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(Figs. 39 y 40) (VAzquez et al., 2009). Asimismo, el epitelio no sufre
alteraciones (e.g., de tipo hiperplasia o metaplasia) como suele ocurrir
en la caso de las ventosas de los digeneos (Figs. 39 y 40).

Otro nemertino que no pertenece a la familia Malacobdellidae y
gue ha sido hallado en la cavidad del manto de la almeja Scrobicularia
plana en Espafa es Tetrastemma fozensis (Tetrastemmatidae) (RoHpe
2005).
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FIGURAS 39 Y 40.

Cortes histolégicos (H & E) de Malacobdella arrokeana (Nemertea: Mallacobdellidae) sujeto
al manto de Panopea abbreviata (Hiatellidae) en Ptagonia, Argentina. 39. Regién donde el
contacto entre el nemtertino y la almeja no es tan estrecho. 40. Obsérvese que al estar la

ventosa del nemertino en estrecho contacto con el manto, este se encuentra infiltrado por

numerosos hemocitos. Barras de escala: 100 um.
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Resumen

La alta densidad de cultivo a la que se ven sometidos los moluscos
incrementa la posibilidad de que se vean afectados por algtn organis-
mo patdgeno. Para hacer frente a estos patégenos, los invertebrados, a
diferencia de los vertebrados, tan s6lo poseen mecanismos de defensa
inespecificos (la conocida como inmunidad innata). Dentro de estos
mecanismos de defensa inespecificos se encuentran los mecanismos
de defensa humorales y los celulares, los primeros se llevan a cabo por
proteinas que se encuentran disueltas en la hemolinfa y los segundos
estan mediados por hemocitos.

Dentro de las proteinas disueltas en la hemolinfa que actian como
mecanismo de defensa se encuentran la lisozima, las lectinas, las op-
soninas, las hemolisinas, las hemaglutininas, los péptidos antimicro-
bianos, etc.

Dentro de las respuestas inmunes de los hemocitos destacan: la
respuesta inflamatoria, la fagocitosis, la agregacion, la encapsulacién y
la liberacién de radicales toxicos (de oxigeno y de nitrégeno).

Abstract

The high density in which molluscs are cultured increases the possibility
of being affected by pathogens. In order to fight against these pathogens, in-
vertebrates, unlike vertebrates, have only an innate immunity (non specific)
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of humoral and cellular responses. Proteins dissolved in the hemolymph are
responsible of humoral responses and the cellular processes are mediated by
hemocytes.

Lysozyme, lectins, opsonins, hemolysins, the hemagglutinins, antimicro-
bial peptides and several others can be mentioned among the proteins dis-
solved in the hemolymph that act against pathogens.

Inmune responses of hemocytes include: the inflammatory response,
phagocytosis, aggregation, encapsulation and release of toxic radicals (oxy-
gen and nitrogen).

1. INTRODUCCION

La explotacion de moluscos es una actividad importante econémi-
camente en todo el mundo, y se ha visto intensificada en el Ultimo
siglo. El confinamiento y la alta densidad a la que se ven sometidos
los moluscos en cultivo incrementan la importancia de los organismos
patdgenos y de la respuesta frente a los mismos.

El mejillon, al igual que el resto de los invertebrados, sélo posee
mecanismos de defensa inespecificos, es decir no presenta memoria
inmunoldgica. Los mecanismos de defensa humorales se llevan a cabo
por proteinas que se encuentran disueltas en la hemolinfa mientras
gue el componente de la inmunidad celular estd mediado por células
sanguineas o hemocitos.

2. EL HEMOCITO

El término hemocito fue propuesto por Farley en 1968 y desde ese
momento se acufié este nombre para designar a las células circulantes
de la hemolinfa de moluscos bivalvos (Fariey 1968). Los hemocitos
estan implicados en numerosas funciones tanto fisioldgicas (digestion
y excrecion) (NaraiN 1973) como de tipo inmune, siendo responsables
de la defensa frente a patégenos (Bavne 1980; Feng 1988).

A pesar de la diversidad de criterios para intentar clasificar los
hemocitos, segun la naturaleza de los organulos citoplasmaticos o
en funcién de la tincién y morfologia del nucleo (Feng 1971), hasta
el momento se sigue manteniendo en vigor la clasica clasificacion en
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funcién del tipo y numero de granulocitos del citoplasma, propuesta
por Cheng en 1981 y basada en observaciones a través del microsco-
pio electrénico de transmisiéon. Segln este esquema, en la poblacién
celular de los hemocitos se diferencian hialinocitos, con un citoplasma
claro y pocos o ningun grénulo y hemocitos granulares o granuloci-
tos con un citoplasma bien desarrollado y con numerosos granulos.
Se han considerado, a mayores, otras acepciones para clasificar los
hemocitos de bivalvos, los «agranulares» que provienen de la misma
linea hematopoyética que los hemocitos granulares pero no tienen
granulos visibles y los «no granulares» que describen a los hemocitos
cuyo citoplasma contiene pocos o ningun granulo (AurrreT 1988). Sin
embargo, este criterio no consigue consensuar la clasificacién de los
hemocitos de diferentes bivalvos, ya que parece haber una gran diver-
sidad entre familias e incluso entre especies dentro de la misma familia
(AurrreT 1988). En términos generales, se considera que los bivalvos
tienen dos tipos de hemocitos: los granulares y los no granulares. La
presencia de estos dos tipos celulares se confirmé en Mya arenaria 'y
Muytilus galloprovincialis (CaiaraviLLE et al. 1995).

Ademas de técnicas morfoldgicas y citoquimicas se ha utilizado
también la técnica de separacion de poblaciones usando gradientes
de densidad que consigue diferenciar mas subpoblaciones de hemo-
citos en Crassostrea virginica (CHenG et al. 1980), en Crassotrea gigas
(BAcHERE et al. 1988) y en Ostrea edulis (Xue et al. 2000). La identi-
ficacion de subpoblaciones mediante la utilizaciéon de anticuerpos
monoclonales se consiguid en Mytilus edulis (DyrynDA et al. 1997; Pipe
et al. 1997) pero no en Ruditapes decussatus cuyas poblaciones de
granulocitos fueron diferenciadas en funcién de la acidificacion de
los granulos, (Lorez et al. 1997) técnica que se utilizé también para
distinguir las subpoblaciones de la almeja Tridacna crocea (Nakavama
et al. 1997).

La reciente aplicacion de técnicas de citometria de flujo utilizando
marcadores fluorescentes permitié ademas de la identificacion, la
caracterizacion funcional de cada una de las subpoblaciones de hemo-
citos (Xue et al. 2001; Auam et al. 2002; Hecaret et al. 2003; LAMBERT
et al. 2003; Goepken y De Guise 2004; Bucae et al. 2007; GARcia-GARCIA
et al. 2008).
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2.1. Funciones inmunes de los hemocitos

Respuesta inflamatoria

En el proceso inflamatorio intervienen tanto componentes humora-
les como celulares. Este mecanismo se define como el reclutamiento
hemocitario y la extravasaciéon de proteinas plasmaticas hacia el lugar
de la infeccion (Assas y LicHtman 2000). La respuesta inflamatoria em-
pieza tras una lesién tisular que en ocasiones se encuentra acompa-
Aada de la entrada de un agente extrafio cuya naturaleza puede ser
diversa (bioldgica, fisica o quimica). Este proceso puede terminar con
la destruccion del tejido danado, el aislamiento del organismo invasor
o la completa reparacion del tejido (Fenc 1988).

Las primeras barreras que deben de atravesar los patdgenos para
acceder al interior de un organismo, son las fisico-quimicas. En el caso
de los moluscos bivalvos estas barreras se encuentran formadas por
la concha y el mucus que posee enzimas con actividad bactericida
(Guski y Jarros 1997; Ratcurre et al. 1985). Una vez superadas las ba-
rreras fisico-quimicas, son los componentes celulares y humorales los
que participan en la eliminacion del agente exdgeno. Los hemocitos
juegan un papel protagonista en la reparacion tisular que se lleva a
cabo, seguin algunos autores, siguiendo seis etapas (Des VOIGNE y SPARKS
1968; 1969; Ruppewt 1971). La primera de ellas consiste en una migra-
cion de los hemocitos hasta el lugar de la herida (FisHer 1986; LAUCKNER
1983). En la segunda se lleva a cabo la formacién de un tapédn tras
la agregacion hemocitaria; en la tercera de las etapas se reemplaza el
tejido dafado mediante el traslado de los hemocitos desde el interior
de la lesion hacia el sitio de la herida; en cuarto lugar se produce una
deposicion de colageno por parte de los fibroblastos (Rupbpett 1971),
en quinto lugar se eliminan los restos celulares mediante la accién
fagocitica de los granulocitos y ya finalmente, en una sexta etapa se
reestructura la arquitectura tisular (Ratcurre et al. 1985; FisHer 1986;
Sparks y Morapo 1988).

Fagocitosis

El término fagocitosis fue definido por primera vez por METCHNIKOFF
(1891) como un mecanismo por el cual las células tienen la capacidad
de absorber particulas alimenticias. Los organismos unicelulares mas
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primitivos utilizan este sistema como método de ingestion de nutrien-
tes y también esta presente en procesos inflamatorios en vertebrados
superiores. Se puede afirmar, por lo tanto, que la fagocitosis es un
proceso conservado a lo largo de la evolucion que se da de manera
universal en todo el reino animal desde protozoos hasta animales su-
periores (FEnG 1988). En moluscos bivalvos, la fagocitosis se ha detec-
tado en diferentes especies como la vieira europea, Pecten maximus,
(MorTenseN y GLETTE 1996), la almeja fina y americana, Ruditapes decus-
satus y Mercenaria mercenaria (Lopez et al. 1997; Triep 1992) y también
en el mejillon del Mediterraneo, Mytilus galloprovincialis (CarsaLLAL et
al. 1997). Este proceso puede dividirse en cinco etapas que consisten
en el reconocimiento de la particula no propia, adhesion, ingestion,
destruccién y eliminacion. Las dos primeras se pueden dar por el en-
cuentro al azar entre la célula fagocitica y la particula extraia o bien
activamente mediante quimiotaxis. Los mecanismos por los cuales los
hemocitos se ven atraidos hacia particulas no propias parecen estar
mediados por pequefas moléculas de naturaleza peptidica liberadas
por los organismos patdgenos o bien por componentes de la pared
celular (Howianp y CHeng 1982; Fawcett y Trirp 1994). El reconocimiento
de las particulas extrafias se produce a través de la interaccion entre
el hemocito (probablemente receptores celulares) y diversos PAMPs
(Fawcert y Tripp 1994 Feng 1988). Los procesos de adhesion constitu-
yen la siguiente etapa del proceso fagocitico. En este paso juegan un
papel primordial proteinas presentes en el suero, como las aglutininas
que median la unién del agente extrafo a los posibles receptores pre-
sentes en la superficie celular de los hemocitos. Sin embargo, no son
los Unicos factores humorales descritos en invertebrados que pueden
llevar a cabo esta funcién (Rarcurre et al. 1985). Tras la actuacion de
los mecanismos de adhesion se produce la ingestion de las particu-
las extrafas por parte de los hemocitos. Estos procesos de adhesion
se pueden llevar a cabo mediante diferentes vias. Normalmente los
hemocitos emiten pseuddpodos englobando y atrapando a los micro-
organismos (RatcuiFre et al. 1985). A veces no se emiten pseuddpodos
pero si se producen invaginaciones de la membrana plasmatica para
la internalizacion de las particulas (Ratcurre et al. 1985; FisHer 1986;
Lorez et al. 1997). La inhibicion de la polimerizacion de la actina reveld
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que el citoesqueleto juega un papel primordial en los procesos de
internalizacién (CHeng y Howtanp 1982). Los Ultimos pasos del proce-
so fagocitico vienen determinados por la destruccion y digestion del
patégeno. Independientemente del mecanismo de internalizaciéon uti-
lizado, se producen vacuolas fagociticas conocidas como fagosomas
que interaccionan con los lisosomas presentes en los hemocitos (FisHer
1986). El interior del lisosoma esta repleto de enzimas hidroliticas aci-
das que atacan a las vacuolas recién formadas liberando su contenido
al interior de las mismas y destruyendo al agente patégeno (RarcuiFre
et al. 1985; FisHer 1986; CarsaLLAL et al. 1997; Lorez et al. 1997). Tras
la destruccion intracelular de un patégeno se forman granulos de
glucégeno que o bien son utilizados en procesos metabdlicos del
hemocito o bien se liberan al suero (FisHer 1986). En ocasiones las bac-
terias se pueden destruir en el medio extracelular utilizando enzimas y
productos intracelulares que son liberados al plasma. La liberacion de
estas moléculas viene determinada por los procesos de degranulacién
donde la lisozima y otros productos acumulados en grénulos en el
citoplasma se liberan al medio mediante procesos de exocitosis (FisHER

1986).

Agregacion

La agregacion o formacion de nédulos no es un proceso aislado,
sino que aparece asociado a los mecanismos de fagocitosis. Suele ocu-
rrir cuando la hemolinfa se encuentra invadida por un elevado nimero
de agentes extrafos y la fagocitosis por si sola no puede eliminarlos
(Ratcurre et al. 1985). Los hemocitos, junto con otras células no fago-
citicas se unen por sus filopodios que, posteriormente, se acortan para
formar una marana tisular donde quedan atrapadas las particulas no
propias (Drew 1910). El proceso termina con la eliminacion del paté-
genoy el posterior depésito de melanina. No se conocen exactamente
los mecanismos por los cuales estos nédulos son capaces de combatir
a los microorganismos patdgenos pero se cree que la inanicion que
sufren dentro de los propios agregados, la produccién de la melanina
y de sus precursores, altamente téxicos, junto con la liberacion de
enzimas intracelulares como la lisozima, pueden ser los responsables

(Ratcurre et al. 1985).
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Encapsulacion

Cuando un agente exdgeno es capaz de superar las barreras de
fagocitosis y agregacion, los invertebrados ponen en marcha el pro-
ceso de encapsulacion para paralizar la entrada de microorganismos
(Fister 1986; Feng 1988). Aquellas particulas cuyo tamafo supera en
exceso al de un hemocito y, por lo tanto, no pueden ser fagocitadas,
se ven rodeadas de hemocitos produciéndose posteriormente un de-
posito de fibroblastos (Tripe 1961). Se constituyen una serie de capas
concéntricas donde las mas internas estan formadas por fibroblastos
y residuos mucopolisacaridicos, y las mas externas estan constituidas
por materiales fibrosos formando un reticulo en asociaciéon con glico-
proteinas (CHenG y Rirkin 1970). La actividad primera del hemocito se
centra en intentar fagocitar a la particula extrana. Tan sélo cuando
este mecanismo fracasa se produce el depdsito de fibroblastos (FisHer
1986).

Liberacion de radicales toxicos

— Radicales de oxigeno:

En los procesos de fagocitosis se produce una elevada produccién
de radicales de oxigeno que se conoce como estallido respiratorio y
que no esta asociado a la cadena mitocondrial ya que el uso de inhi-
bidores de la misma como la azida sédica o el cianuro, no consiguen
reducirlo. Este consumo de oxigeno se debe a la accién del complejo
multiproteico conocido como NADPH-oxidasa, que es capaz de trans-
ferir electrones desde el NADPH al oxigeno molecular. Tras el contacto
de un hemocito con una particula no propia se producen pequefias
perturbaciones en la membrana celular que hacen que los componen-
tes del sistema NADPH oxidasa se ensamblen para formar el complejo
funcional que forma el sistema enzimaticamente activo (TorreiLLES et
al. 1996). La enzima reduce el oxigeno molecular a intermediarios de
oxigeno reactivos (ROIs) como el perdxido de hidrégeno (H,0,), radical
hidroxilo (OH"), el anién superdxido (O,), el acido hipocloroso (HOCI) y
el oxigeno simple ('O, (Fig. 1). Los ROIs son moléculas efectoras que
pueden actuar por si mismas o bien interaccionando con los enzimas
hidroliticos que se liberan en el proceso de fagocitosis (Abema et al.
1991). La deteccién de ROIs se puede llevar a cabo utilizando diferen-
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Microorganismo
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FIGURA 1.
Representacion esquematica de un hemocito fagocitando a una
particula extraia y los mecanismos moleculares que explican el
estallido respiratorio.

tes técnicas: mediante la oxidacion del nitroblue tetrazolium (NBT) que
mide la produccién intracelular (Pire 1992), mediante la reduccién del
citocromo C espectroscopicamente que mide la liberacion de ROIs al
exterior celular (Pire et al. 1997) y mediante quimioluminiscencia (QL)
gue permite cuantificar al mismo tiempo ambos tipos de liberacion. Los
ROIs son moléculas que se encuentran en un estado excitado por ha-
ber recibido electrones, por lo tanto son inestables y tienden a regresar
a su estado basal, proceso en el que se liberan los electrones sobrantes
acompanados de una emisién de fotones. Sin embargo, esta emisién
de luz es muy débil y se emplean determinadas moléculas como el lu-
minol hidrazido ciclico (5-amino-2,3-dihidro-1,4-ftalazinediona) (ALLen
y Loose 1976) para amplificar la sefal. El luminol se reduce al recibir
los electrones liberados por los ROIs y cuando regresa a su estado
basal emite nuevamente luz y fotones, pero en esta ocasién la sefal
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luminosa es unas 1.000 veces mas intensa y por lo tanto, detectable
en un luminémetro (Fig. 2). Como el luminol tiene la capacidad de
entrar en la célula se puede cuantificar tanto la produccion intra como
extracelular (ADEMA et al. 1991; NOEL et al. 1993). Actualmente se
ha desarrollado una nueva técnica que también permite ambos tipos
de medicion y que se basa en la utilizacién de sondas fluorescentes
debido a la presencia del compuesto 2,7-diclorodihidrofluoresceina-
diacetato (DCFH-DA). Como el diacetato es un grupo apolar, estas
sondas difunden facilmente a través de la membrana plasmatica. Una
vez en el interior celular las esterasas del citosol hidrolizan el grupo
acetato dejando libre la molécula de DCFH, que ahora presenta ca-
racteristicas polares. Las especies reactivas de oxigeno pueden ser de-
tectadas por la diclorofluoresceina que cuando reacciona con ellas se
oxida convirtiéndose en un producto fluorescente, pasando de DCFH
a 2,7-diclorofluoresceina (DCF). Esta fluorescencia se puede cuantificar
mediante diferentes técnicas como la citometria de flujo (LameerT et al.
2003; Goepken y De Guise 2004; Bucat et al. 2007). La produccion de
ROIs se ha detectado en varias especies de moluscos bivalvos como
en la ostra americana (Crassostrea virginica) (ANDErsoN 1994; AusTIN
y PavnTer 1995), la ostra japonesa (Crassostrea gigas) y la ostra plana
(Ostrea edulis) (BacHtre et al. 1991), la vieira europea (Pecten maximus)
(Le GawL et al. 1991), la almeja americana (Mercenaria mercenaria)

o

Fotones |:> Luz
&=

FIGURA 2.
Representacion esquematica del proceso de quimiolumiscencia.
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FIGURA 3.
Representacion
de la reaccién
enzimatica
mediada por la
NOS.

(Bugat et al. 2007), el mejillon azul (Mytilus edulis) (Pire 1992) y en el
mejillon del Mediterraneo (Mytilus galloprovincialis) (TorreiLLEs et al.
1996; OrpAs et al. 2000).

— Radicales de nitrégeno:

La mayoria de los organismos son capaces de producir pequefas
cantidades de 6xido nitrico (NO) a partir del aminoacido arginina. En
esta reaccion catalizada por la Oxido Nitrico Sintasa (NOS) se genera
un intermediario inestable que es el N°-hidroxiarginina, que da lugar
a los dos productos finales: la citrulina y el NO (Fig. 3) (NATHAN y XiE
1994). Sin embargo, el NO es un gas inestable que se transforma
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rapidamente en nitrito (NO,") y nitrato (NO3"), que constituyen los pro-
ductos estables de la reaccion. Existen tres isoformas de la NOS, dos
de ellas se consideran constitutivas y dependientes del calcio (cNOS):
la endotelial y la neuronal, las cuales sintetizan NO en condiciones ba-
sales. La tercera de ellas es inducible e independiente del calcio (iNOS)
y no se expresa o lo hace muy débilmente en condiciones fisiolégicas
(FORSTERMANN et al. 1991).

Entre los ROIs generados tras el proceso del estallido respiratorio
se encuentra el O, tal y como se ha descrito en el apartado anterior.
Este radical presenta una potente actividad bactericida ya de por si
pero ademas puede combinarse con el 6xido nitrico (NO) para generar
peroxinitrito (ONOO"), un radical de nitrégeno con un elevado poder
oxidante asi como una gran actividad citotéxica (Rosen et al. 1995)
contra bacterias como Escherichia coli (Hurst y Lymar 1997), parasitos
como Trypanosoma cruzi (DenicoLa et al. 1996) o incluso hongos como
Candida albicans (VAzquez-Torres et al. 1996).

En moluscos se ha demostrado la presencia de actividad de sintasas
de oxido nitrico y la liberacion de NO,” y NOs~ en hemocitos de dife-
rentes especies como Crassostrea gigas (TorreiLLES Y Romestanp 2001;
Nakavama y Maruvama 1998), Crassostrea virginica (ViLLamiL et al. 2007),
Ruditapes decussatus (TaraLa et al. 2003), Mytilus edulis (Otraviani et
al. 1993) y Mytilus galloprovincialis (Arumucam et al. 2000; GourDON
et al. 2001; TorreiLLEs Y RomesTAND 2001; TaraLLa et al. 2002; Novas et
al. 2004). En la mayoria de los casos, los radicales de nitrdgeno se
generan y liberan tras la estimulacion de los hemocitos con diferentes
particulas tanto solubles como no solubles entre las que destacan el
forbol-miristato-acetato (PMA) (Nakavama y Muravama 1998; TaraLLA et
al. 2002), la laminarina (Arumucam et al. 2000), el lipopolisacarido (LPS)
(Otraviant et al. 1993) o el zimosan (TaraLLa et al. 2003). Aunque la ma-
yorfa de estas moléculas son consideradas como PAMPs por tratarse
de constituyentes estructurales de microorganismos, son todas ellas
particulas inertes. La produccién de radicales de nitrégeno no sélo se
ha relacionado con la estimulacion de esta clase de particulas sino que
también existen datos que confirman que la liberaciéon de NO puede
verse modulada por organismos vivos como el protozoo Perkinsus ma-
rinus en la ostra americana, Crassostrea virginica (ViLLamiL et al. 2007).

409 I



ENFERMEDADES DE MOLUSCOS BIVALVOS DE INTERES EN ACUICULTURA

Existen varias técnicas para la medicion de la produccion de NO en
hemocitos de moluscos. Como ya hemos indicado previamente, el NO
puede combinarse con el O, para formar ONOO". Este peroxinitrito es
un radical inestable que tiende a regresar a su estado basal. Al igual
gue ocurria en el caso de los ROIs se puede utilizar la quimioluminis-
cencia mediada por luminol para detectar esta produccién (Rabi et al.
1993; Gourbon et al. 2001), siguiendo el mismo esquema mostrado
en la Figura 2. La determinacién de radicales de nitrégeno también
se puede medir utilizando una reaccién colorimétrica conocida como
reaccién de Griess (Green et al. 1982). Durante este proceso los NO3
formados como consecuencia de la transformacién del NO reaccionan
con la sulfanilamida (anadida durante el proceso) dando lugar a una
sal de diazonio. Esta sal puede acoplarse a otro de los compuestos
empleados en la reaccion (naftil-etilenediamina) para dar lugar a un
producto con un determinado espectro de absorcion. Es una reacciéon
indirecta donde la cantidad de color obtenida (calculada mediante una
recta patrén) es proporcional a la cantidad de NO producido (TaraLLA
et al. 2002). Las técnicas inmunoldgicas basadas en el inmunoensayo
acoplado a enzimas (ELISA) también se han empleado utilizando anti-
cuerpos que reconocen a la nitrotirosina, molécula que se forma tras
la reaccién entre el NO y residuos de tirosina de las proteinas celulares
(TorrelLLEs Y Romestanp 2001). Ademdas de los métodos previamente
descritos se han llevado a cabo técnicas basadas en la fluorescencia
para estudiar la produccion de radicales de nitrégeno. Algunas de
ellas emplean la reaccion de Misko (1993) que se basa en la formacién
de un compuesto fluorescente, el 2,3-diamino-naftotriazol a partir
del NO,, pudiendo ser medido mediante un lector (ArRumucam et al.
2000; Nakavama y Maruvama 1998), o bien aquellas técnicas que usan
sondas como la diaminofluoresceina-diacetato (DAF-DA). Al igual que
ocurria con la DCF-DA, estas sondas pueden acceder al interior de la
célula 'y una vez dentro, el grupo diacetato se pierde formandose DAF.
La transformaciéon en fluorescentes se produce cuando las diaminas
aromaticas que forman parte de su estructura reaccionan con el NO
en presencia de oxigeno (Kosma et al. 1998). Esta fluorescencia puede
ser cuantificada mediante técnicas como la citometria de flujo (Garcia-
Garcia et al. 2008).
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3. COMPONENTES DEL SISTEMA INMUNE
DE LOS MOLUSCOS

3.1. Lisozima

La lisosozima es una proteina hidrolitica que rompe el enlace gli-
cosidico de los peptidoglucanos de la pared celular de bacterias. Las
enzimas lisosomales son elementos importantes de defensa y diges-
tién en moluscos bivalvos. Estas enzimas participan en la destruccion
y degradaciéon de microorganismos dentro y fuera de los hemocitos.
Modifican la conformacién molecular de la superficie del patégeno y
favorecen su reconocimiento por las células fagociticas. Las enzimas
lisosomales se acumulan en lisosomas en los granulocitos fagociticos
(Roorick y CHENG 1974). Los lisosomas se fusionan con los fagosomas
donde se produce la degradacion de las particulas fagocitadas. A su
vez, asociado al proceso de fagocitosis, se produce la liberacién de
enzimas lisosomales (arilsulfatasa, B-glucoronidasa y lisozima) por
los granulocitos por el proceso denominado degranulacion que no
implica rotura de la membrana plasmatica de la célula (Pire 1990). Las
enzimas hidroliticas estan también presentes en el estilo cristalino y en
diversiculos digestivos dentro de la célula (Luna-GonzALez et al. 2004).
Hasta hace poco se creia que la lisozima podria estar implicada tanto
en procesos de defensa como de digestién; sin embargo, reciente-
mente se han descrito lisozimas implicadas Unicamente en procesos
de digestion en C. virginica (Xue et al. 2007) y C. gigas (IToH y TAKAHASHI
2007) cuyas secuencias nucleotidicas tienen gran similitud con las
descritas anteriormente implicadas en defensa.

Tradicionalmente la presencia de enzimas lisosomales se ha de-
mostrado mediante técnicas colorimétricas y de determinacién de
actividad enzimatica tanto en hemocitos como en plasma. Asf se ha
descrito actividad lisozima en numerosos bivalvos: C. virginica (McDADE
y Triep 1967), Mercenaria mercenaria (CHenG et al. 1975), Mya arenaria
(CHenG y Roprick 1974), Ostrea edulis (CroniN et al. 2001), C. gigas
(Luna-GonzALez et al. 2004), Mytilus galloprovincialis (CarsALLAL et al.
1997), M. edulis (McHenery y BirkBeck 1982) y Ruditapes decussatus
(Lopez et al. 1997). Las enzimas hidroliticas se encuentran tanto en el
suero de la hemolinfa como en el extracto celular, en unos organismos
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aparece mayor concentracion de lisozima en las células que en el suero
pero se sabe que la produccién de esta enzima se ve regulada por la
edad, es altamente variable entre individuos (CroniN et al. 2001) y su
liberacion esta asociada a los cambios fisiolégicos, al estrés (Lorez et al.
1997) y a la infeccion frente a bacterias (Li et al. 2008).

3.2. Lectinas, hemaglutininas y opsoninas

Las lectinas son proteinas que reconocen carbohidratos y aparecen
en fluidos corporales, tejidos y células. Basdndose en su estructura y
sus propiedades de uniéon han sido clasificadas en varias familias, las
tipo C, P, F e, ficolinas, pentraxinas y galectinas y se encuentran muy
ampliamente distribuidas en el reino animal (Vasta et al. 2004).

En un principio las proteinas que hoy conocemos como lectinas en
bivalvos, se designaron hemaglutininas, término que hacia referencia
a la capacidad funcional de la proteina de aglutinar eritrocitos. Las
hemaglutininas son glicoproteinas con receptores multivalentes para
ciertos carbohidratos especificos. Tenfan ademas una estructura con
subunidades de peso molecular muy similar. Las hemaglutininas se
inhiben con la presencia de ciertos oligosacaridos como N-acetil D glu-
cosamina, D-glucosamina (ArimoTo y Tripp 1977), se inactivan con calor
a partir de 65 °C y necesitan iones de calcio para la termoestabilizacion
y una eficaz aglutinacion de particulas extranas. Desde finales de la
década de los 60 se identificaron proteinas en el plasma de moluscos
bivalvos con capacidad de aglutinar eritrocitos en Mytilus edulis (BRown
et al. 1968 y Haroy et al. 1976), Crassostrea virginica (Tripp 1966) y
en Crassostrea gigas (Haroy et al. 1977). Mas tarde se demostré que
tanto en este organismo como en otros bivalvos, la almeja Mercena-
ria mercenaria (Armoto y Trirp 1977) y la ostra Crassotrea virginica,
estas proteinas aglutinantes tenfan capacidad de aglutinar no sélo
eritrocitos sino también otro tipo de células como algas y bacterias
(aglutininas de bacterias). En 1980, fue Lackie quien introdujo la idea
de que las hemaglutininas caracterizadas hasta el momento parecian
ser lectinas (Lackie 1980), ya que eran proteinas de union divalente o
multivalente a carbohidratos y aglutinan células y otras superficies. Y
sugirié que las lectinas en invertebrados podrian actuar como molé-
culas de reconocimiento del sistema inmune, de forma que para que
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sean funcionalmente efectivas deben al menos, inactivar bacterias
invasoras por aglutinacién, actuar como opsoninas reconociendo a la
vez la particula extrafa y el fagocito o formar parte de la superficie
de células inmunes como molécula de reconocimiento de membrana.
Cualquiera de los dos ultimos mecanismos favorecen la fagocitosis de
particulas extrafas, creando un efecto opsonizante del plasma (CHu
1988). La principal funcion inmune de las aglutininas, segun Vasta, es
el reconocimiento de particulas extrafias como bacterias y parasitos
que entran en contacto con la hemolinfa y median su fagocitosis,
melanizacion y encapsulacion. No sélo aparecen en forma soluble en
la hemolinfa, también se han descrito lectinas de membrana en Cras-
sostrea virginica (Vasta et al. 1982 y 1984).

Aungue los términos lectina, aglutinina y opsonina son diferentes
por definicion, hasta que se identificaron las caracteristicas especifi-
cas de cada proteina, la terminologia utilizada creaba confusién en
su identificacién y funcionalidad. Finalmente, Chu en 1988, ante la
imposibilidad de poder distinguir aglutinina de lectina llegé a la con-
clusién de que las aglutininas de invertebrados parecian ser lectinas
y los términos aglutinina y opsonina parecian acufar caracteristicas
funcionales de una misma proteina (CHu 1988).

Se han descrito procesos de aglutinacion de bacterias en C. virginica
(Fister y DiNuzzo 1991), en C. gigas (Otrasen 1995), Calyptogena magni-
fica (FisHer y Dinuzzo 1991), Modiolus modiolus (Tunkianuy et al. 1997),
Mytilus galloprovincialis (Canesi et al. 2002), Mercenaria mercenaria
(Tripp 1992), Pinctada maxima (FLower 1985) y en M. edulis (MuLLAINAD-
HAN 1986). Y existen también claras evidencias de efectos opsonizan-
tes en la hemolinfa de moluscos bivalvos en C. gigas (Otarsen 1995),
Modiolus modiolus (Tunkianuy et al. 1998), M. edulis (Kumazawa et al.
1993) y M. galloprovincialis (Canes et al. 2001).

La presencia de lectinas en bivalvos se ha confirmado mediante
la identificacion de la proteina purificada en Saxidomus purpuratus
(Tatsumi et al. 1982), en la almeja Anadara granosa (Dam et al. 1994),
en la almeja gigante Hippopus hippopus (PuaNGLARP et al. 1995) y en
el mejilléon Modiolus modiolus (Tunkiwanuky et al. 1997) y mediante la
caracterizacién de la protefna o dominios con homologia a aquellos
presentes en lectinas. Hasta el momento se han secuenciado y caracte-
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rizado dominios distintivos de lectinas en los siguientes bivalvos: en la
ostra Ostrea chilensis (Minamikawa 2004), en la almeja R. philippinarum
(BuLcakov et al. 2004; Kanc et al. 2006; Kim et al. 2008; TakaHasH! et al.
2008), en la ostra Pteria penguin (NaGanuma et al. 2006), en Argopec-
ten irradians irradians (Song et al. 2006), en la almeja tropical Codakia
orbicularis (GourpiNeE y SmitH-Ravin 2007), en Chlamys farreri (\WanG et
al. 2007), y en C. virginica (Tasumi et al. 2007).

3.3. Hemolisinas

La lisis de eritrocitos por moléculas liberadas por hemocitos, mo-
lécula denominada hemolisina, se detecté en Mercenaria mercenaria
(AnpersoN 1981), en Mytilus edulis (Haroy et al. 1976; WITTKE y RENWRANTZ
1984), en Corbicula fluminea (YosHino y Tuan 1985). La hemolisina se
inactiva a 47 °C, es dependiente de la concentracion de iones de calcio
e inducible tras una infeccion (Anperson 1981). Varios autores coinci-
den en afirmar que la molécula causante de la lisis de eritrocitos es
liberada por los hemocitos (WitTke y RenwranTz 1984) y se trata de un
potente mecanismo de defensa que junto con las aglutininas colabora
en la encapsulacion y eliminacién de patégenos (Lerre 1988).

3.4. Sistema de complemento

El sistema de complemento esta formado por mas de 30 proteinas
solubles del plasma autorregulables y que colaboran en reconoci-
miento de particulas extrafas. El componente central del sistema de
complemento es el C3 que se activa proteoliticamente por una C3
convertasa a través de las rutas clasica, de las lectinas y la alternativa
en vertebrados (Nonaka y YosHizaki 2004). En la ruta de activacion cla-
sica las inmunoglobulinas son reconocidas por la proteina C1 vy la ruta
de las lectinas comienza con el reconocimiento de carbohidratos de
membrana por las lectinas de unién a manosa y ficolinas (Nonaka y Ki-
MURA 2006). Estas dos rutas comparten los siguientes componentes de
la cascada el C2 y el C4, que finalmente activan el C3. Sin embargo, la
ruta de activacion alternativa se activa espontaneamente por hidrolisis
mediante unién covalente a superficies cercanas sin distincion de lo
propio (Smitt 1999). En la via alternativa es necesaria la presencia de
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factores que regulen la funcién del C3, como son el factor B que acti-
va mas C3 sobre superficies de particulas extraias y los factores H e |
que inactivan el C3 cuando reconoce los propios tejidos (Dobbs 2002).

Una vez que el C3 es activado la proteolisis libera dos péptidos, el
C3ay el C3b cuyas funciones son la eliminacion directa del patégeno
o la facilitacion de la respuesta immune. Estos mecanismos incluyen
fagocitosis de particulas opsonizadas (Zakarois et al. 2001), inflama-
cion y lisis de membrana celular del patbgeno mediante activacion
del componente C5 y las proteinas terminales del complemento que
forman el complejo de ataque a la membrana (MAC) (BosHRA y SUNYER
2006).

El origen de la subfamilia del C3 en deuteréstomos se considerd
que era una alfa2-macroglobulina sin funcién inmune (Nonaka 2001)
que tras evoluciéon gradual dio lugar a las proteinas del complemento
con funcién inmune (BartL et al. 2003). EI C3 parece que se perdi6 va-
rias veces en la evolucion de los organismos protéstomos ya que tras la
revision total de los genomas de la mosca de la fruta Drosophila mela-
nogaster y del nematodo Caenorhabditis elegans no aparecidé ningun
gen relacionado con el sistema del complemento (Nonaka 2006).

Los bivalvos poseen mecanismos de defensa como lisis celular y
aglutinacion-opsonizacion que se engloban dentro de funciones de
complemento. En 1988 Chu introdujo ya la idea de la posible analogia
de la hemolisina del suero con un rudimentario sistema de comple-
mento en mejillén (CHu 1988). Estos procesos pueden ser igualmente
atribuibles a otros factores humorales sin implicacién de un sistema
de complemento. Sin embargo, en los ultimos afios con el desarrollo
de nuevas técnicas moleculares se han descrito nuevas proteinas rela-
cionadas con el sistema de complemento, como la adiponectina con
dominio C1q en la almeja Ruditapes decussatus (Prapo-ALvArRez et al.
2009a), la C-lectina con funciéon inmune y proteinas pertenecientes
a la superfamilia las TEP (proteina con enlace tioester) en la vieira
Chlamys farreri (WanG et al. 2007) (Ma et al. 2005; ZuanG et al. 2007).

No obstante, la certeza de que los bivalvos poseen un sistema de
complemento se confirmé con la descripcion del componente central
C3 y de la proteina reguladora, factor B en la almeja fina Ruditapes
decussatus (Prapo-AwvArez et al. 2009b). EI C3 de la almeja fina posee
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3 cadenas al igual que el C3 de otros organismos invertebrados y se
incluye dentro del grupo de los proto-C3, ancestro comun de los 3
componentes de la subfamilia de las proteinas del complemento C3,
C4 y C5 (Nonaka y YosHizaki 2004).

El factor B de almeja posee la caracteristica distintiva de poseer una
estructura de dominios en mosaico diferente a cualquier otro organis-
mo descrito hasta la fecha. A pesar de que existe gran diversidad en
la disposicion de los dominios en el factor B de invertebrados, todos
ellos se consideran un grupo ortélogo al grupo de factor By C2 de
mamiferos (Nonaka y Kimura 2006). La presencia del componente cen-
tral del complemento C3y de la proteina reguladora de factor B es su-
ficiente para que este sistema de complemento arcaico sea funcional
(LacHmann y Hosart 1979). La efectividad del sistema de complemento
de la almeja fina se demostré en estudios de inhibicién del C3 en
ensayos de lisis de eritrocitos y de opsonizacion. Los resultados obte-
nidos demostraron la implicacién de esta proteina en dichos procesos
y permiten afirmar la existencia de un primitivo y efectivo sistema de
complemento en moluscos. (Prabo-ALvarez et al. 2009).

3.5. Receptores Toll-like (TLRs)

Los TLRs son una familia de proteinas de membrana que acttan
como receptores de patrones de reconocimiento (PRRs) al estar
implicados en el reconocimiento de diferentes PAMPs (MebzHitov et
al. 1997). Son moléculas transmembrana que poseen un dominio
extracelular con motivos ricos en repeticiones de leucina (LRR), un
motivo flanqueante de cisteina, un dominio transmembrana (TM) y
un dominio intracelular conocido como receptor Toll/IL-1 (TIR) (AssAs y
LicHtman 2000) (Fig. 4). Hasta la fecha, se han descrito 10 tipos de TLRs
en mamiferos (Takepa y Akira 2001) donde cada uno de ellos reconoce
una determinada estructura patrén presente en los microorganismos.
La union de un determinado ligando al motivo LRR desencadena una
cascada de transducciéon de sefales que, en ultimo término, activa a
factores de transcripcién que dan lugar a la expresion de genes im-
plicados en respuesta inmune (Takepa y Akira 2004; Aberem y ULEviTcH
2000). En moluscos bivalvos, se han identificado varias ESTs con ho-
mologia a TLR en la ostra americana, Crassostrea gigas (TANGUY et al.
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FIGURA 4.
Representacion esquematica de la estructura de un TLR.

2004) y en la vieira Argopencten irradians (SonG et al. 2006). Ademas,
en la vieira de Alaska, Chlamys farreri, se ha llevado a cabo la caracte-
rizacion molecular completa de un receptor con homologia al Toll de
Drosophila y denominado CfToll-1 cuya expresiéon se ve modulada por
LPS (Qu et al. 2007).

3.6. Sistema profenol-oxidasa (proPO)

La fenoloxidasa (PO) es una enzima dependiente de cobre, que
cataliza la reaccion que convierte sustancias fenolicas como la 3,4-di-
hidroxifenilalanina (L-DOPA) a quinonas inestables como la dopaqui-
nona. Esta Ultima puede polimerizar para formar melanina mediante
una reacciéon no enzimatica (SOperHALL 1982; SODERHALL y SMITH 1986).
Existen al menos dos tipos de enzimas PO: la O-difenoloxidasa (E.C.
1.10.3.1) y la tirosinasa (E.C.1.14.18.1). La enzima se presenta ini-
cialmente inactiva en su forma de pro-enzima (proPO) y pasa a su
estado activo tras la activacion mediante una serie de estimulos, entre
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los que destacan componentes de la pared celular de levaduras y
bacterias como los B-glucanos, el LPS o los peptidoglicanos (SoperHALL
y HALL 1984; SOperHALL y SmiTH 1986; Ratcurre et al. 1991). El paso del
precursor proPO a la forma activa requiere una cascada de sefales
mediadas por serin proteasas. Finalmente, se produce una reaccion
proteolitica mediada por la enzima activadora de la proPO (ppA) que
da lugar a la PO en su forma enzimaticamente funcional mediante un
proceso muy similar a lo que ocurre en la cascada del complemento
(SopERHALL 1982; SoDERHALL Yy SmiTH 1986). La existencia del sistema
proPO se ha demostrado en varios tipos celulares pertenecientes a
diferentes especies y su principal papel se centra en los procesos de
melanizacion y en la sintesis de adrenalina (Cotes y Piee 1994). Ademas
de estas implicaciones, la PO puede activar diferentes procesos inmu-
nes como la fagocitosis y la encapsulacion (SoperHALL y SMmiTH 1986). La
presencia de esta enzima se ha demostrado en diferentes especies de
moluscos, como en la ostra japonesa, Crassostrea gigas, (HeLuo et al.
2007), en la ostra neozelandesa, Saccostrea glomerata, (ALADAILEH et
al. 2007), en la almeja japonesa, Ruditapes phillipinarum, (Cone et al.
2005), en el mejillén verde, Perna viridis, (AsokaN et al. 1997) y en el
mejillon azul (Cotes y Piee 1994). En todas estas especies, la presencia
de la proPO se ha detectado tanto en la hemolinfa como en el interior
de los hemocitos (AsHipa et al. 1983; SauL et al. 1987; HernANDEZ-LOPEZ
et al. 1996). Ademas, la expresion de la proPO se puede modular por
estimulos como bacterias o parasitos (HonG et al. 2006; Muroz et al.,
2006; Bezemer et al. 2006).

3.7. Proteasas e inhibidores de proteasas

Las proteasas son enzimas que se encuentran en la mayoria de los
organismos vivos. Poseen funciones reguladoras en diferentes proce-
sos fisiolégicos, como la coagulacion (Takapa et al. 1994), el desarrollo
(Konrap et al. 1998), la embriogénesis (Hong y HasHimoto 1995), la
digestion (NeuratH 1984), la inflamacion (Hiemstra 2002) y la respuesta
inmune (Gorman et al. 2000). Sin embargo, una actividad exagerada
de estas enzimas puede ser fatal para las células y para el organismo
en su conjunto. Las proteasas, también estan presentes en los orga-
nismos patdgenos y son utilizadas por ellos como herramientas para
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combatir los mecanismos de defensa presentes en el hospedador
(McKerrow 1989; Ouver et al. 1999; La Pevre y FaisaL 1995; BrowN y
Reece 2003; Orpas et al. 2001). Estas proteinas facilitan la invasion del
patégeno entre los tejidos del hospedador y pueden llegar a reducir la
actividad lisozima y aglutinante del hemocito (La Pevre et al. 1996) asi
como a causar alteraciones en la permeabilidad de la membrana celu-
lar (PavnTER et al. 1995). Debido a la presencia de estas proteasas exoé-
genas y a la necesidad de un control de la actividad de las enddgenas,
multitud de organismos han desarrollado unas enzimas inhibidoras
conocidas como Inhibidoras de Proteasas (PI) (Laskowski y Kato 1980).
Con respecto al sistema inmune, la caracteristica principal de las PI,
se centra en la lucha contra microorganismos patdgenos para evitar
su propagacion (Ewis 1987; Calkins y Stoane 1995; Freepman 1991). La
presencia de proteinas Pl se ha demostrado en varios moluscos como
el caracol, Biomphalaria glabrata, (Benper y Bavne 1996) y el pulpo,
Octopus vulgaris, (THeGErsEN et al. 1992) por citar algunos ejemplos.
Concretamente, en moluscos bivalvos, se ha detectado la presencia
de estas enzimas en las ostras Crassostrea gigas y Crassotrea virginica
(FaisaL et al. 1998; Ouver et al. 1999; MonTaGNANI et al. 2001; Xue et al.
2006) y en la vieira de Argopencten irradians (Zvu et al. 2006).

3.8. Péptidos antimicrobianos (AMPs)

Los AMPs son pequefias moléculas proteicas altamente conservadas
en la evolucién, que estan presentes desde los organismos mas primiti-
vos como los protozoos y procariotas (Lerpe 1999; PaG y SaHL 2002; NEes
et al. 2002) hasta los mas evolucionados como los mamiferos (JENssen
et al. 2006), donde curiosamente han sido de los Ultimos en descubrir-
se. Actualmente se conocen casi 800 tipos de AMPs distribuidos por
todo el reino animal, segln la base de datos de AMP (APD) (http://aps.
unmc.edu/AP/main.php). El descubrimiento de estas moléculas se pro-
dujo en las décadas de los 80-90 mediante dos lineas de investigacion
independientes: estudiando los factores antimicrobianos presentes
en la hemolinfa de insectos estimulados y mediante el analisis de la
fagocitosis en mamiferos (Boman 1995; 1996; 2000). Normalmente
estos péptidos poseen bajo peso molecular que ronda los 10 kDa y
suelen ser cationicos por su elevado contenido en aminoacidos basi-
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cos como lisina y arginina. Poseen caracteristicas anfipaticas que les
permite tener estabilidad tanto en medios hidrofébicos como acuosos.
Algunos de ellos presentan modificaciones postraduccionales como
glicosilaciones o amidaciones (Boman 1995; Nissen-Mever y Nes 1997).
La clasificacion de los AMPs suele hacerse en funcion de su estructura,
asi se dividen en ricos en cisteinas, en a-hélices y en prolina o glicina
(Butet et al. 1999). El mecanismo de accién comienza con la unién
de los AMPs a las membranas plasmaticas de los microorganismos
mediante fuerzas electrostaticas de manera que las cargas positivas
de los AMPs atraen a las cargas negativas presentes en las cabezas
fosfolipidicas de las membranas celulares. La insercion de los AMPs en
la membrana altera la permeabilidad de la misma provocando incluso
la lisis celular mediada por la poracién (Huang 2000; Martsuzaki 1998;
Nissen-MEeYer y Nes 1997).

Son varios los moluscos bivalvos donde se han caracterizado a nivel
molecular varios AMPs. En el caso de la ostra, los AMPs identificados
han sido varios tipos de defensinas conocidos como Cg-def (GUEGUEN
et al. 2006), Cg-Defh1 y Cg-Defh2 (GonzAlez et al. 2007). En la almeja
fina se han identificado tres isoformas con similitud a las miticinas des-
critas en el mejillén mediterraneo y que se han descrito con el nombre
de clam myticin 1, 2 y 3, y un AMP parecido a mitilina conocido como
clam-mytilin (GestaL et al. 2007). En el caso de la vieira, Argopecten
irradians, se ha descrito un tipo de defensina conocida como AiBD
(Znao et al. 2007). Pese a la caracterizacion molecular de AMPs en
varias especies de bivalvos, es en el mejillén, Mytilus galloprovincialis,
donde se han llevado a cabo mas estudios. En este caso, los AMPs
descritos son todos ricos en cisteinas y se pueden dividir en tres grupos
en funcién del nimero y posicion de estos residuos aminoacidicos. El
primero de ellos esta formado por dos moléculas con una gran homo-
logia a las defensinas descritas previamente en artrépodos (BuLeT et al.
1999), de ahi que el nombre adoptado haya sido Mytilus galloprovin-
cialis Defensin (MGD-1 y MGD-2) para las dos isoformas detectadas
(MitTa et al. 1999b). El segundo de los grupos estd constituido por
las mitilinas y estd formado por 4 isoformas diferentes (B, C, Dy G1)
(MrTa et al. 2000a) ya que la forma A se ha detectado en M. edulis
pero no en M. galloprovincialis (CHARLET et al. 1996). El tercer y Ultimo
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grupo estd compuesto por tres isoformas de miticina: miticina A, B 'y
C (MrmTa et al. 1999a; PaLiavicini et al. 2008). Las miticinas A y B y las
defensinas son esencialmente activas contra bacterias Gram-positivas
(Mrra et al. 1999a; Mitta et al. 1999b) incluyendo algunos patdgenos
asociados a invertebrados marinos (Joxnson 1981; Frieoman et al. 1991).
Sin embargo, las mitilinas tienen una actividad mas diversificada ya
gue su rango de accién abarca desde actividades antifungicas hasta
acciones microbicidas contra bacterias Gram-negativas (Mirra et al.
2000a; 2000b). Sin embargo, la expresion de los péptidos antimicro-
bianos no parece verse incrementada tan sélo tras una estimulacion
bacteriana, ya que se ha visto que estimulos fisicos o de estrés térmico
son capaces de aumentar la expresion de las defensinas (Mitta et al.
2000b). A pesar de que el papel microbicida de la miticina C no ha
sido determinado hasta la fecha, la elevada presencia de transcritos
diferencialmente expresados tras estimulaciones de diversa naturaleza,
junto con su expresion ubicua y temprana en el desarrollo (PALLAVICINI
et al. 2008), sugieren que la miticina C debe de jugar un papel clave
dentro del sistema inmune de estos organismos. Ademas se ha encon-
trado una elevada variabilidad de formas que parecen ser exclusivas
e inherentes a cada individuo, siendo compartidas solamente en el
caso de mejillones hermanos (Costa et al. 2009). Pese a que se han
encontrado AMPs en otras especies de bivalvos, incluso algunos con
similitud a miticina o a mitilina, los niveles de polimorfismos encon-
trados en el caso del mejillon son significativamente mas elevados
(PaLLavicini et al. 2008; PabHi y VerGHEsE 2008), sugiriendo que, al igual
que ocurre con otros genes relacionados con el sistema inmune, la
miticina C se ha visto sometida a elevadas presiones selectivas que le
han hecho mutar hasta generar el enorme repertorio de formas dife-
rentes que existen. Quiza este elevado abanico de isoformas pueda ser
el responsable de que el mejillon del Mediterraneo sea una especie tan
altamente resistente a la manifestacion de enfermedades.

El mecanismo de accion de los AMPs parece estar mediado por
la permeabilizacion de la membrana plasmética de los microorga-
nismos a los que atacan (Kagan et al. 1990; CociancicH et al. 1993).
Sin embargo, esta permeabilizacion requiere un paso inicial de unién
entre el péptido y el agente patégeno, previa a la despolarizacion de
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FIGURA 5.

esquematica de
la liberacion de
AMPs tras una

estimulacion

bacteriana.

la membrana celular. Se cree que estas moléculas son sintetizadas y
almacenadas en el interior de los hemocitos granulares y tras recibir
un estimulo se liberan al plasma para ejercer su funcion (Mira et al.
1999b; 2000c¢) tal y como se indica en la Figura 5.

4. GENOMICA DE LA RESPUESTA INMUNE
EN LOS MOLUSCOS

A pesar de que la aplicaciéon de métodos gendmicos en los molus-
Cos esta en sus comienzos, la importancia de estos organismos en la
acuicultura hace que se avance de forma rapida.

Numerosas especies de moluscos estan siendo objeto de proyectos
orientados a la obtencién de genotecas de cDNAs y colecciones de
ESTs «Expressed sequence tags». Entre ellas, la ostra japonesa (C.
gigas) y el mejillén Mytilus galloprovincialis. Existen bases de datos
especificas en las que se almacenan las secuencias producidas por
proyectos, como la GigasBase de ostra en Francia (http://www.ifremer.
fr/GigasBase) o la base de datos Marine Genomics americana (www.
marinegenomics.com). En breve estaran disponibles mas de 9.000
ESTs de las almejas fina (Ruditapes decussatus) y japonesa (R. philip-
pinarum), producidas a través de la colaboracién de varios centros de
investigacion europeos en el marco de la red Marine Genomics Europe
(http://www.marine-genomics-europe.org). Esta red también esta con-
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tribuyendo a incrementar las colecciones de ESTs de mejillén y de ostra
japonesa (Saavebra y BacHere 2006; Saavepra et al. 2007).

La secuenciacion de ESTs de librerias génicas substractivas esta con-
siderada como una técnica robusta y relativamente barata empleada
hoy en dia para la identificaciéon de proteinas codificadas por genes
que se encuentran expresados en diferentes tejidos. En el caso de mo-
luscos bivalvos, actualmente hay mas de 50.000 ESTs depositadas en
bases de datos publicas, y su nimero continla creciendo diariamente.
Los primeros datos fueron de la ostra C. virginica, con la que se cons-
truyeron dos librerfas de ESTs, una de hemocitos de un Unico individuo
(de la que se obtuvieron 363 singletons o secuencias diferentes), y
otra a partir de un grupo de 200.000 embriones (de la que se obtu-
vieron 286 singletons) (Jenny et al. 2002). Solamente un 5% de estos
genes resultaron relacionados con funciones inmunes. Entre los 710
singletons, 20 de ellos podrian estar implicados en funciones immunes
(GueGuen et al. 2003). Un estudio de genes expresados en respuesta a
una infeccién por Perkinsus marinus llevada a cabo en C. virginica'y C.
gigas, dio como resultados un total de 500 ESTs singletons, de las cua-
les 19 pudieron ser caracterizadas como involucradas en inmunidad y
comunicacion celular, como receptores toll-like, proteinas de union a
metales y proteinas asociadas al receptor de TNF entre otras (Tancuy et
al. 2004). Las ESTs identificadas en C. gigas afectada por mortalidades
de verano proporcionaron un 16% de ESTs relacionadas con funciones
inmunes (HuverT et al. 2004). La tecnologia de ESTs aplicada al manto
de C. gigas permiti¢ la identificacion del primer péptido antimicrobia-
no en ostra, perteneciente a la familia de las defensinas (GueGuen et
al. 2006). Se han construido librerias génicas a partir de extractos de
distintos de tejidos. En el caso del mejillén, se utilizaron hemolinfa,
branquias, glandula digestiva, pie, musculo aductor y manto de un
grupo de mejillones no estresados para construir una libreria de ESTs.
Los resultados permitieron la identificacién de péptidos antimicro-
bianos de la familia de las miticinas, metalotioneinas, y proteinas de
choque térmico, entre un total de 426 singletons (Venier et al. 2003).
En otro trabajo, las secuencias de ESTs obtenidas de branquia y génada
de un grupo de ostras adultas (C. virginica) dio como resultado un total
de 1.916 singletons, incluyendo secuencias que codifican para varias
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proteinas de choque térmico, proteinas inducidas por estrés y péptidos
antimicrobianos de la familia de las defensinas (Peatman et al. 2004).
Las EST obtenidas a partir del tejido de un individuo completo de vieira
A. irradians irradians, excepto tracto digestivo e intestino, permitié la
identificacion de 2.779 secuencias Unicas, incluyendo 131 genes rela-
cionados con la defensa del hospedador, como lectinas, defensinas,
proteasas, inhibidores de proteasas, proteinas de choque térmico,
antioxidantes y receptores tipo Toll (Song et al. 2006b). También se ha
aplicado esta tecnologia de SSH para el estudio de genes expresados
en almeja Ruditapes decussatus frente a distintos patégenos, como
bacterias (GesTaL et al. 2007), y parasitos como Perkinsus olseni (Prabo-
AwvArez et al. 2009). La utilizacion de ambas técnicas, SSH vy librerias de
cDNA permiti¢ la identificacion de importantes genes sobreexpresados
en mejillén M. galloprovincialis y su comparaciéon tras una infeccion
por bacterias y tras una infeccién por poly I:C (simulando una infec-
cion virica) (Pawavicing et al. 2008). En este mismo trabajo, se describe
una nueva clase de péptido antimicrobiano denominado Miticina C,
demostrandose su importante papel como gen relacionado con la
respuesta inmune. También se han publicado trabajos con esta meto-
dologia relacionados con la presencia de contaminantes. Por ejemplo,
tras la exposicion experimental a varios contaminantes, se encontraron
sobre expresados un total de 242 genes de mejillén cebra, Dreissena
polymorpha (BuiteLLe et al. 2002) y 258 genes de la ostra, C. gigas
(BouteT et al. 2004). Todas estas observaciones indican que es necesaria
una tecnologia de mayor eficiencia, y en este sentido, se estan hacien-
do importantes avances en lo referente a proteémica en bivalvos.

Ademads, los distintos factores ambientales pueden afectar al sis-
tema hospedador-patdgeno, y asi, por ejemplo, la presencia de con-
taminantes, junto con otros factores de estrés, pueden ser en parte
responsables de la disminucién de los mecanismos de defensa y por lo
tanto del incremento de la susceptibilidad a enfermedades. Algunos
estudios llegan incluso a encontrar un nexo de unién entre presencia
de contaminantes 6 factores estresantes, y susceptibilidad a enferme-
dades en bivalvos (CHou et al. 1998; CHu et al. 2002).

Actualmente se pueden llevar a cabo grandes cantidades de se-
cuenciaciéon mediante la pirosecuenciacion. Recientemente se ha
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publicado un trabajo donde se describe una de estas técnicas de se-
cuenciacion en ostra pacifica (C. gigas), generandose 8.6 millones de
secuencias (HepGecock et al. 2007).

La tecnologia de microarray de DNA es un método cerrado que
es capaz de identificar un elevado nimero de secuencias o genes
predeterminados ya conocidos. En la tecnologia de microarrays, las
moléculas de DNA (desde oligonucleétidos hasta cDNAs completos)
representan transcritos especificos que son fijados en un soporte s6-
lido. De este modo se puede analizar la expresion simultanea de un
importante nimero de genes.

Los mejillones, por su condicion de filtradores intermareales, acumu-
lan componentes xenobidticos, y por lo tanto se emplean como biosen-
sores de contaminacion costera. Recientemente, Venier et al. (2006) han
producido el primer microarray de cDNA de mejillén M. galloprovincialis
(MytArray 1.0) que contiene un total de 1800 sondas diferentes, obteni-
das de distintos tejidos. La hibridacion de los clones impresos en el mi-
croarray con cDNA de mejillon expuesto a diferentes metales y contami-
nantes organicos permitié la identificacion de 27 genes potencialmente
marcadores de contaminantes organicos, y 16 genes potencialmente
marcadores de metales pesados. Ademas, Donpero et al. (2006) pro-
dujeron también un microarray de oligonucleétidos de baja densidad
(48 oligonucleotidos), denominado (Mytox-chip), para estudio de genes
candidatos a marcadores de contaminacién y genes relacionados con la
respuesta al estrés producida por la accion de xenobidticos.
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Resumen

La capacidad de las células para recibir y actuar frente a sefales
o estimulos externos es fundamental para la vida. La conversién de
estos estimulos en un cambio quimico, llamada transduccion de sefial,
es una propiedad universal de todas las células. Una amplia variedad
de estimulos, incluyendo citoquinas, hormonas, neurotransmisores
y factores de crecimiento, actian a través de proteinas receptoras
especificas en la membrana plasmatica. En invertebrados tales como
moluscos, insectos, anélidos, equinodermos y tunicados se ha detec-
tado la presencia de moléculas similares a las citoquinas descritas en
vertebrados; al igual que en éstos, estan presentes en diferentes tejidos
y 6rganos. Las citoquinas son moléculas funcionalmente conservadas,
que durante el proceso evolutivo han mantenido su pleiotropicidad,
su redundancia en el modo de accién y una alta promiscuidad de sus
receptores, ademas intervienen y modulan los principales fenémenos
inmunes, incluyendo proliferacién, diferenciaciéon y muerte celular,
apoptosis, citotoxicidad, etc. Las células eucariotas tienen diversos
mecanismos de sefalizacion: canales idnicos, receptores, proteinas
de membrana que actiian a través de proteinas G, receptores nuclea-
res que se unen a su ligando especifico y actian como factores de
transcripcion y proteinas de membrana que atraen y activan proteinas
quinasas. Los hemocitos de invertebrados son capaces de responder
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a diversos estimulos extracelulares tales como interleuquinas, corti-
cotropinas, factores de crecimiento y lipopolisacaridos bacterianos,
activando diferentes caminos de trasmision de sefnales. Estos caminos
implican la activacion de proteinas tirosina-quinasas (PTK), proteinas
Ras, Raf, proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPKs), facto-
res de transcripcion Stat, etc, que desencadenan distintas respuestas
celulares. Estudios avanzados sobre la internalizacion de diferentes
sefales podrian esclarecer nuestra visiéon actual de los mecanismos de

transduccion generados por diferentes inductores.

Abstract

The ability of cells to perceive and to respond to signals or external
stimuli is crucial for life. The conversion of these stimuli into biochemical
reactions, referred as signal transduction, is an universal property of every
cell. A wide variety of stimuli, including cytokines, hormones, neurotrans-
mitters and growth factors act through binding to specific receptor proteins
located in the plasma membrane. The occurrence of cytokine-like molecules
has been detected in different tissues and organs of invertebrates such as
molluscs, insects, annelid worms, echinoderms and tunicates. Cytokines are
highly conserved molecules that have kept their pleiotropism, redundancy
and a high receptor promiscuity through evolution; moreover, they take
part and modulate the main immune phenomena, including proliferation,
differentiation and cell death, apoptosis, cytotoxicity, etc. The eukaryotic
cells have different signalling mechanisms: ion channels, receptors, mem-
brane proteins that act through G proteins, nuclear receptors that bind to a
specific ligand and act as transcription factors and membrane proteins that
attract and activate protein kinases. The invertebrate haemocytes are able
to respond to different extracellular stimuli such as interleukins, corticotro-
pines, growth factors and bacterial lipopolysaccharides, activating different
signal transmission pathways. These pathways involve the activation of
tyrosine kinase proteins (TKP), Ras proteins, Raf, mitogen activated protein
kinases (MAPKs), transcription factors Stat, etc, which trigger different
cell responses. Advanced studies on the internalisation of different signals
could elucidate the current view of the transduction mechanisms triggered

by different inductors.
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1. INTRODUCCION

En el &mbito bioldgico, se ha extendido el uso de la expresiéon se-
nalizacion celular como traduccion literal del inglés, cell signalling,
al referirse a la comunicacion mediante compuestos (sefales) que
generan respuestas determinadas en células diana. La evolucion ha
provisto a las células de todos los organismos vivos de mecanismos de
sefalizacion que les permite percibir estimulos ambientales y respon-
der adecuadamente a ellos. El éxito de estos mecanismos asegura que
el organismo sobreviva a sus cambiantes circunstancias ambientales.
Ademas, en los organismos multicelulares estos mecanismos forman
redes de comunicacion mas complejas, que garantizan que cada célula
funcione y responda a una diversidad atin mayor de estimulos y que lo
haga coordinadamente con las otras células del organismo. Es gracias
a esta comunicacion entre células que el organismo mantiene una
funcionalidad como entidad unitaria. De esta red de comunicacion
dependen funciones tan importantes como el desarrollo embrionario,
la proliferacion y diferenciacion celular, las respuestas al estrés, la per-
cepcion sensorial, el movimiento, la respuesta inmune, la regulacion
metabdlica, etc. (Jiménez y MercHANT 2003).

La capacidad de las células para recibir y actuar en respuesta a
sefales que provienen mas alla de la membrana plasmatica es funda-
mental para la vida. La sefal representa informacion que es detecta-
da por un receptor especifico y se convierte en una respuesta celular
en la que siempre interviene un proceso quimico. Esta conversion de
informacion en cambio quimico, llamada transduccion de sefial, es
una propiedad universal de las células. A pesar de que el nimero de
sefiales bioldgicas es grande, como lo es la variedad de respuestas
biolégicas a dichas sefales, los organismos usan sélo unos pocos
mecanismos conservados evolutivamente para detectar las sefales
extracelulares y transducirlas en cambios intracelulares (Netson et al.
2006).

Cada organismo tiene la capacidad de distinguir entre lo propio y lo
extrafo. Esta capacidad esta determinada genéticamente y las bases
de los mecanismos de reconocimiento y respuesta varian segun los
niveles bioldgicos de organizacion. Los invertebrados estdn dotados
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de un sistema inmune innato que incluye componentes humorales y
celulares (Nappiy Vass 1993, 2001; CartoN y Narpi 1997; Nappi y OTTAVIANI
2000).

El sistema inmune en todos los animales comprende elementos ce-
lulares y humorales que interaccionan para proteger al organismo de
potenciales patdgenos, parasitos o células neoplasicas. El componente
celular de la inmunidad en los invertebrados estd mediado por células
sanguineas (hemocitos) que participan en varios mecanismos internos
de defensa (RarcLirre et al. 1985; SmitH 1991).

En moluscos bivalvos, las respuestas celulares son llevadas a cabo
por hemocitos circulantes, los cuales representan la primera linea de
defensa contra infecciones bacterianas. Aunque estas respuestas han
sido ampliamente estudiadas, se conoce poco acerca de los mecanis-
mos de transduccion implicados en la respuesta de defensa de estas
células (RenwranTz 1990).

Las transducciones de sefal son especificas y altamente sensibles.
La especificidad se consigue por complementariedad molecular precisa
entre las moléculas sefial y receptor, en la que intervienen el mismo
tipo de fuerzas débiles que tienen lugar en las interacciones enzima-
sustrato y antigeno-anticuerpo. Los organismos multicelulares tienen
un nivel de especificidad adicional ya que los receptores para una sefal
determinada, o las dianas intracelulares de una determinada sefal,
solo estan presentes en ciertos tipos de células.

Tres factores explican la extraordinaria sensibilidad de los transduc-
tores de sefial: la elevada afinidad de los receptores por las moléculas
sefal, la cooperatividad en la interaccion entre el ligando y el receptor
y la amplificacion de la sefal por cascadas enzimaticas. La afinidad
entre la sefial (ligando) y el receptor puede expresarse como la cons-
tante de disociacién Ky a menudo 10"°M o menos, lo que quiere decir
que el receptor puede detectar concentraciones picomolares de una
molécula sefal.

La cooperatividad en las interacciones entre el ligando y el recep-
tor acarrea grandes cambios en la actividad del receptor con pequenos
cambios en la concentracion del ligando.

La amplificaciéon por cascadas enzimaticas tiene lugar cuando un
enzima asociado con un receptor de sefal se activa, y a su vez, cata-
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liza la activacion de muchas moléculas de un segundo enzima, cada
una de las cuales activa muchas moléculas de un tercer enzima, y asf
sucesivamente. Estas cascadas dan lugar a amplificaciones de varios
6rdenes de magnitud en milisequndos.

La sensibilidad de los sistemas de receptores esta sujeta a modifica-
cién. Cuando una sefal esta presente continuamente, se produce una
desensibilizacion del sistema receptor; cuando el estimulo disminuye
por debajo de un determinado umbral, el sistema se vuelve sensible
de nuevo.

Un ultimo rasgo notable de los sistemas de transduccién de sefal
es la integracién, la capacidad del sistema para recibir multiples
sefales y producir una respuesta unificada apropiada para las nece-
sidades de la célula o del organismo. Diferentes vias de sefalizacién
conversan entre ellas a diferentes niveles, originando una abundancia
de interacciones que mantienen la homeostasis en la célula y el or-
ganismo. El desencadenante es diferente para cada sistema pero las
caracteristicas generales de la transduccién de sefial son comunes a
todos: una sefal interactla con un receptor; el receptor activado in-
teractla con la maquinaria celular produciendo una segunda sefial o
cambio en la actividad de una proteina celular, la actividad metabdlica
de la célula diana experimenta un cambio y finalmente el fenémeno
de transduccion se acaba y la célula vuelve al estado anterior del
estimulo.

Se han descrito seis mecanismos basicos de senalizacion:

1. Los canales iénicos de la membrana plasmatica que se abren y se
cierran en respuesta a la uniéon de ligandos quimicos o cambios
en el potencial transmembrana. Estos son los transductores de
sefial mas sencillos.

2. Enzimas receptores, es decir receptores de membrana plasmati-
ca que son también enzimas. Cuando uno de estos receptores
es activado por su ligando extracelular, cataliza la produccién de
un segundo mensajero intracelular.

3. Proteinas receptoras que activan indirectamente (a través de
proteinas que unen GTP, o proteinas G) enzimas que producen
segundos mensajeros intracelulares.
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4. Receptores nucleares que, cuando se unen a su ligando especifi-
co, alteran la velocidad a la que genes especificos son transcritos
y traducidos en proteinas celulares.

5. Receptores que carecen de actividad enzimatica pero atraen
y activan enzimas citoplasmaticos que actlan sobre proteinas
mas alejadas en la via, bien convirtiéndolas directamente en
proteinas reguladoras de genes, bien activando una cascada de
enzimas que finalmente activan un gen regulador.

6. Los receptores que interaccionan con componentes macromole-
culares de la matriz extracelular y llevan al sistema citoesqueléti-
co instrucciones sobre migracién celular o adherencia a la matriz
(NEeLson et al. 2006).

En diversas especies eucariotas, desde insectos a seres humanos,
los lipopolisacaridos bacterianos (LPS) estimulan la inmunidad innata
(Utevitc y Tosia 1995), activando diferentes caminos de transduc-
cion de sefal en macrofagos. Estos caminos implican la activacion
de proteinas-G, tirosina-quinasas, fosfolipasa C, proteina quinasa A
(PKA), proteina quinasa C (PKC) y la cascada de quinasas MAP (Sweet
y Hume 1996; FuiHara et al. 1994; Liu et al. 1994; SHapira et al. 1994;
Haziot et al. 1996).

2. CITOQUINAS EN LA RESPUESTA INMUNE

Las respuestas inmunes son el resultado de una compleja interac-
cion entre una gran variedad de células. Ademas hay una continua
interaccion entre los sistemas inmune, nervioso y endocrino.

Moléculas como las hormonas, neuropéptidos y citoquinas estan
implicadas en la transmision de sefales. Estas Gltimas se han clasifi-
cado segun su origen o funcién. Hoy en dia, el término general de
«citoguina» se usa para todas estas moléculas sefial y sus principales
caracteristicas son las siguientes: (1) son producidas por células del
sistema inmune (Nistico 1993), (2) son glucoproteinas de pequefio
peso molecular (10-20 kDa) y la mayoria son sintetizadas de novo por
células activadas durante la fase eferente de la respuesta inmune, (3)
el principal papel de las citoquinas es funcionar como mediadores y
moduladores de la respuesta inmune y la inflamacién (Nistico 1993;
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BLalock 1994), (4) desde el punto de vista funcional, las citoquinas se
caracterizan por ser pleiotrépicas y redundantes —la misma citoquina
puede tener diferentes blancos celulares y diferentes citoquinas pue-
den realizar una misma funcién; (5) acttan sobre blancos celulares
por mecanismos autocrinos, paracrinos y endocrinos; las citoquinas se
unen a receptores especificos de la membrana plasmatica, los cuales
muestran un cierto grado de promiscuidad (Kisimoto et al. 1994;
OTtaviani et al. 1994, 1995), (6) en varios tipos celulares, las citoquinas
actlan como factores de crecimiento regulando la proliferacién e inhi-
bicion de la apoptosis (Manrrebint et al. 1993; Kroener 1995).

Las citoquinas estan presentes en practicamente todos los organis-
mos Yy tejidos del cuerpo, incluyendo ademas del sistema nervioso, la
piel, los intestinos, etc. De este modo, las citoquinas parecen ser mas
moléculas sefial que mediadores inmunes y juegan un papel principal
en fendmenos fisioldgicos y patolégicos (Brozek y Lev 1991).

Por otra parte, se ha detectado la presencia de moléculas similares
a citoquinas en invertebrados tales como moluscos, insectos, anélidos,
equinodermos y tunicados. Al igual que en vertebrados estas molécu-
las estan presentes en diferentes tejidos y 6rganos. Moléculas similares
a ll-1a, IL-1B, IL-2, IL-6 y TNF-a se han encontrado en hemocitos y
en la hemolinfa (Huares et al. 1990, 1991, 1992; Sterano et al. 1991;
Otraviant et al. 1993; GranatH et al. 1994; Ouwe-Missi-Oukem-Bover et
al. 1994).

2.1. Estructura del receptor de citoquinas
y transduccion de sefiales

En general, un receptor funcional se puede dividir en varios compo-
nentes: una unidad de union, un transductor, un efector y una unidad
reguladora.

Un receptor hormonal complejo se compone de un receptor de
hormonas (con 7 segmentos transmembranales), una proteina G he-
terotrimérica (subunidades ., B, y) como transductor, y un efector que
genera sefales intracelulares (Benovic et al. 1988).

En otros casos, los receptores de factores de crecimiento como EGF,
PDGF y FGF, estan constituidos por una cadena polipeptidica sencilla
con motivos estructurales comunes: con un gran dominio extracelular
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de unién del ligando, un dominio sencillo situado dentro de la mem-
brana, y un gran dominio citosélico con actividad quinasa (ULLRICH y
SCHELESSINGER 1990).

Es importante sefialar que una misma citoquina puede actuar tanto
como sefal positiva como negativa, dependiendo del tipo y del estado
de desarrollo de la célula blanco (Arai et al. 1990). Igualmente, dife-
rentes citoquinas mediante diferentes receptores dan lugar a aparen-
temente idénticas respuestas bioldgicas.

La interaccion de las citoquinas con su receptor especifico en la su-
perficie celular desencadena la activacion de caminos de sefalizacion
intracelulares que desencadenan respuestas celulares. Las quinasas
Janus (JAKs) son mediadores centrales en la transduccion de la sefal y
fosforilan residuos de tirosina dentro de dominios intracelulares del re-
ceptor, creando lugares cercanos para el reclutamiento de componen-
tes adicionales en la sefializacion, incluyendo el dominio SH2 que con-
tiene transductores de sefales y activadores de factores de transcrip-
cion (STAT). Un gran numero de citoquinas, factores de crecimiento y
hormonas activan el camino JAK/STAT. Este camino puede ser regulado
por multiples mecanismos; hay tres principales reguladores negativos
en la sefalizacion a través de JAK/STAT, SHP-1, una tirosina fosfatasa, la
cual actua provocando una regulacion por degradaciéon proteolitica de
la actividad JAK seguida de una autoactivacion; proteinas inhibidoras
de STATs activadas (PIAS), las cuales se unen a STATs activadas e inhiben
su actividad transcripcional; y las proteinas supresoras de la sefaliza-
cion de citoquinas (SOCS), las cuales son blancos transcripcionales en
las STATs y funcionan como retroalimentacién negativa para atenuar la
sefalizacion a través de JAK/STAT (Fig. 1) (Kie et al. 2000).

La activacion de las quinasas JAK tiene lugar mediante la fosfori-
lacion de residuos de tirosina en los receptores a los que se asocian.
Estas fosfotirosinas pueden servir como lugares de anclaje para mo-
léculas de sefalizacion incluidas las proteinas STAT (GreenLunp et al.
1995). Después de la dimerizacion del receptor y de la activacion de
las JAKS, los factores de transcripcion STAT son reclutados, activados y
translocados al nucleo donde estimulan la transcripcién de genes que
afectan a la respuesta bioldgica (DArNeLL et al. 1994; DarnelL 1997,
HorvatH et al. 1997).
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é g ) : Transcripcion de genes

FIGURA 1.

Reguladores negativos en el camino de senalizacién a través de JAK/STAT. Las lineas en

forma de T representan inhibicién y las flechas representan activacion.

2.2. Mecanismos moleculares de trasmision de senales
mediadas por IL-2

Se tiene muy poca informacion acerca de cudles son los mecanis-
mos que transmiten las sefiales mediadas por la IL-2 desde la superfi-
cie celular al nucleo.

Cuando la IL-2 se une a su receptor de alta afinidad este complejo
se internaliza rapidamente (Kumar et al. 1987). La internalizacion es un
paso necesario pero no suficiente en el proceso de proliferaciéon me-
diada por IL-2, lo que parece indicar que probablemente esta molécula
no interacciona de una forma directa con las vias de transmisiéon de
sefales (Kono et al. 1990).

Para ejercer su efecto bioldgico, la IL-2 interacciona con su recep-
tor especifico en la superficie celular. Este receptor esta formado por
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tres subunidades denominadas en funcién de su peso molecular: p55
(subunidad @), p70 (subunidad B) y p64 (subunidad y), que al com-
binarse forman el receptor de baja afinidad (p55, Ky 108M), afinidad
media (p70/p64, Ky 10°M) y alta afinidad (p55/p70/p64, Ky 10""M)
(Fig. 2) (Leonarp et al. 1984; Nikaipo et al. 1984; Hatakevama et al.
1989a).

La interaccion de la IL-2 con su receptor desencadena varios sucesos
de sefalizacion intracelular, incluyendo la fosforilacion de proteinas en
restos de tirosina y la subsiguiente inducciéon de varios protooncoge-
nes criticos para la proliferacion celular (Minami et al. 1993a; Minami et
al. 1993b; Kono et al. 1993).

La IL-2 desencadena la activacion de proteina tirosina-quinasas
(PTK) e induce la fosforilacion en tirosina de una proteina adaptadora

[[1]]
L1

N
N

I-p src -familia PTK (p21%)

(p56lck, p59fyn)

gen c-myc

gen fos c-jun

FIGURA 2.
Representacion esquematica del receptor de IL-2.
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denominada Shc. La fosforilacién de Shc crea una region consenso
para el dominio SH2 de otra proteina adaptadora, Grb2, la cual esta
compuesta por un dominio SH2 flanqueado a ambos lados por domi-
nios SH3, esta proteina adaptadora interacciona con SOS, un factor de
intercambio de nucledtidos de guanina. Por un mecanismo desconoci-
do, se forma el complejo trimolecular Shc-Grb2-SOS que desencadena
la transformacion de GDP en GTP provocando la activacion de la pro-
tefna Ras. La forma activa de Ras desencadena la cascada de serina/
treonina quinasas. Aunque la interaccién de Ras-Raf es necesaria para
la activacion de Raf, la interaccién no activa la actividad catalitica de
Raf. Después de la activacion de esta proteina tiene lugar la fosforila-
cion y activacion de MEK el cual finalmente fosforila a proteinas qui-
nasas activadas por mitdbgenos (MAPK). Estas fosforilaciones activan
a MAPK, la cual retransmite la sefial a sistemas efectores por fosfori-
lacion de multiples sustratos citoplasmaticos, incluyendo otras serina/
treonina quinasas. Ademas MAPK se transloca al nucleo y fosforila
ciertos factores de transcripcién. Por otra parte, Jak también transduce
sefales directamente al nucleo por fosforilacion de Stat3 y/o Stats.
La fosforilacion induce la dimerizacion de STAT, que desencadena la
prosterior translocacion al nucleo (Fig. 3) (Karnimz y ABraHAM 1996).

Ademas de estas proteinas quinasas, la IL-2 provoca la activaciéon de
PI3-quinasa (AucusTINE et al. 1991; Meriba et al. 1991; RemiLLarD et al.
1991; Karnitz et al. 1994). Una vez activada, esta quinasa fosforila al
fosfoinositol (PI) 4,5-P, para producir un segundo mensajero lipidico,
PI-3,4,5-Ps el cual activa a otros efectores (Karnitz y AsraHam 1996).

En la hemolinfa de Mytilus galloprovincialis se ha detectado un
péptido de caracteristicas inmundgenas similares a la IL-2, mientras
que en hemocitos se ha identificado la presencia de un receptor para
IL-2, este receptor es similar estructuralmente al de las células de ver-
tebrados; esta constituido por tres subunidades (a.,p, y) cuyas masas
moleculares son del mismo orden de magnitud que las encontradas en
vertebrados (Barcia et al. 1999).

Una misma citoquina puede dar lugar a diferentes respuestas (plei-
tropicidad), dependiendo del tipo y del estado de desarrollo de la célu-
la blanco (Aral et al. 1990). En hemocitos de M. galloprovincialis cada
citoquina interacciona con un receptor especifico generando diversas
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Transcripcion de genes y
progresion del ciclo celular

FIGURA 3.
La IL-2 induce la activacién de Ras y Stat.

respuestas. Igualmente, diferentes citoquinas mediante diferentes
efectores dan lugar a aparentemente idénticas respuestas biolégicas
(redundancia) (Cao 2002). Parece ser, por tanto, que las citoquinas son
moléculas funcionalmente conservadas, que durante el proceso evo-
lutivo han mantenido su pleiotropicidad, su redundancia en el modo
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de accidon y una alta promiscuidad de sus receptores (OTtaviani et al.
1995; Cao 2002).

3. REGULACION INTRACELULAR DE LAS
RESPUESTAS CELULARES

3.1. Corticotropinas y estrégenos

El factor liberador de corticotropinas (CRF) parece ser una molécula
sefal potencialmente importante en procesos autoinmunoreguladores
y neuroinmunes de vertebrados e invertebrados (SmitH et al. 1992a).

Ciertos neuropéptidos participan en procesos reguladores en el
sistema inmune de vertebrados e invertebrados (Van Epps 1984; FisHEr
y Falke 1986; Sterano et al. 1989). Ademas varios neuropéptidos endo-
genos, estimulan la adherencia, cambios conformacionales, y actividad
locomotora en humanos y en inmunocitos de invertebrados (moluscos,
insectos) (Sterano 1989). Por otra parte el CRF parece inducir inmuno-
supresion celular a través de su propio receptor (SmitH et al. 1992b).

Los hemocitos de invertebrados son capaces de responder a CRFy a
fragmentos de ACTH (hormona adrenocorticotrépica) proporcionando
evidencias de una complejidad en la sefializacién intracelular dentro
del sistema inmune en animales relativamente primitivos (Genebani et
al. 1994).

En hemocitos de M. galloprovincialis mantenidos en cultivo, la in-
cubacién con CRF provoca la expresion de la cadena o del receptor
de IL-2 y la liberacion de catecolaminas (Cao et al. 2004). Del mismo
modo, en hemocitos no cultivados de los caracoles Viviparus ater y
Plarnobarius Corneus, la estimulacion con CRF también provoca la
liberacion de aminas bidégenas (Otraviani et al. 1994).

Los glucocorticoides y las catecolaminas inducen respuestas secun-
darias, incluyendo incrementos en los niveles de oxigeno, movilizacion
de sustratos y relocalizaciéon de energia ajena a la requerida en los
procesos fisioldgicos, tales como crecimiento, reproduccion y determi-
nadas funciones inmunes (WeNDELAAR BonGa 1997).

La ACTH deberia de ser considerada un importante inmunoregula-
dor que forma parte del complejo mosaico de relaciones entre el siste-
ma inmune y el neuroendocrino. Esta molécula es capaz de neutralizar
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directa o indirectamente agentes que pueden perturbar la homeosta-
sis del cuerpo. El efecto de la ACTH en las células inmunes es complejo
y estd influenciado por varios factores, tales como su concentracion,
presencia de citoquinas, etc. Este efector puede ejercer efectos direc-
tos o indirectos a varios niveles, modulando la transduccién de sefiales
en la membrana plasmatica o alterando la produccién de factores de
crecimiento y la diferenciaciéon celular, ej: TNF-a. (HuGHEs y SmitH 1989).

La hormona adrenocorticotrépica (ACTH) induce cambios en la
forma de los inmunocitos de moluscos por la via adenilato ciclasa/
AMP_/PKA y también provoca la activacion de la PKC. Sin embargo
estos efectos desaparecen al afadir inhibidores de las proteinas G,
de la adenilato ciclasa, o de la PKA. Ademas se ha demostrado que
ACTH induce movilidad en hemocitos fagociticos de Viviparus ater por
modificacion de componentes del citoesqueleto, también induce la se-
crecion de glucocorticoides adrenales y puede afectar a diferentes sis-
temas y comportamientos. En concreto esta implicada en las funciones
del sistema cardiovascular de células inmunocompetentes y juega un
papel importante en la inflamacién, termorregulacion, alimentacion
y en el comportamiento social y sexual. De este modo, ACTH, puede
tener una importancia central en el mantenimiento de la homeostasis
del organismo (Ottaviani et al. 1999).

Los estrégenos no son simplemente hormonas reproductoras, influ-
yen en el funcionamiento de tejidos no reproductivos y en el sistema
inmune (Havnes et al. 2000; Menpetsorn 2000; Razanpi et al. 2000; Guo
et al. 2002; Sterano y PeTer 2001).

En hemocitos de mejillon Mytilus galloprovincialis, el 17p-estradiol
(E,) induce «in vitro» cambios en la forma celular, en la desestabiliza-
cion de la membrana lisosomal, en la liberacién de enzimas hidroliticos
y en la estimulacion de la actividad bacteriana a través de la activacion
de caminos de transduccion de sefial mediadas por tirosina-quinasas
(Canesi et al. 2004), en particular, p38 MAPK y STAT. La activacion de
estas protefnas juegan un papel clave en la respuesta de defensa de
hemocitos de mejilléon a infecciones bacterianas (Canesi et al. 2002 a,b).

MAPKSs son una familia de serina-treonina proteina quinasas que se
expresan en todas las células eucariotas y que se activan en respuesta
a una variedad de estimulos extracelulares (Carrrey et al. 1999; IcHuo
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1999; MaRrTIN-BLanco 2000). Las MAPKSs estan reguladas por mitbgenos
y factores de crecimiento a través del camino dependiente de Ras im-
plicado en la activacion secuencial de MAPKKK y MAPKK (IcHio 1999).
Las proteinas STAT son activadas por diferentes estimulos extracelula-
res (citoquinas, factores de crecimiento, hormonas) y estan implicadas
en determinados procesos fisiolégicos, incluyendo apoptosis y prolife-
racion celular (Cawo et al. 2003). Ademas son los Unicos factores de
transcripcién conocidos que se activan por fosforilacion en tirosina,
una vez fosforilado, se dimeriza y se trasloca del citosol al nucleo, la
fosforilacion en serina es también necesaria par una maxima actividad
transcripcional (HorvatH et al. 2000).

Canesi et al. (2005), han encontrado en hemocitos de mejilléon que
E, induce una répida y transitoria fosforilacion en tirosina de proteinas
de la familia STAT: STAT3 y STAT5, modulando la actividad de estos
factores de transcripcion.

3.2. Factores de crecimiento

3.2.1. Factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF)

Factores de crecimiento, factores de diferenciacién y hormonas
son componentes importantes en el sistema regulador que coordina
el desarrollo de organismos multicelulares. Algunos de estos factores
median sus acciones pleiotropicas por la unién y activacion de recep-
tores de la superficie celular con proteinas intrinsecas que presentan
actividad tirosina quinasa (ULLRICH y ScHLESSINGER 1990).

Los factores de crecimiento desencadenan una serie de respuestas
celulares. Estas incluyen estimulacion de intercambio Na*/H*, afluencia
de Ca?*, activacion de fosfolipasa C—, y estimulacion del transporte de
glucosa y aminoacidos. La estimulacion de la fosfolipasa C—, permite
la generacién de metabolitos de fosfatidilinositol, tales como inositol
1,4,5-trifosfato, el cual provoca la liberacion de Ca?* desde compar-
timentos intracelulares y la generacién de diacilglicerol, un activador
natural de la PKC (Fig. 4) (NisHizuka 1988).

La fosfatidilinositol 3-quinasa (Varmicovski et al. 1989) y las proteinas
ras (MoLtoy et al. 1989) son sustratos directos de algunos receptores
que presentan actividad tirosina quinasa (Morrison et al. 1989).
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FIGURA 4.

Mecanismo de activacién del fosfatidilinositol por receptores de
tirosina quinasas. Abreviaturas: PMA, forbol 12-miristoato 13-acetato;
PIP,, fosfatidilinositol 4,5-bifosfato, DG, diacilglicerol; IP3, inositol
1,4 5-trifosfato, IP3 R, receptor de IP;.

El factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF) esta for-
mado por dos tipos de cadenas: una cadena A y una cadena B. En
su forma activa el PDGF es un dimero de dos monémeros que puede
presentar todas las combinaciones posibles (ej: PDGF-AA, PDGF-BB,
PDGF-AB) (Fig. 5) (Bowen-Pore et al. 1989; HarT et al. 1990; CLAESSON-
WELSH 1994).

Tanto en vertebrados como en invertebrados, el PDGF-AB provoca
cambios en la forma de las células e induce a los hemocitos a migrar
de una manera quimiotactil (Otraviani et al. 1997).

En hemocitos cultivados de M. galloprovincialis, el PDGF induce un
incremento en la expresion de la cadena o del receptor de IL-2 y pro-
voca la liberacién de Dopamina y Noradrenalina cuyas concentraciones
disminuyen al tratar los hemocitos con bisindolamina (BSM), H-89 o
suramina, inhibidores de la PKC, PKA y proteinas G respectivamente,
indicando que el efecto del PDGF en hemocitos de mejilldon podria
estar mediado a través de diferentes caminos de sefalizacion celular
(Cao et al. 2004).
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FIGURA 5.
Interaccion del
PDGEF con su
receptor.

El PDGF inicia un camino definido de transduccion de la sefial. La
union del ligando a cualquiera de las subunidades induce la autofos-
forilacion del receptor (EK and Hetbin 1982). A su vez, la estimulacion
del receptor de PDGF activa una cascada de enzimas como PKC, Ras,
Raf, MAPK y finalmente desencadena la division celular (BornreLDT et
al. 1995; Hart et al. 1995).

La activacion de la cascada Ras-Raf-MAPK induce la proliferacion
celular (Bornretot et al. 1995) (Fig. 6). De este modo, MAPK juega un
papel critico en el control del crecimiento y diferenciacion celular.

Un camino alternativo para estimular la actividad MAPK es a través
de la PKC (Sozei et al. 1992; KowcH et al. 1993; Li et al. 1995).

Cuando el PDGF se une a un receptor, rapidamente estimula un gru-
po de respuestas «tempranas» que ocurren en minutos. Esto incluye la
activacion de tirosinas-quinasas, hidrolisis de fosfatidilinositol (PI), alte-
raciones en el pH celular, incremento en los niveles de calcio citosélico,
incremento en la expresién de determinados genes e internalizacion
y degradacion del receptor (Lewis 1989). El factor de crecimiento de-
rivado de plaquetas (PDGF) estimula la transcripcion de c-fos y c-myc
a través de al menos dos caminos, uno de ellos estd mediado por la

461 I



FIGURA 6.
Caminos de
transduccién de
senales iniciados
por PDGE.

ENFERMEDADES DE MOLUSCOS BIVALVOS DE INTERES EN ACUICULTURA

PDGF-BB PDGF-AA
l \ l Etanol
PDGFRBr PDGFar

] |
N

Dominios efectores SH2 %

Raf-1

v
MAPK J

proteina quinasa C y el otro no. Los mecanismos moleculares de estos
caminos no han sido aclarados, pero parece que ambos culminan en
la modificacion covalente de una proteina. Los pasos que intervienen

pueden consistir en una cascada de reacciones quinasa en las que
estarian implicadas tirosina, serina y treonina quinasas (Lewis 1989).
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3.2.2. Factor de crecimiento transformante g (TGF-B)
y factor de crecimiento epidérmico (EGF)

El TGF-B1 esta implicado en la respuesta inmune y en la reparacion
de procesos deteriorados, tanto en vertebrados como en invertebra-
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dos (TetramanT et al., 2006), existiendo una fuerte conexién entre este
factor y la liberacion de catecolaminas (Cao et al. 2007).

Miembros de la familia del factor de crecimiento transformante
B (TGF-B) se unen a receptores serina/ treonina quinasas del tipo Il y
tipo 1, los cuales inician sefales intracelulares a través de la activacion
de proteinas Smad. Las funciones de Smads son reguladas por otros
caminos de sefalizacién, tales como MAPK. Ademas, estas proteinas
interaccionan y modulan varios factores de transcripcién que son blan-
cos de otros caminos de sefalizacion (Mivazoro et al. 2000).

El factor de crecimiento epidérmico (EGF) es una llave reguladora
del crecimiento y diferenciacion celular en algunas células de mamife-
ros (CarpenTer 1987). En células de mejilléon, péptidos similares a fac-
tores de crecimiento pueden actuar como reguladores fisiolégicos del
crecimiento celular y del metabolismo, ademas la sefializacion celular
estd intimamente relacionada con el balance redox e indica que esta
relacién podria generalizarse a otros grupos (Canesi et al. 2000).

Los pasos en la transducciéon de sefiales, parecen ser similares en
diferentes células: la unién de EGF a su receptor induce la dimeriza-
cion de éste y la activacion de su actividad tirosina-quinasa, la cual es
esencial para la transduccion de la sefal (ULLRICH y ScHLESSINGER 1990;
SpHLEssINGER Y ULLricH 1992). Como consecuencia de la activacion de
EGFR, se desencadenan una variedad de cambios iénicos incluyen-
do una hiperpolarizacion pasajera de la membrana, la alcalinizacién
citoplasmatica y un incremento en la concentracion del calcio cito-
solico (HesketH et al. 1985; MooLeNar 1986; SoutHorF y CaNTLeEY 1988;
PeppeLENBOSH et al. 1991).

3.3. Lipopolisacaridos bacterianos

Los lipopolisacaridos bacterianos (LPS) son los principales compo-
nentes de la pared de la mayoria de las bacterias Gram-negativas y
acttan como fuertes estimuladores de la inmunidad innata o natural
en diversas especies eucaritticas desde insectos a humanos.

El LPS activa macréfagos e induce la secrecion de metabolitos de
acido araquidonico, intermediarios del nitrégeno y citoquinas tales
con TNF-a, IL-1 e IL-6 (Apawms et al. 1984; Morrison et al. 1987), las
cuales juegan un papel importante en la respuesta inmune.
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En macréfagos, el LPS desencadena la activacion de varios caminos
de transduccién de sefales en los que estan implicados proteinas G,
tirosina-quinasas, fosfolipasa C (PLC), proteina quinasa A (PKA) y pro-
tefna quinasa C (PKC) (SweeT et al. 1996; FuiHAara et al. 1994; L et al.

1994, SHaPRA et al. 1994)

EL LPS también activa diferentes cascadas de proteinas quinasas
activadas por mitégenos (MAPK), incluyendo las proteinas quinasas re-
guladas por sefales extracelulares (ERK) (Remann et al. 1994; WEINSTEIN
et al. 1992). Para la actividad de MAPK es necesaria la fosforilacion
de residuos de tirosina y treonina (Boutton et al. 1991). ERK activa
fosforila y regula varias proteinas quinasas adicionales, componentes
del citoesqueleto, fosfolipasa A,, y factores de transcripcién nuclear

(c-Jun) (TreismaN 1996).

MAPK fosfatasa—1 (MKP-1) es un miembro inducible de doble es-
pecificidad (CHarLes et al. 1993; Keyse et al. 1992; NocucHi et al. 1993).
MKP-1 desfosforila residuos de tirosina y treonina en ERK1/2 (ALesi et al.
1993; Sun et al. 1993), de este modo permite la inactivacion de estas
guinasas. MKP-1 desfosforila e inactiva los genes c-Jun'y p 38 (CHun et
al. 1996). La expresion de MKP-1 no es dependiente de la activacion de
MAPKs y ERK 1/2 en respuesta al LPS. En cambio, la induccién de esta
fosfatasa necesita la activacion de tirosina quinasas y de la isoforma &
de la PKC. Esto sugiere que, en macréfagos, la PKCe juega un papel
importante en el control negativo de la actividad de MAPK a través de
la induccién de la fosfatasa MKP-1 (Fig. 7) (VaLLEDoR et al. 2000).

La PKC puede interaccionar con varios sistemas de sefalizacion
incluyendo el camino a través de Ras-Raf-MAP y el dependiente de cal-
cio-calmodulina y puede regular de forma positiva o negativamente la
disponibilidad de sus propios cofactores lipidicos. (Keenan et al. 1997).

La hidrolisis de fosfolipidos de membrana es un mecanismo co-
mun para la transduccién de varias sefiales extracelulares en la célula
como hormonas, neurotransmisores, antigenos y algunos factores de
crecimiento. La fosfolipasa C esta implicada en la hidrélisis de fosfati-
dilinositol 4,5-bisfosfato (PIP,) que produce dos segundos mensajeros:
inositol 1,4,5-trifosfato (IPs), el cual libera calcio de depdsitos intrace-
lulares, (BerriDGE € IRviNE 1984) y diacilglicerol (DAG) el cual activa la

proteina quinasa C (Fig. 8).
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FIGURA 7.

Control negativo de la actividad de MAPK a través de la induccién de
la fosfatasa MKP-1. Las lineas s6lidas representan interaccion directa
y las discontinuas representan la presencia de pasos intermedios. Las
lineas en forma de T representan inhibicion. Los circulos representan

formas activas y los cuadrados formas inactivas.

La proteina quinasa C es una familia multigénica de serina-treo-
nina-quinasas que se agrupa en tres secciones diferentes en base
a caracteristicas estructurales similares y a requisitos de activaciéon
(Tabla 1).

Se han asignado algunas funciones fisiolégicas a la PKC incluyendo
su implicacién en la secrecién y exocitosis, contracciéon del musculo
liso, expresion de genes y proliferacién celular, ademas la PKC ejerce
un control negativo en varias etapas del proceso de sefalizacion celu-
lar (NisHizuka 1992).

=
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FIGURA 8.
Activacion de células diferenciadas e indiferenciadas a través de PKC.

TABLA 1.
Clasificacién de las isoenzimas de la familia PKC.

" ramiie T o | oo |

Clasicas o, B, Buy Ca**, DAG, PS, PMA
Nuevas d,¢m, 0 PS, DAG, PMA
Atipicas T, M PS
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La implicacion de la PKC en el control del crecimiento y diferencia-
cion es evidente, pues varios efectores de crecimiento incluyendo el
factor de crecimiento derivado de plaquetas y en algunos casos EGF
pueden involucrar a la PKC en su proceso de transduccién de sefal
(KanasHIRO Yy KHALIL 1998).

El LPS también induce la activacién de varios caminos de transduc-
cion de senales en los que estd implicada la proteina quinasa A. El
complejo LPS-LBP se une a su receptor de membrana, esta asociaciéon
induce la expresiéon de COX-2 (ciclooxigenasa-2), la posterior forma-
cion de PGE, (prostaglandina E,), la produccion de AMP,_ y la activacion
de la PKA (Fig. 9) (CHen et al. 1999).

La proteina quinasa dependiente de AMP, (proteina quinasa A,
PKA; E.C. 2.7.1.37) fue descubierta por el grupo de Krebs, durante el
estudio de la regulacién de la glucdgeno fosforilasa (WaLsH et al. 1968;
Kress 1993a, 1993b).

l FIGURA 9.
PGE, Representacion esquematica de la
l activacién de la PKA inducida por LPS.
Abreviaturas: LPS, lipopolisacaridos;

AMP LBP, proteina que se une al LPS; COX-2,
ciclooxigenasa 2; PGE,, prostaglandina E,;
l AMP,, adenosin monofosfato ciclico; PKA,
PKA proteina quinasa A; mCD14, complejo

diferenaciado de membrana.
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En su estado inactivo, la enzima es un tretamero formado por dos
subunidades reguladoras (R) y dos subunidades cataliticas (C). La
unién de AMP, a las primeras promueve la disociacién de la holoen-
zima en un dimero de subunidades reguladoras y dos subunidades
cataliticas monomeéricas y activas que pueden fosforilar restos de se-
rina o treonina de un amplio espectro de proteinas, dependiendo del
tipo de célula y de su estado de diferenciacion, lo que se traduce en
numerosos efectos bioldgicos (Zetterquist et al. 1990).

En relacién a los caminos de transduccion de sefales se ha observado
que la IL-18 y TNF-a pueden activar la PKC o la PKA, via fosfolipasa C
y adenilato ciclasa respectivamente (Dinarelo 1991; Vilcek y Lee 1991).
La activacion o inhibicion de la adenilato ciclasa es una de las funciones
mejor estudiadas en cuanto a la modulaciéon de efectores a través de
receptores hormonales acoplados a proteinas G (Fig. 10) (Herrera 1993).

PI <> PIP <> PIP,
AC
(©) £l
G
PKC
ey
& Py
/ l ATP AMP,
Movilizacion o
de Caz+ Fosfonlaloon
de proteinas \

FIGURA 10.

Sistemas de la adenilato ciclasa y del fosfatidilinositol en la respuesta hormonal.
Abreviaturas: PKA y PKC, proteina quinasa A y C; PDE, fosfodiesterasa
de fosfatidilinositol; PI, PIP, PIP, , fosfatidilinositol, fosfatidilinositol 4-fosfato
y fosfatidilinositol 4.5- bisfosfato; IP3,inositol-1,4,5 trifosfato; DG, diacilglicerol;
AC, adenilato ciclasa.
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En el manto de Mytilus galloprovincialis se ha purificado una pro-
tefna de 105 kDa (p105) que presenta actividad quinasa dependiente
de fosfatidil L-serina y PMA, e independiente de Ca*". Los inductores
LPS e IL-2 provocan cambios en la expresion de p105, pero no de la
subunidad reguladora de la PKA (Cao et al. 2007).

Los parametros cinéticos de esta proteina p105 la asemejan a iso-
formas de nPKC de mamiferos. Ademas el Ca?* ejerce una inhibicién
de tipo mixto sobre la enzima purificada. La proteina p105 es capaz de
autofosforilarse, en condiciones de ensayo, sin mediar la presencia de
cofactores lipidicos. Esta proteina también se encuentra presente en
manto, branquias, pie, musculo aductor, hepatopancreas y hemocitos
de M. galloprovincialis. La estimulacién de hemocitos con PMA induce
la translocacién de p105 a la membrana plasmatica y se regula por
degradaciéon (Down-Regulation) en funcion del tiempo de exposicion.
Esta enzima fosforilada contiene residuos de P-Ser. Por otra parte, se
obtuvieron anticuerpos policlonales que reconocen especificamente
p105 (Mercapo 2001). También se ha caracterizado la proteina quinasa
dependiente de AMP, procedente del mejillon Mytilus galloprovincia-
lis. Al igual que ocurre con su homoéloga de mamiferos, la enzima del
molusco estd constituida por dos tipos de subunidades: catalitica y
reguladora, que fueron purificadas de forma independiente mediante
procesos diferentes.

La subunidad catalitica de la PKA de mejillén mostré unas propieda-
des tanto fisicas como cinéticas y un mecanismo de regulacion, esen-
cialmente idénticos a los descritos para la proteina homologa de ma-
miferos, lo que sugiere un elevado grado de conservacion estructural
entre ambas proteinas a pesar de las diferencias en la escala evolutiva.

En extractos de manto de mejillén, se identificaron tres proteinas
gue unen especificamente AMP,, con masas moleculares de 54 kDa,
42 kDa y 37 kDa, que posteriormente fueron purificadas mediante
cromatografia de afinidad a través de AMPagarosa. Sin embargo, de
las tres proteinas, solamente la de 54 kDa fue capaz de reasociarse
con la subunidad catalitica de la PKA e inhibir su actividad quinasa,
en ausencia de AMP,, lo que indica que Unicamente esta proteina
puede actuar como subunidad reguladora de la proteina quinasa A
del molusco.
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En relacion a las proteinas que unen AMP. de 42 kDa y 37 kDa,
incapaces de inhibir la subunidad catalitica de la PKA, probablemente
son fragmentos proteoliticos procedentes de la subunidad reguladora,
tal como indica el hecho de que sean reconocidas por un anticuerpo
generado frente a la proteina de 54 kDa (Cao, 1996).

Todavia queda mucho por hacer hasta que se identifiquen los com-
ponentes implicados en la transduccion de sefales de moluscos y su
relacion con diversas rutas de sefalizacion intracelular.
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Resumen

El uso de bacterias probioticas es desde hace algunos afios la alter-
nativa mas prometedora en acuicultura para la mejora del desarrollo de
los cultivos, evitando asi los perjuicios derivados de los antibioticos y
otros medios de control, que ademas no han demostrado ser suficien-
temente eficaces.

En este capitulo se analizan las ventajas de su aplicacién concreta
en el caso de los criaderos de moluscos bivalvos, en relacion con las
particularidades de este tipo de cultivos. La necesidad de su utilizacién
viene justificada por los inconvenientes de los diferentes sistemas de
control de las enfermedades utilizados habitualmente, como los tra-
tamientos del agua y la quimioterapia. Se profundiza en la definicién
de “probidtico” en acuicultura, término sobre el cual todavia no se ha
llegado a un acuerdo, describiendo cuales deben ser sus caracteristicas
ideales. Se indican ademds, las diferentes especies bacterianas que se
han sugeridos como potenciales probidticos para cultivos larvarios de
bivalvos, sus origenes, la forma en que han sido seleccionadas, los mo-
dos de accién y sus posibles aplicaciones en los criaderos.
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Abstract

The use of probiotic bacteria is the most promising alternative in aqua-
culture for the enhancement of the development of cultures, avoiding the
hazards derived from antibiotics and other control measures, that have been
proved to be not effective enough.

In this chapter, the advantages of their specific application in bivalve
hatcheries are analyzed, considering the special characteristics of this type of
cultures. The need of their utilisation is justified by the disadvantages of the
different systems of disease control usually applied, like treatmente of water
and chemotherapy. The definition of ‘probiotic’ in aquaculture, subjected to
controversy about its exact meaning, is discussed in depth, describing their
ideal characteristics. The different bacterial species suggested as potential
probiotics are considered, as well as the way to selected them, the modes of
actions and their possible applications in hatcheries.

1. INTRODUCCION

El cultivo de moluscos bivalvos en criadero, como ya se ha referido
en otros capitulos, estd afectado frecuentemente por episodios de
mortalidades graves, que en muchas ocasiones pueden relacionarse
con infecciones microbiolégicas, principalmente bacterianas. La conse-
cuencia a gran escala es la pérdida de lotes completos de produccién,
que implica no sélo problemas econémicos sino también una falta de
regularidad en el suministro de semilla para el cultivo exterior.

La falta de estudios sistematicos y rigurosos acerca de los poblacio-
nes bacterianas asociadas a estos cultivos y, por tanto, su desconoci-
miento, han llevado a la busqueda de soluciones siempre orientadas
a la eliminacion total de la microbiota en el punto de control mas
factible, el agua de cultivo. Los diferentes métodos empleados, desde
los tratamientos del agua hasta la quimioterapia, han demostrado no
ser suficientes para evitar los episodios de mortalidades. Este hecho,
junto con los multiples inconvenientes que presentan, obligd a la
apertura de vias alternativas entre las que destaca claramente el uso
de bacterias probidticas. El enfoque cambia hacia la obtencion de una
poblacion bacteriana equilibrada con capacidad de autorregulacion.
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2. METODOS CLASICOS DE CONTROL
DE PATOGENOS

2.1. Tratamiento del agua

La influencia del medio en los cultivos en criadero es muy importan-
te. Hay que tener en cuenta que las larvas de bivalvos son liberadas en
estadios ontogénicos tempranos, especialmente sensibles a potencia-
les infecciones, que se ven, ademas, favorecidas por la alimentacion
filtradora, que conlleva un flujo constante del agua de cultivo a través
de su organismo. Otros factores que aumentan los riesgos son la per-
manencia en circuito cerrado, en una misma agua de cultivo durante
periodos de 2-3 dias, y el aporte regular al medio de materia organica
y bacterias a través del alimento. Todo ello ha llevado a que la calidad
microbioldgica del agua de cultivo sea el principal punto de control
para evitar enfermedades bacterianas.

Es habitual que el agua utilizada en los criaderos sea sometida
a algun proceso con el objetivo de reducir la poblacién bacteriana
asociada. En general suele haber un primer paso de decantacién del
agua natural bombeada desde el mar. Una vez eliminadas buena parte
de las particulas sélidas en suspensién se procede a la filtracion, un
tratamiento caro, cuyo coste se incrementa en funciéon del volumen de
agua gue se filtre y el grado de filtracion que se quiera alcanzar. Este
primer inconveniente hace que sélo se llegue al maximo tratamien-
to en lo que se consideran las secciones mas sensibles del criadero,
correspondientes en general a los cultivos larvarios y los cultivos de
fitoplancton que se mantienen a menor volumen.

La filtracion reduce el numero de bacterias viables, pero su eficiencia
en relacién con el numero total de bacterias es menos regular (JeatHon
et al. 1988). Sus estudios con cultivos en criadero de Pecten maximus
muestran un incremento del recuento de heterétrofas viables en los
dias siguientes a la filtracién, probablemente asociado al aporte diario
de fitoplancton. De cualquier manera, resulta una practica recomen-
dable para reducir los contenidos tanto bacterianos como de materia
organica, que ofrece mejores resultados que otros sistemas, como la
pasteurizacion. En un estudio realizado por Lewis et al. (1988) en un
criadero de Crassostrea gigas, comparando ambos tipos de tratamien-
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to para el agua empleada para los cultivos de microalgas que sirven de
alimento a las larvas, la filtracion ofrece mejores resultados. El principal
inconveniente de la pasteurizacion es que en este sistema el largo cir-
cuito de tuberias junto con el tiempo que es necesario esperar hasta
gue el agua enfria, facilitan la contaminacién por microorganismos
antes de que se lleguen a inocular los cultivos algales.

El filtro de carbén es otra de las opciones aplicadas en algunos ca-
sos, pero Brown (1983) comprueba que aungue se puede ver un efec-
to inicial positivo en los cultivos de C. virginica, al cabo de tres sema-
nas resulta perjudicial si no se cambia a diario el agua. La desinfeccion
por lejia (cloracion) también ha sido utilizada, pero presenta grandes
problemas entre los que destaca la interferencia en el mecanismo de
bombeo, como recogen VasconceLos y Lee (1972) para cultivos larvarios
de C. gigas. Hay algunos estudios que sugieren que reacciones entre
la lejfa y el nitrbgeno organico en el agua pueden producir residuos
toxicos para organismos marinos (Jorquera et al. 2002). También se ha
utilizado ozono, pero se ha descrito la presencia en el agua de resi-
duos, productos de altas dosis de este tratamiento, que son toxicos
para peces y bivalvos (Jorquera et al. 2002).

Junto con la filtracion, el sistema de esterilizacion mas habitual es el
tratamiento del agua con radiacién ultravioleta (UV), con un indiscuti-
ble poder letal sobre las bacterias. Sin embargo, existen discrepancias
respecto a sus efectos reales cuando se aplica en el agua de cultivo
de criaderos. VasconceLos y Lee (1972) encuentran ventajas en su uso,
ya que tras el tratamiento del agua con UV disminuyen diferentes
poblaciones bacterianas, como Pseudomonas, Vibrio, coliformes y
cocos Gram positivos, entre las que se encuentran algunos poten-
ciales patégenos. De la microbiota estudiada por estos autores, sélo
hay un aumento del grupo Acinetobacter-Moraxella. Otros autores,
como MurcHeLaNo et al. (1975) encuentran importantes variaciones
entre diferentes muestras de cultivos larvarios de C. virginica, aunque
en general haya una reduccion significativa del nimero de bacterias.
Con respecto a la composicion de la poblacion bacteriana, hay una
disminucion de Vibrio, Achromobacter y Flavobacterium, pero en este
caso se registra un aumento del numero de Pseudomonas (dominan-
tes también en el agua sin tratar). En general observan una menor
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diversidad en el agua tratada y una reduccién en la proporcion de
bacterias pigmentadas. Lobeiros et al. (1987) observan la disminucion
de la poblacion de vibrios en cultivos larvarios de Ostrea edulis. Sin
embargo, Brown (1981) encuentra que el mismo tratamiento con UV
es efectivo frente a una de las dos cepas de Vibrio spp. patdgenas
que ensaya, mientras que la otra cepa se recupera después de una
inhibicion inicial.

Por tanto, no solo el efecto del tratamiento por UV no parece ser
homogéneo para todas las poblaciones bacterianas, sino que otros
factores como la dosis empleada, el flujo de agua vy la eficiencia indivi-
dual de la unidad de irradiacion, afaden variabilidad a los resultados.
BrowN y Russo (1979) muestran el efecto positivo del tratamiento por
UV del agua en que se eclosionan larvas de C. virginica, agua que
previamente ha sido filtrada e inoculada con bacterias patdgenas de
los géneros Vibrio y Pseudomonas. Pero, junto con la disminucion
de los efectos de los patégenos y de la posibilidad de episodios de
mortalidades, apuntan el grave riesgo que supone el que el mismo
tratamiento pueda ser bacteriostatico en lugar de bactericida, si la
dosis empleada no es la adecuada. Este riesgo de una inhibicién tem-
poral, con el simple retraso del crecimiento de algunas bacterias, es
apuntada en trabajos posteriores (BrRown 1983). Litvep et al. (1995)
observan una vez mas resultados en esta misma linea, con la nece-
sidad de diferentes dosis para la inactivacion de patégenos distintos.
La eficiencia del tratamiento puede verse menguada también por el
contenido organico del agua, por aquellas pequefas particulas a las
que se puedan encontrar unidas bacterias (Litvep y Crieps 1999). En
general, estas grandes diferencias de efectividad pueden llevar a la
seleccién de poblaciones no deseadas, dentro de aquellas resistentes
al tratamiento, que se encontrarian con un nicho ecolégico favorable
para su rapido desarrollo. Junto con todo lo expuesto, el UV presenta
otros inconvenientes como su elevado coste econémico y la imposibi-
lidad del tratamiento de grandes volimenes de agua.

2.2. Quimioterapia

El uso de antibioticos es un método muy extendido en los criade-
ros de bivalvos, desde que Davis y CHantey (1956) demostraran que
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su utilizacion puede reducir las mortalidades larvarias de Mercenaria
mercenaria. Sin embargo, en paralelo con los trabajos que confirman
sus efectos beneficiosos sobre los cultivos larvarios de bivalvos, se han
descrito otros efectos tdxicos, asi como casos de falta de efectividad
o inconsistencia de los resultados obtenidos (ver revisiones D’AGosTINO
1975; Lt Pennec y PriEUR 1977; Prapo 2006).

Entre los estudios que ponen de manifiesto los graves riesgos
que implica el uso de antibiéticos en cultivos larvarios de bivalvos
esta el trabajo de Jerrries (1982), que observa que el tratamiento con
cloranfenicol consigue una ligera recuperacién de un cultivo larvario
de C. gigas, pero que al mismo tiempo causa un cese de la natacion
larvaria, es decir, de la alimentacién. En experimentos con Mytilus
edulis (Hity 1974), el tratamiento con cloranfenicol conlleva una buena
supervivencia pero con un desarrollo lento, efecto contrario al uso de
la combinacién ampicilina-estreptomicina, con desarrollo excelente y
baja supervivencia. Hay ejemplos también de un mismo antibidtico
gue puede tener un efecto variable, téxico o beneficioso, sobre culti-
vos de una misma especie, como es el caso de la polimixina B en C.
virginica (BrowN 1983). Para esta misma ostra, la eritromicina resulta
téxica a la dosis efectiva (Brown y TeTelBACH 1988); mientras que los
resultados obtenidos con este antibiético para Pecten maximus son in-
consistentes (RoserT et al. 1996). La rifampina, aunque obtiene buenas
supervivencias iniciales, causa deformaciones en cultivos de Tridacna
derasa (Firt et al. 1992).

Es interesante el trabajo de Hipu y TusiasH (1963), con cultivos larva-
rios de M. mercenaria y C. virginica, cuya tasa de crecimiento mejora
al ser tratados con Combistrep (dihidroestreptomicina+estreptomici
na sulfato). Observan una relacion entre la carga bacteriana inicial y
el efecto obtenido. En agua de mar que presenta recuentos iniciales
altos, la mejora del crecimiento es mayor que en agua con contenidos
iniciales bajos. Es mas, en cultivos sin bacterias el antibiético no tiene
un efecto favorable. Cuando analizan los cambios producidos en las
poblaciones bacterianas presentes en el agua, se encuentran con que
el nimero de bacterias aumenta en relacion directa con la dosis de
antibiotico. Se sugiere, por tanto, que el antibidtico selecciona una
determinada poblaciéon bacteriana que es la que realmente tiene un
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efecto positivo sobre el crecimiento larvario, quizad por inhibicién de
otras especies productoras de toxinas.

A la falta de efectividad o la inconsistencia de los resultados obteni-
dos, hay que unir otros inconvenientes a la hora de utilizar antibioticos
en criaderos de bivalvos derivados de las caracteristicas de las propias
sustancias, como la rapida degradacion de la tetraciclina y la penicili-
na por pH elevado como el del agua del mar, el favorecimiento de la
aparicion de resistencias por el uso de estreptomicina o la toxicidad
para muchos invertebrados de la neomicina a dosis altas (estable en
agua de mar y lenta en el desarrollo de resistencias). El cloranfenicol,
el antibiotico de uso mas extendido en criaderos de bivalvos, aunque
tiene una vida media larga, es extremadamente téxico, pudiendo cau-
sar deformidades larvarias y con conocidos riesgos para el ser humano,
ademas de favorecer el desarrollo de resistencias.

Otro gran problema es el coste econdmico de los tratamientos con
antibioticos, que en acuicultura puede igualar al coste del stock (Bati-
capos et al. 1990). Asi, la utilizacion simultdnea de combinaciones de
antibioticos estables y de amplio espectro, que seria la mejor opcion,
es inaplicable en cultivos larvarios de bivalvos (Waine 1958; FiiT et al.
1992).

Mencion especial merece la aparicion de resistencias. La resistencia
a un antibidtico es un fendmeno por el que cultivos bacterianos inicial-
mente sensibles a él dejan de serlo, pudiendo incluso multiplicarse en
su presencia. Los plasmidos R, presentes de forma natural en diferentes
bacterias marinas (incluyendo vibrios patégenos), confieren resisten-
cia a un amplio espectro de agentes antibacterianos, implicando un
riesgo de infeccion por este tipo de bacterias incluso para criaderos
que no utilicen antibiéticos (Jerrris 1982; Brown y TETTELBACH 1988). La
aparicion de resistencias esté favorecida por el uso de los antibiéticos
como tratamiento rutinario preventivo (Le Pennec y Prieur 1977), al ser
las mortalidades larvarias fulminantes e imposibles de tratar una vez se
detectan. Una consecuencia inmediata es la apariciéon y persistencia de
enfermedades que no pueden ser tratadas de forma eficiente (McpPHeAR-
soN et al. 1991; SeancGaArD et al. 1993; KARUNASAGAR et al. 1994).

Existe también la posibilidad de transferencia de factores de resis-
tencia a potenciales patbgenos humanos, con el consiguiente riesgo
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para los trabajadores de los criaderos (Jerrries 1982; McpHeARSON et al.
1991; SpanceaarD et al. 1993). Ademas, mediante el intercambio de
agua que hay entre el criadero y el medio natural, se pueden propagar
las bacterias resistentes (McpHearsoN et al. 1991) e incluso depositar en
sedimentos marinos, de los que pueden ser liberadas posteriormente
(Nvcaarp et al. 1992).

Por ultimo, la legislacion es cada vez mas restrictiva con el uso de
antibidticos. Es el caso del cloranfenicol, cuyo uso ha sido prohibido
en cualquier animal susceptible de ser destinado al consumo humano
(Anexo IV del Reglamento de la CEE 2377/90/EEC), debido tanto a sus
potenciales efectos téxicos para humanos como a la imposibilidad de
determinar niveles seguros de residuos.

En general, todos los tratamientos expuestos (filtracién, ultravioleta,
guimioterapia, etc.) buscan la eliminacion de la microbiota asociada
al agua de los cultivos. Este objetivo no parece razonable, ya que la
poblacion bacteriana, o al menos parte de ella, tiene un efecto be-
neficioso en el desarrollo larvario. Hiou y TuslasH (1963) relacionan el
crecimiento larvario con el numero y especies de bacterias existentes
en el cultivo, sugiriendo su papel como fuente de nutrientes. Parecen
satisfacer requerimientos metabdlicos, aportando vitaminas u otros
factores de crecimiento (Prieur et al. 1990). También la produccién
de enzimas extracelulares puede ayudar en el aprovechamiento del
alimento, los procesos digestivos o la eliminacién de residuos toxicos
(DoulLLeT y Langpon 1993). De hecho, estudios de supervivencia larvaria
de Argopecten purpuratus en agua de mar con diferentes grados de
filtracion muestran que esta es maxima en el agua menos filtrada
(5,0 um), en la que se pueden ver agregados bacterianos, que pueden
ser ingeridos y servir como promotores del crecimiento (RiqueLve et al.
1997).

Hay que considerar ademas que la eliminacion total de la micro-
biota facilita la colonizacién del medio por poblaciones bacterianas
gue pueden no ser las deseadas. La competencia natural que lleva al
equilibrio desaparece, dejando vacio un nicho ecolégico muy apete-
cible, a lo que hay que sumar el aporte regular de materia organica y
las condiciones de cultivo. Y aunque se elimine la poblacion del agua,
las bacterias siguen incorporandose al sistema a través del alimento y

I 490



PROBIOTICOS EN CULTIVOS LARVARIOS DE MOLUSCOS BIVALVOS...

asociadas a las propias larvas. En conjunto es un medio de cultivo ido-
neo para la proliferacion de bacterias con rapidas tasas de crecimiento,
como es el caso de los patégenos oportunistas mas frecuentes en
cultivos larvarios de bivalvos, pertenecientes al género Vibrio.

El objetivo a perseguir ha de ser la obtencion de una poblacién
bacteriana equilibrada y con capacidad para el control de la prolife-
racion de los potenciales patdgenos oportunistas asociados al sistema
de forma natural.

La vacunacion, una alternativa que ha obtenido excelentes resulta-
dos en el cultivo de peces (Toranzo et al. 1996; RomaLpe et al. 2003), no
es aplicable a los moluscos, ya que carecen de un verdadero sistema
inmunoldgico.

Por todo lo expuesto hasta el momento, es necesaria la busqueda
de nuevas soluciones para el control de enfermedades bacterianas en
los cultivos de bivalvos en criadero.

3. PROBIOTICOS
3.1. Definicion

El término ‘probidtico’ se utiliza por primera vez en 1965, cuan-
do Ly y Stiwecl lo definen como «sustancias producidas por un
protozoo que estimulan el crecimiento de otro». Posteriormente,
PARker (1974) define ‘probidtico’ como «organismos y sustancias que
contribuyen al balance intestinal». Como esta definicién incluiria a
antibioticos o acidos grasos de cadena corta, Futter (1989) propone
una definicién mas precisa: «un microorganismo vivo que como Su-
plemento alimenticio beneficia al hospedador mejorando su balance
microbiano intestinal». Tannock (1997) apunta entonces que el efecto
en el balance microbiano intestinal no se ha demostrado en muchos
casos, proponiendo «células microbianas vivas administradas como
suplementos en la dieta con el objeto de mejorar la salud».

Todas estas definiciones responden a la utilizacion en homeoter-
mos, pero al aplicar el término en acuicultura y considerar el transito
de los microorganismos en el medio acuético se justificaria la exten-
sion del concepto a aquellos preparados microbianos vivos utilizados
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para tratar los tanques de cultivo. MoriarTy (1998) propone ampliar la
definicién a microorganismos afadidos al agua, pero esto haria muy
vaga la definicién de Tannock (1997).

En 1999, Gatesoure da una definicién alternativa para su uso en
acuicultura, «células microbianas administradas de forma que pene-
tren en el tracto gastrointestinal y permanezcan vivas, con el objeto
de mejorar la salud del hospedador». Considera de este modo el
tratamiento con probiéticos como un método de ‘control biolégico’
o ‘biocontrol’, término que se refiere a la limitacién o eliminacion
de enfermedades mediante la introduccién de organismos antago-
nistas de los agentes etioldgicos, ya sean parasitos o patdbgenos es-
pecificos. De hecho, Maeba et al. (1997) proponen denominar como
'biocontrol’ los métodos de tratamiento utilizando «el antagonismo
entre microorganismos (...) por el que los patdgenos pueden ser
eliminados o reducidos en nimero en el medio ambiente de la
acuicultura».

Gram et al. (1999) amplian la definicion de ‘probidtico’ a «un su-
plemento microbiano vivo que beneficia al hospedador mejorando
su balance microbioldgico», eliminando la restricciéon de mejora del
balance intestinal. Gomez-GiL et al. (2000) apoyan esta definicion, di-
ferenciando el término del de ‘control bioldgico’ ya que un probidtico
no necesariamente ataca de forma directa a un patdégeno, pudiendo
simplemente prevenir los dafios causados por este, impedir su unién al
hospedador, inhibir su crecimiento, etc. Separan también el concepto
del de ‘promotor del crecimiento’, puesto que la accién del probidtico
no se limita a la mejora del crecimiento, sino que esta asociada a una
mejora general de la salud.

Finalmente, VerscHuere et al. (2000) dan una definicion de ‘probioti-
co’ que recoge la estrecha interacciéon en la acuicultura del animal con
el medio que le rodea, y que resulta la mas apropiada para su apli-
cacion a los cultivos larvarios de bivalvos. Un “probiético’ se definiria
como un «aditivo microbiano vivo que tiene un efecto beneficioso so-
bre el hospedador, modificando la microbiota asociada al hospedador
o al ambiente, asegurando un uso éptimo del alimento o mejorando
su valor nutricional, mejorando la respuesta del hospedador frente a la
enfermedad, o mejorando la calidad de su medio ambiente.»
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De cualquier manera, la polémica no esta resuelta y continda la pu-
blicacion de trabajos acerca de la definicion de ‘probidtico’ en relacion
con su aplicaciéon en acuicultura. Asi, [rianTo y Austin (2002) proponen
la definiciébn «un microorganismo entero o un componente(s) que
sean beneficiosos para la salud del hospedador», retomando caracte-
risticas postuladas anteriormente, como su efectividad en rangos de
temperatura y salinidad extremas. Ademas, diferencian ‘probiético’
como aditivo aportado por alimento, frente a ‘vacuna’, que se referiria
a productos veterinarios aplicados por inyeccion o inmersion. Con ello
vuelven las complicaciones para la aplicaciéon del término a la acuicul-
tura de bivalvos, ya gue no se puede hablar del establecimiento de una
poblacion bacteriana en las larvas diferente a aquella existente en el
agua de cultivo (Jorquera et al. 2001), ademas de no poder determi-
narse las diferencias que sugieren entre vacunacion y probidtico. VInNe
et al. (2006) retoman la definicién de Gatesoure (1999), utilizandola en
su revision de probidticos en larvicultura marina, aunque a pesar de su
titulo se limita a los cultivos larvarios de peces. En una nueva revision
(Kesarcop-Wartson et al. 2008) se apoya la definicion de Irianto y AusTin
(2002), sefialando que al no ser preciso que se trate de un cultivo
vivo se permite la inclusién de sustancias, derivados bacterianos, que
parecen presentar propiedades inmunoestimulantes. Por otro lado,
eliminan como requisito la actuacién en el tracto gastrointestinal,
apuntando que los efectos deseados, como competicién por nutrien-
tes o produccién de sustancias inhibidoras, pueden darse en el agua
de cultivo.

Considerando todas las definiciones propuestas hasta el momento
para su aplicacion en acuicultura, y concretamente en cultivos larvarios
de bivalvos, la mas apropiada sigue siendo la propuesta por VERSCHUERE
et al. (2000). Incluye la condicion de que se trate de un microorga-
nismo vivo, importante ya que es lo que posibilita la obtencién de un
equilibrio por la propia regulaciéon del sistema, evitando los problemas
derivados del uso de sustancias, aunque sean de origen bacteriano,
como es el caso de los antibidticos. Ademas, recoge las particulari-
dades de los cultivos larvarios, tanto en lo que respecta a su estrecha
interaccion con el medio, como a su falta de un verdadero sistema
inmunitario.
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3.2. Modos de accion

En la bibliografia son numerosas las referencias a los diferentes
modos de accién mediante los que los probidticos consiguen tener
un efecto beneficioso sobre los organismos diana, considerados estos
como objetivos finales de este beneficio. Este efecto se puede alcanzar
a través de diferentes mecanismos: complemento nutricional, mejora
del aprovechamiento del alimento, mejora de la respuesta inmunitaria,
actividad antibacteriana, competencia por sustancias, energfa o espacio
de adhesion, estimulacion de procesos y mejora de la calidad del agua.

En el caso especifico de los cultivos de bivalvos en criadero, los modos
de accion recogidos en la bibliografia son sélo algunos de los mencio-
nados (Tabla 1). Pueden actuar como complemento nutricional (DouiLLeT
y Langpon 1994) o tener un papel como estimulantes de procesos con-
cretos como la fijaciéon o la metamorfosis (Firr et al. 1990; Szewzvk et al.
1991; Trmar et al. 1992; Lemz y WaGner 1993; WalcH et al. 1999), de gran
importancia en bivalvos. De cualquier manera, dado que las larvas son
liberadas al medio externo en estadios ontogénicos tempranos, estando
expuestas a desodrdenes asociados a la microbiota cuando su desarrollo
no es completo, parece que el modo de accién mas interesante para su
aplicacion en este tipo de cultivos es la actividad antibacteriana, extendi-
da entre bacterias marinas (Dorazo et al. 1988; Baria et al. 1989; LobEeRros
et al. 1989; Lemos et al. 1991; Riqueve et al. 1996; Riquewve et al. 1997;
GiesoN et al. 1998; Jorquera et al. 1999; Nakamura et al. 1999; Ruiz-PonTe
et al. 1999; RiqueLme et al. 2001; Prabo 2006);. De esta forma se mejora
la calidad del agua, en lo que respecta a la composicién de la poblacion
bacteriana y el control de especies potencialmente patégenas, a través
de la busqueda de un equilibrio dependiente de las interacciones den-
tro de la propia microbiota, y evitando los riesgos conocidos del uso de
agentes quimioterapicos (Tabla 2, Fig. 1).

Las caracteristicas deseables de un probidtico, ademas de su con-

dicion de microorganismo vivo, adaptadas para su aplicacién en acui-
cultura de bivalvos, serfan:

a) Origen en el medio en que va a ser utilizado, es decir, una bacte-
ria marina en este caso preferiblemente autéctona de criaderos
(RiQuELME et al. 1996; VerscHuere et al. 2000), asegurando de esta
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Lodeiros et al.

Douillet y
Langdon

Douillet y
Langdon

Riquelme et al.

Riquelme et al.

Gibson et al.

Avendafo y
Riquelme

Nakamura et al.

Ruiz-Ponte et al.

Riquelme et al.

Longeon et al.

Prado
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1989

1993

1994

1996

1997

1998

1999

1999

1999

2001

2004

2006

TABLA 1.
Revisién de trabajos sobre probidticos ensayados en cultivos larvarios de bivalvos.

Flavobacterium sp.
P14

Alteromonas sp. CA2

Alteromonas sp. CA2

Alt. haloplanktis'
INH

Pseudomonas sp. 11

Vibrio sp. C33

Aeromonas media
A199

Vibrio sp. C33

S21

Roseobacter
gallaeciensis® BS107
Vibrio sp. C33
Pseudomonass. 11

Bacillus sp. B2

Pseudoalteromonas
sp. X153

Phaeobacter
gallaeciensis 154

Actividad antibacteriana

Mejora la tasa de crecimiento
Mejora la tasa de supervivencia

Mejora la tasa de crecimiento

Proteccion frente a infeccion
Actividad antibacteriana
(Vibrio anguillarum-like)

Proteccion frente a infeccion
Actividad antibacteriana
(Vibrio anguillarum-like)

Mejora la tasa de supervivencia
Actividad antibacteriana
(Vibrio anguillarum-like)

Mejora la tasa de supervivencia
Actividad antibacteriana
(Vibrio tubiashii)

Actividad antibacteriana
(Vibrio anguillarum-like)

Mejora la tasa de supervivencia
Actividad antibacteriana
(Vibrio alginolyticus)

Mejora la tasa de supervivencia
Actividad antibacteriana
(Vibrio pectenicida)

Mejora la tasa de supervivencia

Mejora la tasa de supervivencia
*Disminuye la tasa de
crecimiento

Mejora la tasa de supervivencia
Actividad antibacteriana

Pecten ziczac

Crassostrea gigas

C. gigas

Argopecten
purpuratus

A. purpuratus

A. purpuratus

C. gigas

A. purpuratus

C. gigas

Pecten maximus

A. purpuratus

P. maximus

Ostrea edulis

1 Actualmente Pseudoalteromonas haloplanktis.
? Actualmente Phaeobacter gallaciensis.
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TABLA 2.

Resumen de los trabajos publicados acerca del espectro de actividad de bacterias marinas.

Cepa y origen Cepas testigo™ ™"

Riquelme
etal. 1996

Gibson
etal. 1998

Jorquera
etal. 1999

Ruiz-Ponte
etal. 1999

Robertson
etal. 2000

Chythanya
et al. 2002

Tiirola

etal. 2002

Longeon
et al. 2004

Alteromonas haloplanktis'
INH

Gonada de reproductor
Argopecten purpuratus

Aeromonas media
A199

Vibrio sp.

33

Agua de cultivo A.
purpuratus

Roseobacter gallaeciensis®
BS107

Cultivo larvario y
colectores

Pecten maximus

Carnobacterium sp.
K1
Digestivo Salmo salar

Pseudomonas aeruginosa
-2
Agua de mar

Pseudomonas sp.
MT5

Salmo salar
Oncorhynchus mykiss
con flavobacteriosis

Pseudoalteromonas
X153
Guijarros marinos

V. alginolyticus, V. anguillarum, V. parahaemolyticus, V. damsela?,
V. ordalii

Achromobacter sp., A. hydrophila, Escherichia coli, Morganella
morganii, Proteus vulgaris, Ps. fluorescens, Salmonella
typhimurium, Shewanella putrefaciens, S. aureus

V. alginolyticus, V. anguillarum, V. cholerae, V. harveyi,

V. parahaemolyticus, V. splendidus, V. tubiashii, V. vulnificus
A. caviae, A. hydrophila, A. salmonicida, A. veronii var sobria’,
Ph. damselae subsp. damselae, Yersinia ruckeri

. S

V. aestuarianus, V. alginolyticus, V. anguillarum,V. damsela?,
V. splendidus, V. ordalii, V. parahaemolyticus, A. hydrophila,
Ph. damselae subsp.damselae

V. anguillarum, V. alginolyticus, V. damsela?, V. pelagius,
V. splendidus, V. tubiashii, V. vulnificus

Acinetobacter sp., A. salmonicida, Pasteurella piscicida®,
Ps. doudoroffii’, S. aureus, Xanthomonas sp.

V. anguillarum, V. ordalii, V. alginolyticus, V. harveyi
A. hydrophila, A. salmonicida, Flavobacterium psychrophilum,
Ph. damselae subsp. piscicida, «Streptococcus milleri»

il B Versiniareicker

7

V. harveyi, V. vulnificus, V. damsela’, V. fluvialis,
V. parahaemolyticus

Cytophaga sp., E. coli, Flavobacterium sp., F. columnare,
F. psychrophilum, Bacillus pabuli®, Rhodococcus erythropolis,
Y. ruckeri

Baciftus-mycoides

V. alginolyticus, V. anguillarum, V. carcharia€’, V. costicola®,
V. damseld?, V. haloplanktis', V. harveyi, V. mediterranei,

V. natriegens, V. parahaemolyticus, V. pectenicida, V. pelagius,
V. proteolyticus, V. splendidus, V. tapetis, V. vulnificus
Cytophaga lytica'', C.marinoflava, Deleya marina',

E. coli, Halomonas elongata, Marinobacterium jannaschii',
Propionibacterium acnes, P. granulosum, Ps. doudoroffi,

Ps. nautica', S. aureus, S. epidermidis

(Continuia)
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TABLA 2. (Continuacion)

Autor Cepa y origen Cepas testigo™ ™"
Prado 2006 Phaeobacter gallaeciensis V. aestuarianus, V. alginolyticus, V. anguillarum, V. fischeri,
154 V. fluvialis, V. harveyi, V. logei, V. mimicus, V. natriegens,
Criaderos de bivalvos V. neptunius, V. parahaemolyticus, V. pelagius, V. proteolyticus,

V. splendidus, V. tapetis, V. tubiashii, V. vulnificus, Vibrio sp.
Tenacibaculum maritimum, Ph. damselae subsp. piscicida,
Ps. anguilliseptica, Edwarsiella tarda

Ps—Afitiorescens

* los nombres tachados corresponden a bacterias resistentes.

**V = Vibrio, A = Aeromonas, Ps = Pseudomonas, S = Staphylococcus, Ph = Photobacterium.

Actualmente 'Pseudoalteromonas haloplanktis subsp. haloplanktis, 2Photobacterium damselae subsp. damselae, *A. sobria, *Lactococcus
garvieae, *Phaeobacter gallaeciensis, °Ph. damselae subsp. piscicida, " Oceanimonas doudoroffi, ®Paenibacillus pabuli, °V. harveyi, **Salinivibrio
costicola, "' Cellulophaga lytica, " Cobetia marina, '* Oceanospirillum jannaschii, "*Marinobacter hydrocarbonoclasticus.

FIGURA 1.
Meétodos mas utilizados para determinar la actividad antibacteriana
de una cepa: actimulos (izquierda) y doble capa (derecha).

manera su capacidad para desarrollarse en el ambiente y mini-
mizando los riesgos por introduccion de organismos aldctonos
en el sistema.

b) Tener un efecto beneficioso sobre el organismo diana, mediante
cualquiera de los modos de accion explicados.

¢) No resultar patégeno ni toxico, no sélo para el organismo diana
sino también para otros organismos vivos presentes en el medio,
como el fitoplancton. Ademas, no debe proliferar en el medio de
forma que pueda llegar a serlo.

3.3. Aplicacion de probioticos al cultive de moluscos

Los trabajos acerca de probiéticos en acuicultura corresponden ma-
yoritariamente a estudios de peces y crustaceos, habiendo poca biblio-

497 I



ENFERMEDADES DE MOLUSCOS BIVALVOS DE INTERES EN ACUICULTURA

grafia disponible de este tipo de experimentos en moluscos bivalvos.

Loberos et al. (1989) publican un primer estudio acerca del efecto
antibiotico de bacterias marinas en la supervivencia larvaria de la vieira
Pecten ziczac. Comparan el efecto sobre los cultivos larvarios de tres
cepas diferentes, Alteromonas sp. x24, Pseudomonas sp. P12 y Flavo-
bacterium sp. P14, y de sus respectivos extractos antibiéticos. Las dos
primeras resultan toxicas de cualquiera de las formas utilizadas, mien-
tras que la tercera no sélo no lo es, sino que es capaz de combatir los
efectos del patégeno Vibrio anguillarum EPp3. Resulta interesante que
los mejores resultados se obtengan al anadir el cultivo bacteriano vivo.

DoulLeT y Langpon (1993) llevan a cabo una serie de experimentos
con cultivos axénicos de larvas de ostra C. gigas, alimentados con una
dieta monoalgal axénica e inoculados con diferentes bacterias marinas.
De todos los aislados ensayados, la mayor parte tienen efecto adverso,
neutral o variable, siendo sélo una, la cepa CA2 (Alteromonas sp.), la
gue muestra un efecto beneficioso y consistente en el crecimiento y la
supervivencia larvaria. Como modo de accién general apuntan al aporte
de suplementos nutricionales que una dieta monoalgal no es capaz de
cubrir, ayudando a la fijacion de nitrégeno, o en la digestién y asimila-
cion de la microalga ingerida, gracias a la elevada proporcion de cepas
productoras de enzimas extracelulares en estos cultivos. En experimen-
tos posteriores con esta misma cepa en cultivos no axénicos (DoUILLET Y
LanGbon 1994), encuentran que el efecto varia con la concentracion bac-
teriana suministrada, siendo nociva a concentraciones de 107 células/
ml tanto para la supervivencia como para el crecimiento, mientras que
valores de 10*-10° células/ml no afectan a la supervivencia y mejoran
el crecimiento larvario. La concentracion optima, 10° células/ml, estaria
dentro del rango normal de los cultivos de larvas de bivalvos, entre 10*
y 10° células/ml (JeantHon et al. 1988). Una vez maés, sugieren como
modo de accién el aporte de nutrientes esenciales no presentes en las
microalgas o de enzimas que faciliten los procesos digestivos. Apuntan
ademas al efecto beneficioso que se observa en el porcentaje de larvas
gue realizan la metamorfosis a semilla y en el tamafio de esta al cabo
de 30 difas, aungue no formulan ninguna hipdtesis sobre el mecanismo
de accidon en este caso, pudiendo deberse a un efecto indirecto de los

beneficios generales sobre el crecimiento y desarrollo.
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PROBIOTICOS EN CULTIVOS LARVARIOS DE MOLUSCOS BIVALVOS...

Los trabajos mas amplios sobre la aplicacién de bacterias probioti-
cas en cultivos larvarios de bivalvos son los desarrollados con larvas de
Argopecten purpuratus, por el grupo de Riquelme y colaboradores.
Abordan sus estudios ensayando los efectos de la cepa INH, Pseudoal-
teromonas haloplanktis (anteriormente Alteromonas haloplanktis),
aislada de génada de reproductores (Riquetme et al. 1996). En primer
lugar, determinan in vitro su amplio espectro de inhibiciéon frente a
diferentes especies bacterianas, incluyendo miembros del género Vi-
brio. El componente(s) con actividad inhibidora, segun se desprende
de sus experimentos en medio liquido con un Vibrio anguillarum-
related (VAR) y V. alginolyticus, es producido por las células bacteria-
nas vivas y probablemente esté contenido intracelularmente. Se trata
de metabolito(s) secundario(s), excretado en la fase estacionaria de
crecimiento. La incubacion de las larvas en suspensiones de la cepa
INH les confiere proteccién frente a una posterior infeccién por VAR
a concentraciones moderadas (10° células/ml). Esto apunta a su uso
como medida profilactica, frente a los niveles bajos en que se suelen
hallar inicialmente los patégenos oportunistas en los sistemas de
acuicultura. En un trabajo posterior utilizan por primera vez el térmi-
no probidtico (Riquetve et al. 1997). Parten de una coleccion de 506
aislados relacionados con los cultivos larvarios de A. purpuratus, tanto
en laboratorio como en criadero. Por los resultados de los ensayos de
actividad antibacteriana en placa frente al patégeno VAR, combinados
con experimentos de proteccion larvaria frente a este mismo patégeno
por preincubacion en suspensiones del potencial probidtico, seleccio-
nan la cepa 11 (Pseudomonas sp.) como el mejor candidato para su
uso en cultivos larvarios. Estudian también la utilizacion de cultivos
microalgales axénicos (Isochrysis galbana) como via de incorporacion
al sistema de bacterias con actividad inhibidora (AvenpARo y RiQUELME
1999). Como resultado de sus experimentos, seleccionan la cepa C33,
Vibrio sp., por su capacidad de crecimiento en presencia de productos
extracelulares microalgales, su capacidad de inhibicion del patégeno
VAR en un medio con este tipo de productos como Unicos nutrientes,
su estimulacion del crecimiento del cultivo de fitoplancton, su conser-
vacion de la capacidad inhibidora después de multiples transferencias
del cultivo microalgal, y su ingestion eficiente y significativa por las
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