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RESUMEN
Palabras clave La tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus) es empleada como modelo animal para estudiar la
Oreochromis niloticus; gen del IFNy; in- efectividad de los productos desarrollados para la acuicultura, tales como inmunoestimulan-
munoglobulina T tes y vacunas contra patégenos que afectan algunas especies de interés comercial. Esta es-

pecie constituye a su vez una de las mas importantes para la acuicultura a escala global, con
una solida demanda en el mercado y una produccién que aumento considerablemente en las
ultimas décadas. Sin embargo, la intensificacion de su cultivo enfrenta serios retos, entre los
que se destacan la alta incidencia de patdégenos en el medio acuatico. En este contexto, es
necesario el desarrollo de métodos y herramientas para el monitoreo y el control efectivos
de patdgenos en las granjas de cultivo. Por ello, la capacidad de medir la respuesta inmuni-
taria humoral y celular facilita la evaluacion y la comprension de la respuesta inmunoldgica
desarrollada en la tilapia ante diferentes estimulos. En el presente trabajo, se identifica y aisla
por primera vez el gen que codifica para el IFNy de tilapia, ademas de la forma secretada y
de membrana de la inmunoglobulina T y un fragmento de la IgM de tilapia. Se analizaron los
cambios transcripcionales de estos genes mediante PCR cualitativa y cuantitativa en larvas y
en diferentes tejidos de adultos de tilapia en condiciones naive y después de la estimulacion
con LPS de Escherichia coli, Poli I:C y una bacteria de importancia en la acuicultura (Edward-
siella tarda). El andlisis de expresién diferencial en tejidos mostré que el gen del IFNy de
tilapia se expresa de forma constitutiva en diferentes tejidos, excepto en las branquias. Sin
embargo, en condiciones de estimulacion con Poli I:C y LPS y tras la infeccion con la bacteria
E. tarda, la expresion del IFNy se induce en las branquias a las 24 h tras la estimulacion, lo
que sugiere que tiene un papel importante en la inmunidad contra las bacterias intracelula-
res. La proteina de IFNy de tilapia producida en E. coli indujo la transcripcion del gen Mx en
un ensayo in vitro en células de cultivo primario de rifdn anterior, lo cual demuestra que la
proteina obtenida por via recombinante posee actividad bioldgica in vitro. Como parte de la
caracterizacion de IgT e IgM, se pudo detectar la presencia de los transcriptos de ambos




genes en etapas tempranas del desarrollo larval. Estos genes exhibieron un perfil de expresion di-
ferencial después del tratamiento con LPS y la infeccion por E. tarda en tilapias adultas, lo cual se
encuentra en correspondencia con las funciones efectoras conferidas a estas inmunoglobulinas en
los compartimentos sistémicos y mucosales. Estos resultados contribuyen al conocimiento acerca
de la respuesta inmunoldgica de la tilapia ante diferentes estimulos, pues constituyen el primer
acercamiento para determinar la funcién bioldgica del IFNy y comprender la participacion de las in-
munoglobulinas en la respuesta inmunitaria humoral en la tilapia. Ademas, permiten obtener nuevas
herramientas como marcadores moleculares del sistema inmunitario en la tilapia, que contribuyan
al control inmunoldégico y la sanidad acuicola.

Con el objetivo de profundizar en el conocimiento acerca
de las moléculas que forman parte del sistema inmunitario
en la tilapia y en la respuesta inmunoldgica desarrollada ante
diferentes estimulos, en el presente trabajo se aislo y carac-
terizé por primera vez los ADNc que codifican el IFNy vy la
cadena pesada de las formas secretada y transmembrana de
la inmunoglobulina T (IgT) en O. niloticus. En este contexto se
caracterizaron las secuencias de nucledtidos y de proteinas
deducidas, se analizaron sus perfiles de expresion en etapas
tempranas del desarrollo larval, asi como la distribucion tisu-
lar en peces sanos, bajo estimulacion con lipopolisacaridos
(LPS), Poli I:.C y tras la infeccion por Edwardsiella tarda. Ade-
mas, se obtuvo de forma biolégicamente activa el gen del
IFNy en un sistema procarionte.

El ADNc del IFNy de tilapia identificado a partir de linfoci-
tos de bazo codifica una proteina con las caracteristicas es-
tructurales tipicas de las moléculas de IFNy descritas en los
vertebrados, incluidas las estructuras tipo a-hélices, el péptido
sefial (que lo marca como una citoquina secretada), el motivo
distintivo y la sefial de localizacién nuclear (NLS) en la region
C-terminal. El péptido maduro es altamente catidnico y posee
numerosos residuos de lisina y arginina, principalmente en el
extremo C terminal, lo que resulta en un extremo carboxilo
altamente hidrofilo, importante para su actividad bioldgica y
necesario para su union al dominio extracelular de los recep-
tores. El analisis de identidad de secuencias entre varias mo-
léculas de IFNy en peces teledsteos y la secuencia de IFNy de
tilapia reveld que esta posee hasta un 62 % de identidad con
las secuencias analizadas. Los genes y proteinas funcional-
mente similares a menudo tienen una mayor similitud de se-
cuencia en las regiones requeridas para su actividad biologi-
ca. Por lo tanto, los sitios encontrados con mayor porcentaje
de similitud de secuencia corresponden a las estructuras tipo
a-hélice, el nucleo de interfaz y las regiones de intercalacion
de la proteina, principalmente en las regiones correspondien-
tes al motivo distintivo y la NLS. La modelacion tridimensional
de la estructura terciaria de IFNy de tilapia predijo que esta
molécula pertenece a la familia de las citoquinas a-helicoida-
les y comparte una homologia estructural significativa con
otras moléculas de IFNy.

En el presente estudio se obtuvieron las secuencias com-
pletas de ADNc de las cadenas pesadas de la forma secreta-
day transmembrana de la IgT de tilapia, a partir de linfocitos
de rifdn anterior utilizando la técnica de RACE-PCR. Ambas
isoformas poseen alto porcentaje de identidad tanto en la
secuencia de nucledtidos como en la de aminodcidos, y es
posible que estén codificados por el mismo gen a través de
diferentes empalmes. La cadena pesada de las isoformas de
IgT tiene una region variable con un péptido sefal, 2 regiones
marcoy 3 regiones determinantes de complementariedad, asi
€cOmMo una region conservada con 2 dominios constantes de
Ig (CH1-CH2), lo cual esta en correspondencia con lo infor-
mado para las moléculas de IgT de otras especies de peces
teledsteos. Ademas, poseen residuos de aminoacidos con-
servados importantes que participan en la formacion de los
enlaces disulfuro intra- e intercatenarios y en la formacion de
los dominios IgSF, que son cruciales para la estabilizacion y el
correcto plegamiento de la estructura terciaria.

La slgT posee un motivo PxxxNxSLxxxDxxxxCY que se re-
quiere tipicamente para la polimerizacion multimérica de esta
lg, donde el sitio de N-glicosilacién y la penultima cisteina son
criticos para la asociacion de la cadena J. La migT muestra
un alto grado de conservacion en los residuos de aminodaci-
dos involucrados en la formacién del dominio CART (siglas
del inglés conserved antigen receptor transmembrane motif).
Este motivo interactua con otras proteinas que desempefian
un papel en el ensamblaje o en las propiedades de sefaliza-
cion de los receptores de antigenos de linfocitos.

Ademas, en el presente trabajo, se obtuvo un fragmento
de ADNc que codificaba 300 aminodcidos de la cadena pesa-
da de la IgM de tilapia, en el cual se pudieron identificar 2 do-
minios funcionales Cp con cisteinas conservadas involucra-
das en la formacién de los enlaces disulfuro intracatenarios
y 4 sitios potenciales de N-glicosilacion, requeridos para la
actividad bioldgica de esta inmunoglobulina. Esta secuencia
posee una alta identidad con las regiones constantes CH3 y
CH4 de las secuencias IgM identificadas en las bases de da-
tos de tilapia. Sin embargo, las diferencias detectadas tanto
en los niveles de nucledtidos como de aminoacidos sugieren
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que la secuencia obtenida pertenece a otra isoforma de esta
inmunoglobulina en la tilapia del Nilo.

La identificacion y clonaje de esta secuencia permitié rea-
lizar estudios comparativos para investigar la posible funcion
de los transcritos de IgT identificados en tilapia con respecto
a los de IgM. Las estructuras 3D predichas revelaron que las
inmunoglobulinas de tilapia adoptan la conformacién estruc-
tural conservada de las moléculas de anticuerpos, donde los
aminodcidos estructurales importantes (W, Py C) se encuen-
tran en las mismas posiciones espaciales, o que sugiere que
estas |g pueden desempefiar funciones bioldgicas similares a
los anticuerpos.

En los peces, las larvas se encuentran expuestas a diver-
sos microorganismos inmediatamente después de la eclo-
sion. Sin embargo, el sistema inmunitario todavia esta en
desarrollo, y no todas las estructuras y funciones presentes
en los adultos estan en las larvas. Por lo tanto, el conocimien-
to sobre la ontogenia del sistema inmunitario en los peces
puede ofrecer nuevas estrategias de proteccion e indicar el
momento optimo de la vacunacion. Estudios realizados por
Takemura y Takano (1997) demuestran la presencia de la
IgM en las larvas de tilapia (0. mossambicus) producto de la
transferencia materna. Sin embargo, existen pocos estudios
acerca de la expresion de los genes de IgT en etapas tempra-
nas del desarrollo. Este trabajo constituye el primer informe
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acerca de la presencia de los transcritos de IgT en las larvas
de tilapia.

En la tilapia del Nilo, mediante la técnica de PCR cuanti-
tativo, se observo la presencia de los genes RAG-1, IgM e IgT
desde etapas muy tempranas del desarrollo larval, pero con
diferentes perfiles de expresion. Tanto IgM como la IgT se ex-
presan en etapas tempranas del desarrollo, siendo los niveles
de expresion de IgM mayores que los de IgT. Esto sugiere que
la IgM es el anticuerpo predominante en la proteccién de las
larvas; sin embargo, la expresion temprana y consistente de
IgT indica que este isotipo también puede desempefar un pa-
pel protector importante durante las etapas iniciales del desa-
rrollo larval. Las larvas de los peces se encuentran expuestas
a patdégenos durante un largo periodo de tiempo hasta que
ocurre la maduracion de sus 6rganos linfoides. Es por ello que
la presencia de genes relacionados con el sistema inmunita-
rio en este periodo critico del desarrollo puede ser esencial
para la supervivencia.

En las tilapias adultas, el andlisis del perfil de expresion
del gen del IFNy en diferentes tejidos de tilapia mediante
RT-PCR convencional revelé que se expresa de forma cons-
titutiva en el rindn anterior, la piel, el intestino, el cerebro y el
musculo, pero mediante esta técnica no se detectd en las
branquias. El analisis de PCR cuantitativo corroboré la expre-
sion constitutiva en el rindn anterior, la piel y el musculo, y
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Fig. 1. Andlisis de la expresion génica del IFNy, la IgT e IgM en la tilapia del Nilo (O. niloticus). Niveles de expresion relativos a EF-Ta del IFNy a las
24 h después de A) la inyeccion con LPS o Poli I: Cy B) la exposicién por bafio de inmersién con 108 CFU/mL de E. tarda durante 1 h. D) Niveles
de expresion de sIgT e IgM en relacion con el grupo de control en diferentes tejidos a las 24 h de la estimulacion con 1 pg/pez de LPS. Niveles de
expresion relativos de sIgT relativos a EF-Ta y relacion IgT/IgM en el grupo infectado a las 24 h después de la infeccion por bafio de inmersion

con 108 CFU/mL de E. tarda durante 1 h.

Leyenda: HK, rifidn anterior; G, branquias; S o Sk, piel; M, musculo y Sp, bazo.
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niveles muy bajos en las branquias. Sin embargo, después de
la estimulacién con LPS o Poli I: C ocurrié un aumento signi-
ficativo de los niveles de expresion del IFNy en las branquias,
lo que confirma el caracter inducible de esta citoquina y su
potencial rol protector.

Por otro lado, el analisis mediante PCR en tiempo real
confirmdé que, en condiciones naive, los transcritos de IgM
son mas abundantes que los de IgT en todos los tejidos ana-
lizados, manteniendo el patron de expresion descrito, donde
los niveles de expresiéon de IgM son mayores que los IgT.
Los mayores niveles de expresion de IgT e IgM se detecta-
ron en los tejidos linfoides primarios y secundarios, como
rifidn anterior y bazo, respectivamente. Sin embargo, la con-
tribucién del transcrito de IgT con respecto a IgM aumenta
en el bazo, en las branquias y en la piel; los Ultimos contie-
nen tejidos linfoides asociados a mucosas (MALT, siglas del
inglés mucosa-associated lymphoid tissue) y tienen un papel
fundamental en el mantenimiento de la homeostasis de las
mucosas.

Los lipopolisacéridos (LPS) son componentes de la mem-
brana celular de las bacterias gamnegativas y pueden inducir
una importante respuesta inflamatoria en los peces sin que
se desarrolle un shock séptico. Los niveles de expresion de
los genes de inmunoglobulinas en la tilapia se examinaron a
las 24 h después de la inyeccioén intraperitoneal con LPS. Este
tratamiento tuvo efectos en el aumento de los transcritos de
IgT e IgM en los tejidos analizados, con mayores aumentos en
los niveles de expresion para el gen de la IgT de tilapia. El perfil
de expresion de la IgT en tilapia indicé que esta molécula se
induce tanto en los tejidos linfoides primarios como en los
secundarios.

Edwardsiella tarda es un patdgeno intracelular oportunis-
ta que resulta significativo en una variedad de especies de pe-
cesy crece a temperaturas adecuadas para el mantenimiento
de la tilapia. La infeccion por esta bacteria puede afectar to-
das las etapas de la vida de los peces, lo que da como resulta-
do mortalidades masivas y grandes pérdidas econémicas en
peces de importancia comercial. En este estudio, se examina
por primera vez a E. tarda como un patégeno potencial capaz
de estimular la respuesta inmunitaria en adultos de tilapia a
las 24 h de la infeccién mediante bafios de inmersion. El ana-
lisis de los niveles de expresion del IFNy reveld una regulacion
positiva de esta citoquina en las branquias de las tilapias in-
fectadas, lo que puede resultar en una respuesta inflamatoria

debido a la infeccidn. La infeccion con esta bacteria no tuvo
efectos en los niveles de expresion del transcrito de IgM en
los tejidos analizados. Sin embargo, para el transcrito de IgT,
se observa que en la piel aumentan aproximadamente 510 ve-
ces los niveles de expresion en el grupo tratado con respecto
al grupo control. Los resultados obtenidos aqui revelaron un
aumento en la proporcion de IgT con respecto a lgM en la piel
en el grupo infectado. En el presente estudio, se demuestra
por primera vez una regulacién positiva de la expresion de la
IgT en la piel de la tilapia después de una infeccién mediante
bafios de inmersion, lo sugiere que la IgT podria desempefar
un papel predominante en la inmunidad mucosal en esta es-
pecie.

Con el objetivo de demostrar que la secuencia identifica-
da del IFNy de tilapia posee actividad bioldgica, dicha molécu-
la se produjo mediante la tecnologia del ADN recombinante
en células de la cepa E. coli BL21 (DE3) como una proteina de
fusion con 6-histidinas en el extremo C-terminal de la protei-
na, formando cuerpos de inclusion en el precipitado de rup-
tura. Se obtuvo la proteina heteréloga (rIFNy) con mas de un
90 % de pureza luego del proceso de purificacion por IMAC.
Mediante un ensayo funcional in vitro en células de cultivo pri-
mario de rifidn anterior, fue se pudo encontrar un aumento
significativo en el nivel de expresion del gen Mx, a las 4 h des-
pués de la administracion de 100 ng/mL del IFNy de tilapia
obtenido por via recombinante, con lo que se demostrd por
primera vez que el rIFNy de tilapia posee actividad bioldgica
in vitro.

Los resultados obtenidos en este trabajo constituyen la
primera aproximacion al estudio de sistema de IFN e IgT en
la tilapia del Nilo y crean las bases para caracterizar el tipo
de respuesta celular y humoral que se desencadena en este
organismo ante una infeccion viral o bacteriana, o bajo esque-
mas de estimulacion inmunitaria y vacunacion, resultando en
beneficios generales para la acuicultura.
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