dezuetrazolio (NBT; nitro blue
tetrazolium). Este compuesto soluble, en presedeiad se reduce a formazan,
compuesto insoluble y de color azul (Fig. 8). Ldsrdntes técnicas empleadas fueron:
- Por un lado se siguié un método microscopico, emresa la proporcion de células
gue estan reduciendo NBT. Asi, se midio el nimeroaulas sanguineas positivas con
la técnica del NBT, siguiendo un protocolo modificadel descrito por Anderson y
cols., (1992). Para ello, se mezclaron en un pbpsms 10 ul de sangre con 10 pl de
NBT en L-15 sin rojo fenol (BioWhittaker) (2 mg/mMIBT, Sigma) y la mezcla se
incub6 en camara hiumeda durante 1 h a 20 ° C. &rdagbjetos se lavaron con PBS y

se montaron con un cubreobjetos con una gota de 88ontd el nUmero de células
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positivas en un area circular de 6 mm de diamatroire microscopio invertido. Una
variante de este método consistio en incubar evsefpendorf300 ul de una solucién
de NBT (1 mg/ml) en L-15 sin rojo fenol con espodasSphaerospora dicentrarchi
fijadas en glutaraldehido, con eritrocitos de ovejaon PMA durante 1 a 22 °C y
agitacion constante. Posteriormente, se pusierorul2de esta suspension en un
portaobjetos, y se contd el nimero de célulasipasien un area de 6 mm de diametro,

tal y como se ha descrito anteriormente.

- Por otro lado, se siguié un método cuantitativgpéesofotométrico) que consistia
en incubar los leucocitos con NBT, extraer el fardmacon un solvente organico y
leer la absorbancia del extracto libre de las aséldn un lector de placas. En
nuestros trabajos, este estudio cuantitativo dédlliel® respiratorio de los
leucocitos de rifion anterior se realizo de dos &rm

- 1° Se sigui6 el protocolo de Chung y Secombe8g)l9.a suspension de
leucocitos se colocé en placas de 96 pocillos (FM#® USA) (100 pl/pocillo)

y las células se dejaron adherir durante 3 h ontieit@da la noche, a 4 °C. Tras
el tiempo de adherencia, las células no adherielastsaron mediante lavados
con PBS. Los leucocitos se recubrieron con 100euNBT en L-15 sin rojo
fenol con 5% de suero fetal bovino, a una conceidtngfinal de 1 mg/ml, con o
sin PMA (1 pg/ml), dejdndose incubar 15, 30 6 60.nhia reaccion se paro
mediante la fijacion durante 2 min con metanolG%. El NBT presente en el
interior de los leucocitos se solubilizé afadieradocada pocillo 120 pl de una
solucién 2 M de KOH en agua destilada y 140 ulideetdisulféxido (DMSO).
La densidad Optica se determiné en lector de pla&2d nm de absorbancia.

- 2° Se realizd6 esta misma técnica durante 30 dinectamente sobre la

suspension de leucocitos sin previa adherencia.
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Resultados y discusion

1. Composicion antigénica deSphaerospora dicentrarchi

En varios de los trabajos recopilados en esta marfanticulos I-V) se trat6é de
estudiar la composicion antigénica &phaerospora dicentrarchimediante varias
técnicas, como electroforesismmunoblot e inmunohistoquimica. Asimismo, se
emplearon lectinas para la deteccion de carbatoislr y se produjeron antisueros
policlonales contra varios mixosporidios, que pésron estudiar la existencia de
reacciones cruzadas. El objetivo de este grupo rdeajps fue estudiar la
caracterizacion antigénica del parasito y tratarddecidar el posible papel de los
terminales carbohidratos en el reconocimiento antap.

Mediante electroforesis en geles de poliacrilan{dBS-PAGE), tefiidos con
azul de coomassie o0 nitrato de plata se observéxistencia de varias bandas
antigénicas en los extractos 8e dicentrarchicon un peso molecular entre 21 y 130
kDa.

Con el objetivo de estudiar la antigenicidad deselsandas se emplearon
antisueros policlonales producidos en conejos. tadyrcidn de antisueros contra
especies de parasitos es una herramienta Gtilgb@studio de muchos aspectos de su
biologia, asi como de las interacciones parasigpémador. No obstante, su uso en los
estudios de mixosporidios es escaso (Bartholomealsy, 1989b; Saulnier y Kinkelin,
1996). Los trabajos recopilados en esta memoriaritbesr el empleo de antisueros
policlonales producidos en conejo, tres de ellagraeolos mixosporidios de la lubina
Sphaerospora dicentrarchiRaSdic),S. testicularis(RaStest), yCeratomyxa labracis
(RaClab), y el cuarto conti@. sparusauratiRaCspr), parasito de la doradgpérus
aurata).

Cuando los extractos parasitarios transferidos mbrenas de nitrocelulosa se
analizaron con estos antisueros, aparecieron vhaadas. Los resultados obtenidos
demostraron la homologia existente entre los ddsuamos producidos frente a
Sphaerosporaspp., puesto que ambos detectaron bandas simitamesun peso
molecular entre 20 y 50 kDa. También se observé gimilitud entre las bandas
detectadas por RaClab y RaCspr, pues ambos tifiiznotias con un peso molecular
entre 50 y 140 kDa. La banda de 50 kDa, fue reddaopor los cuatro antisueros
policlonales, por lo que podria tratarse de unganth conservado en muchos

mixosporidios.
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La oxidacion con periodato provoca la eliminaci@lds grupos hidroxilo de
los terminales glucidicos sin afectar a la estmactde las cadenas polipeptidicas
(Woodward y cols, 1985). En nuestro estudio, diatméento de las membranas de
nitrocelulosa con periodato, no tuvo ningin efestbre el marcaje con RaSdic o
RaStest, lo que podria explicarse por el hechoudeng todos los carbohidratos son
sensibles al tratamiento con periodato (Woodwacdly, 1985), o porque la union del
anticuerpo no depende de un terminal carbohidiRdo.el contrario, se observé una
marcada disminucién en la intensidad del marcaje RaClab y RaCspr cuando el
periodato se aplic6 a una concentracion de 10 ynRD Estas diferencias entre los
sueros producidos contr@phaerosporaspp. y Ceratomyxaspp. podrian deberse a
diferencias en la afinidad y especificidad de estosisueros policlonales por los
antigenos d&. dicentrarchi

Los tres antisueros policlonales producidos fremtearasitos de la lubina se
emplearon en inmunohistoquimica con el objetivaleectar epitopos en las esporas y
en los estadios de desarrollo de sus parasitoslbgosd Ademas se estudio la reaccion
cruzada de estos antisueros con otros mixosporigi@eedentes de distintos
hospedadores y distintos ambientes, asi como coisifiss pertenecientes a otros
grupos. Se observo que cada antisuero tefiia ssitpan@maologo. Asimismo, tifieron
las esporas de la mayoria de los mixosporidios yedss, aunque se encontraron
diferentes patrones de tincion. Concretamentecég@sulas polares de casi todos se
marcaron con los tres antisueros. Esto revela istemcia de epitopos antigénicos
conservados en las capsulas polares de organisradengcientes a la Clase
Myxosporea procedentes de diferentes hospedadtet®y de aguas continentales
como marinas, y podria sugerir una composicion exwasla acorde con el papel
analogo de las capsulas polares en la biologiasties enixosporidios. En cuanto a los
estadios de desarrollo, no se tifileron con ningntosl antisueros ensayados, excepto
los estadios inmaduros dschokkella mugilisjue mostraron un punteado con RaClab
y los deS. testicularisque se tifieron débilmente con RaStest y con Ra&die
diferente patron de tincion podria deberse a uwmb&aen la composicion antigénica
durante el ciclo de vida de estos parasitos, quirite como objetivo evadir la respuesta
inmune del hospedador, como se ha demostrado peoa parasitos (Jacobson y
Schnur, 1990; Horak, 1995) y sugerido para otro®amoridios (Bartholomew y cols.,

1989a). No obstante, cuando se emplearon técnioasunohistoquimicas al
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microscopio electronico, RaSdic tifid intensamewie éstadios de desarrollo &
dicentrarchi La mayor sensibilidad de esta técnica podriaiexpéstos resultados.

Para estudiar la composicion glucidica 8e dicentrarchi que podria ser
compartida por otros parasitos de este grupo, ggeanon lectinas, tanto en técnicas
histoquimicas (al microscopio oOptico y al electo@)j como enimmunoblots Las
lectinas son proteinas o glicoproteinas, derivdda® de plantas como de animales,
gue reconocen y se unen reversiblemente a aziespesificos 0 a ciertos terminales
glucosidicos de los polisacéridos, glicoproteinggigolipidos (Sharon y Lis, 1989).
Puesto que todos los parasitos tienen carbohidestes superficie, como parte de su
citoesqueleto o formando parte de sus estructur@snas, y estas moléculas son
responsables de muchas de las funciones biologidakares (Reuter y cols., 1998), las
lectinas se han usado ampliamente en parasitologia.

Los estudios realizados mediante técnicas de necigpda Optica y electronica,
demostraron que todos los mixosporidios ensayadoteician manosa y/o glucosa en
las capsulas polares, lo que indicaba nuevamembedtencia de estructuras glucidicas
conservadas en las capsulas polares de estos ssngsniPodria suceder que estos
carbohidratos fueran las estructuras reconocidadopoantisueros RaSdic, RaStest y
RaClab en las capsulas polares de la mayoria deniossporidios ensayados. De
hecho, los patrones de tincion observados con éstéisas fueron similares a los
detectados empleando los antisueros policlonalestddto, la parte glucidica podria
estar involucrada en el reconocimiento antigéno@mo se ha descrito previamente
para otros parasitos (Roth y cols., 1997).

La lectina WGA tifié las capsulas polares y las aslde la mayoria de los
parasitos ensayados. Esta lectina se ha emplead@@ctar quitina, un polimero de
N-acetil-glucosamina, en diversos organismos (Jmoly Doyle, 1996; Muzzarelli y
Peter, 1997). Otros autores (Lukes y cols., 1988)descrito la presencia de quitina en
las céapsulas polares de algunos mixosporidios. Egsdancia podria tener varias
funciones en las esporas de estos organismos, torpooteccion contra el estrés
mecanico o quimico procedente del medio ambiengémantenimiento de su forma.

Las lectinas empleadas tifieron mayoritariamergeekiadios maduros, ya que
tan sélo los estadios de desarrollo ldeptothecasp. se marcaron con WGA al
microscopio optico y los deeptothecasp. yZschokkellamugilis con BS-I mediante
microscopia electronica. Podria suceder que losdiest inmaduros de estos

mixosporidios no tuvieran carbohidratos en su digier como se ha observado en los
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estadios larvarios de microfilarias (Ham y col€88). Otra posible explicacion podria

ser que estos estadios de desarrollo presentamatidazies muy pequefias de
carbohidratos, no detectadas mediante la técnigalean, o bien que estuvieran
enmascarados, 0 que tuvieran otros carbohidratosecanocidos por las lectinas

empleadas en este estudio. Por otra parte, taimo ammentabamos en el apartado
anterior, el cambio en la composicion glucidiceeg®s mixosporidios a lo largo de su
ciclo vital podria ser un mecanismo desarrollad@ avadir la respuesta inmune del
hospedador.

Cuando las lectinas se emplearonimmunoblots sélo Con-A detectd dos
bandas de 78 y 96 kDa. La alteracion de los amigeturante el proceso de
desnaturalizacion que se aplica en esta técnicdrigooexplicar la falta de
reconocimiento por parte del resto de las lectamssayadas.

Las proteasas son sustancias capaces de hidrelilares peptidicos, con una
gran importancia en las relaciones parasito hoslmedan la patogénesis, asi como en
procesos tales como la nutricion o la invasioneajields del hospedador (McKerrow,
1989; North y Lockwood, 1995). Como comentabamosaeintroduccion de esta
memoria, se han detectado proteasas en varios pord®s. En nuestro estudio, y
mediante técnicas de zimografia, detectamos ldeexis, en los extractos de esporas
de S. dicentrarchi de tres proteasas con pesos moleculares de 50,128 kDa, asi
como un area difusa entre los 34 y 40 kDa. Aungudesconoce el posible papel de
estas proteasas en el cas@ddicentrarchipodrian contribuir a facilitar la invasion de
los tejidos del hospedador, a la digestion de spigimas, asi como a ayudar al parasito
a evadir la respuesta inmune, tal y como se haittepara otros parasitos (McKerrow,
1989).
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2. Estudiosin vitro

Los estudiodn vitro constituyen una herramienta muy util para el estae
algunos aspectos de la respuesta inmune. En logjdsarecopilados en esta memoria
(articulos VI y VII), se aborda el aislamiento ytmuo in vitro de leucocitos de lubina,
con el objetivo de estudiar la modulacion de dividad en relacion con el grado de
parasitacion poSphaerospora dicentrarchilambién se intentd estudiar un aspecto de
la interaccion entre el sistema inmunitario y eldaagrino valorando la posible
activacionin vitro mediada por la hormona del crecimiento

Los resultados obtenidos demuestran que los leiesode lubina pueden ser
estimulados por PMA, y son capaces de produgird® la misma forma que los
neutréfilos y macréfagos de los mamiferos. La ataélle esta reaccion fue similar a la
descrita por otros autores en otros fagocitos degyenientras que la produccion de O
fue proporcional a la cantidad de células exissept# pocillo.

Parece evidente que las diferencias en el gradactilacion de los fagocitos
pueden producirse como una respuesta a factoresremuk, 0 a factores relacionados
con el estado sanitario del animal. En nuestrodéstse demostré que la hormona del
crecimiento recombinante de trucha estimula ellekiaespiratorio de los fagocitos de
lubina, siendo mayor esta estimulacion cuando ke estaban parasitados or
dicentrarchi En células de lubinas no parasitadas la mayanaisicion se produjo a
una concentracion mucho menor que en los pecesitaal@s. Este efecto estimulatorio
desaparece a dosis altas de GH, tal y como ocarteleajos previos con fagocitos de
trucha (Sakai y cols., 1996) y con macréfagos mowaWarwick-Davies y cols.,
1995).

Los conocimientos sobre los efectos de los pasasiobre la fisiologia del
sistema inmunitario de los peces, asi como sdhreste bioenergético necesario para
combatir dichos parasitos, son escasos. Hay algestoslios sobre la estimulacion
vitro, de leucocitos de peces mediante parasitos o tdrgarasitarios (Taylor y
Hoole, 1995), pero existe muy poca informaciéon edhrrelacién existente entre el
estado parasitario del péz vivo y su capacidad fagocitica. En nuestro estudio, las
células procedentes de peces parasitados natutelmean intensidad media,
respondian a la estimulacion con PMA con una mayoduccion de @ pero cuando
el grado de parasitacion aumentaba, la reduccibNBIE alcanzaba valores similares a
los encontrados en peces no parasitados. Los smestadios de la invasion
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parasitaria son los que suelen provocar una magtovaaion de los macrofagos. Por
tanto, en nuestro caso, la baja respuesta de losspeon mayores niveles de
parasitacion podria ser debida al hecho de queatsb& de estadios cronicos de la
parasitosis, con una fuerte reaccién granulomajoggandes zonas de necrosis y
pigmentacion (debido a la acumulacion de centrdamoenacrofagicos).

El estado parasitario del animal parece influirliggn en las caracteristicas del
suero. Asi, la adicion de suero de lubinas no pades produjo unos niveles de
estallido respiratorio significativamente supersi® la adicion de suero de lubinas
parasitadas, e incluso superiores a la adicionugeosfetal bovino. Estos factores
séricos relacionados con la activacion del estali@spiratorio parecen ser labiles, pues
la inactivacion con calor produjo una clara dismsion del efecto del suero de lubinas
no parasitadas sobre dicho estallido respiratgoior, |0 que podria tratarse del
complemento. No obstante, no se descarta el papekrds componentes del suero,
incluidas las inmunoglobulinas. Sin embargo, egtissbles componentes no labiles no
compensan el descenso de la actividad del compterearios peces parasitados.

Los fagocitos de la lubina tienen una gran afinigadlos eritrocitos de oveja,
superior a la que se ha demostrado para otrasiespbe peces marinos (Santarém y
Figueras, 1994)El indice de fagocitosis de los fagocitos de lulpoaSphaerospora
dicentrarchifue similar al encontrado utilizando eritrocitas dveja como dianas. No
obstante, debe de ser mayor la afinidad Bordicentrarchi pues la proporcién
células:diana utilizada en nuestros estudios dmian cuando las dianas empleadas
eran S. dicentrarchi Nuestros resultados indican la posible existera#a una
opsonizaciéon mediada por el complemento, puesaltiiracion por calor produjo una
disminucion significativa del indice de fagocitosie S. dicentrarchicuando se usé
suero de lubinas no parasitadas. No obstante, ouaedempleé suero de lubinas
parasitadas, la inactivacion por calor no dismineydndice de fagocitosis, lo que
indica nuevamente que los niveles de complemerdoigoo ser inferiores en los peces
parasitados.

Mediante estos trabajos realizadositro con leucocitos de lubina se demostro
gue existe una relacion entre el grado de par&&itgor Sphaerospora dicentrarclyi
la actividad del sistema inmunitario de dichasnaki También se comprob6 que este

grado de parasitacion influye en relacién entigstéma inmunitario y endocrino.
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3. Estudiosin vivo: experiencia de inmunizacion

El conocimiento acerca de los efectos de los pgasasobre la respuesta inmune
de los peces es escaso, especialmente en lo teferestudios vivo. En este trabajo
(articulo VIII) se abordé el estudio de la respagstmune (inespecifica y especifica),
de la lubina frente a las esporas 8phaerosproa dicentrarchimediante una
experiencia de inmunizacion con esporas de dichésfta. Se siguid un protocolo de
inmunizacién en el que se establecieron 4 grupos geces a los que se inyectaron
esporas (grupo DIC), esporas y adyuvante completérdunds (grupo DIC+FCA),
s6lo adyuvante (grupo FCA) 6 PBS (grupo PBS). A30slias se volvieron a inyectar
los grupos DIC y DIC+FCA con la misma cantidad gpogas y los grupos control con
PBS. Se realizaron cuatro muestreos a lo larg@slé0 dias que durd la experiencia.
Para estudiar la respuesta inespecifica se midiboduccion de @ por parte de los
leucocitos circulantes y de los leucocitos extraidel rifion anterior, asi como los
niveles de lisozima y de complemento en el suenaelacion con la respuesta inmune
especifica, se estudid la existencia de célulamddoras de anticuerpos (ASC,
antibody secreting cells) mediante ELISPOT, asi@tarpresencia de anticuerpos en el
suero, mediante inmunohistoquimicarenunobloting

Los resultados obtenidos demostraron que la inmagiin conS. dicentrarchi
produjo cambios en el estallido respiratorio y @s Iniveles de lisozima y
complemento, especialmente a los siete dias débide la experiencia. Asi, el nimero
de células positivas en la sangre con la técnitBl@& aumento significativamente en
los peces del grupo DIC+FCA en todos los muestraosgue el mayor aumento se
observd a los siete dias. Los leucocitos del ri@dierior de los peces de los grupos
DIC y DIC+FCA, obtenidos a los 60 dias del inicie & experiencia, mostraron
mayores niveles de JOque los de los grupos control. Asimismo, se olisam
aumento en los niveles de lisozima a los siete ¢i@é® del inicio de la experiencia en el
grupo DIC y a los 30 en el grupo DIC+FCA. Pueste guporcentaje de neutrofilos en
estos grupos fue menor cuando se detectaron losregagiveles de lisozima, y puesto
gue no se produjo un aumento significativo en ehend de leucocitos, el aumento en
los niveles de lisozima en el suero de estos guo#s ser debido a un incremento en la
sintesis y liberacion de lisozima. Los niveles deplemento disminuyeron en todos

los grupos a los siete dias, indicando un ciertztefdel propio muestreo. A los 30
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dias, solo el grupo PBS recuperd los valores n@snalugiriendo que en los restantes
grupos se consumia mas complemento del que seqgimodu los 60 dias los grupos
DIC y DIC+FCA habian recuperado los valores norsigbero no el grupo FCA. Estos
resultados sugieren que las esporaS.dagicentrarchiproducen un consumo inmediato
del complemento, pero a largo plazo también eséimsl producciéon. Por otra parte,
el FCA disminuye los niveles de complemento incladargo plazo. Trabajos previos,
tanto en peces (Thomas y Woo, 1989) como en mami{@aeza y cols., 1994), han
demostrado la disminucién del complemento en amisngrasitados.

En este estudio, se demostro la capacidad deuldsak inmunizadas con
esporas dé&. dicentrarchide producir anticuerpos especificos contra est@sar No
obstante, tanto el niumero de células formadoraantieuerpos especificos como el
titulo de anticuerpos detectado en el suero megliantunohistoquimica fue bajo. Se
pueden dar varias explicaciones al bajo titulo wkcaerpos. Por un lado, el propio
proceso de inmunizacién, ya que algunos autoresiearostrado que la inyeccion del
pardsito vivo origina una mayor respuesta que eicado (Smith y cols., 1993). Por
otro lado, quizasS. dicentrarchisea poco inmunogénica para la lubina, aunque no
podemos descartar la posibilidad de una mayor essplcontra otros estadios de este
parasito o contra el posible actinosporidio, queaimente entraria en el pez.

En resumen, este estudio demostré la capacidasisteima inmune de las
lubinas, especialmente del sistema inespecifico, sde estimulado tras una

inmunizacién con esporas del mixosporiSghaerospora dicentrarchi.
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PRIMERA: En el estudio antigénico d&phaerospora dicentrarchi

mixospridio parésito de la lubina, el andlisis &lgforético de extractos
antigénicos, demostro la existencia de bandas esaspmoleculares entre
32 y 130 kDa.

SEGUNDA: En los extractos parasitarios 8e dicentrarchise detecto la
existencia de tres proteasas con pesos molecularg6, 84 y 126 kDa, asi

como un area difusa de proteolisis entre los 3@ kiZa.

TERCERA: Los estudios realizados demostraron la homologistente
entre los dos antisueros producidos frenteéSghaerosporaspp, que
detectaron bandas similares con pesos moleculates 20 y 50 kDa, asi
como una homologia entre los dos antisueros prddscifrente a
Ceratomyxaspp. que detectaron bandas entre 50 y 140 kDaahdabde 50
kDa fue reconocida por los cuatro antisueros, pajue podria tratarse de

un antigeno conservado en distintos mixosporidios.

CUARTA: Las capsulas polares de las esporas de casi tamos |
mixosporidos ensayados se tifieron con los tresumrts obtenidos frente a
parasitos de la lubina probados mediante inmuradusinica, lo que revela
la existencia de epitopos antigénicos conservaddasecapsulas polares de
organismos pertenecientes a la Clase Myxosporea.

QUINTA: Los estudios realizados empleando lectinas medigchicas de
microscopia Optica y electrénica demostraron quemkyoria de los
mixosporidios ensayados contenian manosa y/o glueassus capsulas

polares, y N-acetil-glucosamina o sus polimeroagwalvas.

SEXTA: Los patrones de tincion observados con algunasdecfueron
similares a los detectados empleando los antisyeidadonales.

SEPTIMA: La mayoria de los estadios inmaduros de los mixadipe

ensayados no se tifieron ni con los antisuerosl@adites ni con las lectinas,
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lo que podria deberse a un cambio en la composandigenica de estos
mixosporidios durante el ciclo de vida, para evéalirespuesta inmune del

hospedador.

OCTAVA: Los estudios realizados vitro con leucocitos de lubina
demostraron la relacion entre el grado de paraditgmor S. dicentrarchiy
la actividad de dichas células.
- Las células de los peces parasitados con unasideel media de
infeccion, presentaron unos niveles de estallidgpiratorio
significativamente superiores que los de las celda peces no
parasitados.
- El estallido respiratorio de los leucocitos déiha aumenta
significativamente con la adicién de suero de labino parasitadas,
produciéndose una mayor cantidad dg¢ iBtracelular que con la
adicion de suero de lubinas parasitadas e inclusacgn suero fetal
bovino.
- Los fagocitos de lubinas no parasitadas mostrarorindice de
fagocitosis de esporas & dicentrarchisignificativamente superior
cuando se afiade suero de lubinas no parasitadasuamnelo se
utiliza suero de lubinas parasitadas.
- La inactivacion por calor del suero de lubinas perasitadas
produce una disminucion significativa tanto debtisto respiratorio
como del indice de fagocitosis & dicentrarchilo que indica la
posible existencia de una opsonizacion mediadalpmmplemento.
- S. dicentrarchiestimula el estallido respiratorio de los fagaide
lubina tanto utilizando sus esporas fijadas enagildlehido como

sus extractos solubles.

NOVENA: El estudio de la interaccion entre el sistema intain33 y el
endocrino en relaciéon con el grado de parasitap@nS. dicentrarchi
demostré que la hormona del crecimiento recombéndettrucha estimula
el estallido respiratorio de los fagocitos de labien mayor medida cuando

estan parasitadas. En células de lubinas no edasitla mayor
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estimulacion se produjo a una concentracion muckieomqgue en los peces

parasitados.

DECIMA: La inmunizacion de lubinas con esporas Sledicentrarchi
produjo cambios en la respuesta inmune que sgareifesobre todo en un
aumento de la respuesta inespecifica.

- El numero de células circulantes positivas conélenita del
NBT, y el estallido respiratorio de los leucocitdg rifion
anterior fue superior en los peces inmunizadosequips peces
control.

- Los niveles de lisozima plasmatica fueron mayoretos peces
inmunizados que en el grupo control.

- La actividad de la via alternativa del complemedigmninuy6 en
los peces inmunizados, pero se recuperaron lotesiaéfinal de
la experiencia.

También se observé una respuesta especifica de@spor la

presencia de anticuerpos contra el parasito. Ntaotes tanto el niumero de
células formadoras de anticuerpos como el titul@amtéecuerpos detectado

en el suero mediante inmunohistoquimica fue bajo.
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