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Resumen

Los componentes de la matriz extracelular (MEC), durante largo tiempo, se consideraron como elementos solamente
estructurales y de cohesién en los tejidos. Sin embargo, numerosos estudios publicados a lo largo de las dos ultimas
décadas han presentado evidencias significativas sobre las implicaciones directas de la MEC en diversos procesos
fisiolégicos, incluidas la sefalizacion y regulacién de la funcién inmunitaria. En peces teledsteos se probo que moléculas
directamente relacionadas con el ambiente de la MEC, tales como; colagenos, integrinas y metaloproteasas de la matriz
tienen un papel durante la respuesta inmune. Estudios con colagenos fibrilares, demuestran que estas proteinas y sus
péptidos derivados son capaces de activar la respuesta inmune en modelos de peces teledsteos, con induccion de la
produccién de citoquinas proinflamatorias, la activacion de fagocitos profesionales y la liberacion de especies reactivas
de oxigeno. Considerando el conjunto de evidencias, se sugiere que las moléculas asociadas y que forman la MEC tienen
una funcionalidad potencial como farmacos para la mejora de la capacidad inmunitaria de peces, por lo tanto, del
estado de salud y bienestar en general de estos animales. La acuicultura de peces es una actividad en rapido crecimiento
alrededor del mundo; lo cual implica la diversificacion de sistemas de cultivo, especies objetivo y ecosistemas, pero
también el incremento de la incidencia y emergencia de enfermedades. El presente trabajo resalta el valor de las
evidencias existentes y la necesidad de transferir este conocimiento a la investigacioén aplicada al desarrollo de nuevos
farmacos inspirados en moléculas asociadas a la MEC y sus mecanismos de accion, como herramientas biotecnoldgicas
para la mejora de la produccién en la acuicultura de peces.

Palabras clave: matriz extracelular, peces, inmunidad, coldgeno, salud animal, acuicultura.
Abstract

The extracellular matrix (ECM) components were, during long time, considered as merely structural and cohesion
elements. However, the increasing studies over the last two decades provide significant evidence for ECM direct
involvement in diverse physiological process, including signaling and regulation of the immune function. In teleost fish,
it is now proven that molecules directly related to the ECM environment, such as collagen, integrins and matrix
metalloproteases have a role during the immune response. In example, the studies demonstrate that fibrillar collagens
and their derived peptides are able to activate the immune response in teleost fish models, by inducing: the production
of proinflammatory cytokines, the activation of professional phagocytes and the release of reactive oxygen species.
Thus, the existing data suggest that several ECM related molecules have the potential to be used as drugs to enhance
fish immune capacity, therefore their general health status and welfare. Fish aquaculture is a rapidly rising activity
around the world; that implies to diversify on culture systems, target species and environments, but also increases the
potential for incidence and emergence of diseases. This work highlights the value of existing evidences and their
potential application on translational research to develop novel drugs inspired on ECM related molecules and their
mechanisms of action as biotechnological tools to improve the production in fish aquaculture.

Key words: extracellular matrix, fish aquaculture, immunity, collagen, animal health.



1. Introduccidon

La matriz extracelular (MEC) constituye el soporte
fundamental de 6rganos y tejidos, forma parte de la
membrana basal y funciona como un sustrato activo
que permite la migracion y adhesion celulares [1,2]. En
la analogia de los tejidos animales como ecosistemas
celulares complejos, formados por diferentes tipos
celulares que interacttan entre si y con los elementos
de su microambiente [3]; es evidente el papel clave de
la MEC vy las moléculas presentes en el espacio
extracelular para la generacion de un microambiente
que regule de forma precisa la actividad de las
poblaciones celulares en los tejidos, y que se traduzca
en un correcto funcionamiento a nivel de organismo.

La composicion y organizacion de la MEC cambia
segiin las necesidades del organismo durante el
desarrollo y las interacciones con las células,
desarrollando  las  propiedades  estructurales
especificas que permiten a los tejidos y drganos
desempenar sus funciones [4]. Los elementos
estructurales de la MEC (e.g. colageno, laminina y
fibronectina) son degradados y modificados por las
enzimas metaloproteasas de la matriz (MMPs).
Estudios sobre las MMPs sugieren que estas enzimas
tendrian un papel directo como reguladoras de la
adaptacion fisica de los tejidos en respuesta a factores
ambientales, durante los procesos de desarrollo y en
procesos patoldgicos [5].

En mamiferos se conoce que la expresion y la
modulacién de la actividad de proteinas de la MEC y
de las MMPs intervienen en procesos inflamatorios.
Por ejemplo, en ratones se demostré que los
macréfagos, células inmuno-competentes, son
activadas por proteoglicanos de la MEC (i.e. biglicano
y acido hialurénico) a través del receptor inmunitario
clasico TLR4 [6], y por colageno | (en su forma nativa
y desnaturalizado) con inducciéon de la citoquina
proinflamatoria interleuquina 1B (IL1B) [7]. En peces,
los estudios sobre la relacion entre la MEC y la
respuesta  inmunitaria  son  escasos,  pero
prometedores. Los resultados obtenidos en un
teledsteo marino (Sparus aurata) (Figura 1)
demuestran que moléculas derivadas de colagenos
fibrilares (tipo I, Il y IllI) son capaces de inducir y
regular la respuesta inmune a nivel molecular y
celular, en células fagociticas y fibroblastos, lo cual
tiene ademas implicaciones en los procesos de
reparacion de heridas y regeneracion de tejidos [1,7-
10]. Otros estudios con diferentes aproximaciones
apoyan la nocion de la implicacion de las moléculas
asociadas a la MEC en la sefializacion de la respuesta
inmune en peces, donde estarian implicadas las
MMPs, sus inhibidores tisulares (TIMPs) y receptores
de la familia de las integrinas (ITGs); incluyendo:
procesos pro-inflamatorios desencadenados via
estimulacion endocrina (fisiolégica y exdgena) o via
patrones moleculares de patégenos (PAMPs) [11-15],
y transgénicos resistentes a enfermedades [16]. Sin
embargo se necesitan mas estudios que permitan

transferir estos conocimientos para su potencial
aplicacion, por ejemplo en el campo de salud animal
para la acuicultura de peces.

Figura 1. Cultivo de doradas (Sparus aurata) en jaulas
flotantes en el Mediterraneo. Foto cortesia del

Laboratorio de Ecologia Acuatica, Universidad de
Murcia.

En el presente trabajo, se hace una revision de la
informacion existente sobre la MEC y sus moléculas
asociadas como actores en la respuesta inmunitaria de
los peces, y se analizan los principales hallazgos con
potencial de transferencia al sector productivo
acuicola. Finalmente, se hace una propuesta como
referencia de las potenciales aplicaciones de las
moléculas del ambiente de MEC vy los beneficios de su
uso potencial como una alternativa a los farmacos
tradicionales usados en acuicultura, muchos de uso
restringido para cultivos destinados al consumo
humano.

2. Analisis y Discusion

2.1. Entorno y funciones de la matriz
extracelular (MEC)

Las perspectivas de estudio sobre la MEC
evolucionaron notablemente con el descubrimiento de
receptores transmembrana, e.g. las ITGs, los cuales
evidenciaron que ademas de dar soporte, la MEC tiene
diversas funciones en los procesos celulares y su
senalizacion [4]. El ensamblaje de las proteinas de la
MEC en superestructuras, como las microfibras y
fibras elasticas de colageno, es clave para la
interaccion en el entorno de la MEC (Figura 2) y para
la senalizacion de las funciones celulares e.g.
crecimiento, migracion y proliferacion; por lo cual se
estima que las moléculas de la MEC tienen una
importancia comparable o mayor a la de las sefiales
solubles [2].

La MEC en los metazoos estd compuesta
mayoritariamente por colagenos, los cuales son una
pieza clave de su evolucién [17] y fisiologia. Existen 30
tipos de colagenos, siete son capaces de formar fibras
que dan la retractilidad y densidad a los tejidos, de
ellos los colagenos tipo | y Il (COL1 y COL2) son la
forma mayoritaria de colageno [18]. Varios tipos



celulares, incluyendo células inmunocompetentes
como monocitos y endoteliales, secretan proCOL para
ser procesado a COL y ensamblado en la superficie
celular [19]. Las células interactian con los colagenos
de la MEC mediante receptores especificos, que a su
vez pueden inducir la activacion de otras moléculas
como MMPs, TIMPs y citoquinas que sefalizan
procesos de remodelacion, inflamacién y respuesta
inmune [10,17,20].

Colagenos
fibrilares

fibronectina
laminina
hialuronato
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Figura 2. Esquema del entorno de la matriz
extracelular (MEC) y sus moléculas asociadas.

La ITGs son los principales receptores de superficie
en células eucariotas y actian como vinculos
transmembrana célula-célula y célula-MEC. La
diversificacion de las ITGs tiene relacion con grandes
cambios en la evolucion, como la aparicion del sistema
inmunitario dual (innato y adaptativo) propio de
vertebrados [21]. Las ITGs son una superfamilia de aff
heterodimeros que participan en varios procesos
celulares (e.g. adhesion, fibrosis, trafico leucocitario y
respuesta inmunitaria) [17,20,21]. Los heterodimeros
de ITGs beta 1 (a1p1, a2f1, 2101 y a11p1) acttian
principalmente como receptores de colagenos
mediante el dominio-I (tipo Von Willebrand factor A)
Unico de vertebrados [20,21]. La union ITG-COL
durante la sefalizacion de procesos de reparacion
tisular es clave para inducir la produccion de MMPs y
adhesion celular [22]

Las MMPs son clave en la regulacion de la
arquitectura de los tejidos, con una funcién principal
en la degradaciéon controlada de la MEC. La
fragmentacion de proteinas por las MMPs es uno de
los pasos iniciales de la migracion celular, donde se
modifican aspectos mecanico-estructurales y de
sefnalizacion, i.e. produccion de fragmentos con
actividad bioldgica, modificacion de uniones
intercelulares, y activacion/desactivacion de ligandos
y receptores en rutas de sefnalizacion especificas [23].
La regulacion de las MMPs ocurre a nivel de
transcripcional y postranscripcional, de
procesamiento de la forma inactiva (zimdgeno) y de
regulacion via TIMPs [24,25]. Los fragmentos

producidos por las MMP son acumulados en el
microambiente de la MEC, donde funcionan como
moléculas quimiotacticas y activan rutas de
senalizacion diferentes a las moléculas nativas [26]. De
las 29 MMPs identificadas, las gelatinasas MMP2 y
MMP9, y la colagenasa MMP13, son de las mas
estudiadas en vertebrados por su accion sinérgica en
diferentes procesos y rutas de senalizacion [8], como:
respuesta inflamatoria, reclutamiento vascular,
remodelacion dsea y quimiotaxis [27]. El equilibrio en
los niveles de expresion y actividad de MMPs/TIMPs
es un elemento clave en procesos de activacion de
moléculas con funcién inmunitaria; y su desbalance se
ha relacionado con condiciones clinicas como: cancer,
sepsis, artritis, ulceras tisulares y fibrosis [23].

En general se puede decir que en vertebrados, el
ambiente de la MEC es un sistema altamente
interactivo, con componentes funcionales capaces de
regular la respuesta inmune y procesos asociados,
pero que ademas poseen una alta plasticidad gracias a
sus diversos mecanismos de modulacion.

2.2. Implicaciones de la MEC en la respuesta
inmunitaria de peces teledsteos

Los teledsteos poseen un sistema inmunitario dual
(innato y adaptativo). La respuesta innata consta de
las barreras fisicas (epitelios y mucosas), efectores
celulares (células fagociticas vy citotdxicas no
especificas) y factores humorales (complemento y
otras proteinas de la fase aguda); y, la respuesta
adaptativa engloba un componente celular (linfocitos)
y otro humoral (anticuerpos). El sistema inmunitario
innato es la principal defensa en peces, donde el rifidn
en su porcion cefalica constituye el principal tejido
hematopoyético, mientras que el bazo es el segundo
6rgano linfoide mas importante [8,28,29]. Las células
fagociticas (granulocitos y monocitos/macréfagos)
tienen el papel principal en la inmunidad innata de
peces y podrian iniciar la respuesta inmunitaria
especifica, entre ellos los granulocitos tendrian
funciones similares a los neutréfilos de mamiferos
como la produccion de especies reactivas de oxigeno
(ROS) con capacidad bactericida [30]. Otro aspecto
relevante en la respuesta inmunitaria de los tele6steos
es el desgaste energético relacionado con factores
reproductivos, especialmente en especies de puesta
estacional y aquellas que cambian de sexo, procesos
que con frecuencia implican un detrimento en la
capacidad inmunitaria del individuo. Estudios en S.
aurata muestran que durante la post-puesta e
involucién testicular ocurre una infiltracion de
granulocitos en la génada, donde participarian en la
remodelacion testicular via produccién de IL1B, como
factor proliferativo en las células germinales de
testiculo, y de dos gelatinasas activas (MMP2 vy
MMP9); mientras que durante el mismo periodo los
granulocitos en el rifion cefalico solo presentan
actividad de MMP2 [15]. Estos datos y el perfil de
expresion transcripcional de MMP2, MMP9, MMP13,



TIMP2a, TIMP2b, COL1a, ITG1b e ITGla de los
granulocitos en el testiculo, de gonada, higado y otros
6rganos inmunocompetentes bajo condiciones
fisiologicas o estimulados con 17B-estradiol (E2)
sugieren una estrecha vinculacion e intercambio entre
la respuesta inmunitaria, la funcién reproductiva y la
MEC en estas especies [8,10,14,15].

El analisis de expresion transcriptomica de
moléculas asociadas a la MEC (colagenos, MMPs,
TIMPs e ITGs) bajo diferentes condiciones asociadas a
la interaccion inmuno-reproductora en S. aurata
muestra: 1) un enriquecimiento fisiologico tejido-
dependiente de MMP9, MMP13, TIMP2a e ITGB1a en
los 6rganos inmunocompetentes internos, mientras
que en los de barrera fisica (epidermis supramuscular
y en aletas) hay ademas un enriquecimiento de MMP2
y COLT; sin embargo, ante una infeccion bacterial
(Vibrio anguillarum) solo TIMP2b es consistentemente
inducido; 2) la induccién de TIMP2a, TIMP2b y COL1a
en granulocitos como parte de la respuesta inmune
desencadenada por la estimulacion con ADN
bacteriano (como PAMP); 3) la induccion general de
las moléculas de la MEC analizadas en higado ante un
proceso de inflamaciéon inducido por disrupcion
endocrina estrogénica; 4) la regulacion diferenciada en
células inmunocompetentes aisladas durante procesos
de reparacion de tejidos, con una induccién especifica
de MMPs y TIMPS seglin el tipo de fagocitos
(granulocitos 'y macroéfagos), y una tendencia
inhibitoria ~ general en  células  endoteliales
(endocardiales); y 5) la expresion coordinada de las
moléculas de la MEC bajo condiciones fisioldgicas y la
disrupcion diferenciada de la misma ante senales de
patégenos (PAMPs, ADN bacterial) o de dafo
(DAMPs, COLT1 en suspension) [10]. Estos hallazgos
sugieren una implicacién directa y precisa de las
moléculas de la MEC estudiadas en los procesos de
inflamacion y respuesta inmunitaria innata, asi como
su potencial regulacion endocrina, lo cual es apoyado
por estudios en otras especies de peces (Cyprinus
carpio, Danio rerio, Ctenopharyngodon idella, Ictalarus
punctatus, Oncorhynchus mykiss, Salmo salar, Gadus
morhua) y desde diversas aproximaciones (e.g. pruebas
en leucocitos aislados, expresion en tejidos in vivo,
modelos de heridas estériles, desafios por infeccion
bacteriana) donde se reportan funciones asociadas a
la respuesta inmune, inflamacién, reparaciéon vy
remodelacion de tejidos, asi como su regulacion via
estimulacion endocrina, para MMP2, MMP9, MMP12,
TIMP2a y TIMP2b [12,13,31,32].

Estudios especificos in vitro sobre colagenos
fibrilares y péptidos derivados como estimulos
exdgenos demuestran que estas moléculas asociadas a
la MEC tienen una elevada capacidad regulatoria de la
actividad inmunitaria de fagocitos y fibroblastos de S.
aurata y Danio rerio [7,9]. Los resultados indican que
el COL1 en su forma nativa, como en su forma
desnaturalizada (gelatina), activa 1) la produccién de
ROS en fagocitos de S. aurata, y 2) la expresion
transcriptémica de moléculas especificas asociadas a

la respuesta inmune: IL1B, CCL4, MMP9 y MMP13,
pero no otras moléculas proinflamatorias tipicamente
inducidas por PAMPs i.e. IL6 y COX2 (PTGS2); estos
efectos del COL1 que se verian exacerbados por accion
de colagenasas y gelatinasas, pueden ser regulados
mediante inhibidores especificos de estas enzimas (e.g.
el inhibidor V para MMP2/MMP9) [8,9]. Asimismo, se
ha sugerido que la deteccion celular de fragmentos de
colagenos seria una adaptacién ante la produccion de
colagenasas por bacterias patdgenas, que facilitaria la
respuesta temprana ante una infeccion; sin embargo,
algunas bacterias podrian generar cantidades masivas
de proteasas para generar fragmentos extracelulares
que exacerben la actividades de los fagocitos como
parte de su estrategia de invasion segun lo propuesto
para Tenacibaculum maritimum en rodaballo (Psetta
maxima L.) y Moritella viscosa en salmén (Salmo salar)
[33]. En conjunto, los estudios ponen de manifiesto el
potencial del COL1 como un inmunoestimulante para
peces, y muestran vias alternativas para la modulacién
de los procesos inflamatorios mediante
inhibicion/activacion especifica de MMPs,
colagenasas/proteasas bacterianas o ambas.

A nivel de secuencia, la interacciéon entre los
fibroblastos de S. aurata y los colagenos fibrilares es
altamente especifica, comparable a lo descrito en
mamiferos. Los fibroblastos son células
particularmente importantes durante la reparacion de
heridas y regeneracion de tejidos, que facilitan una
rapida cobertura inicial del area danada a fin de
proteger los tejidos internos del contacto directo con
el medio acuatico. El uso de librerias de péptidos que
mimetizan los colagenos fibrilares y contienen
secuencias GXX’GEX” (X, X’ y X” = aminoacidos
intercambiables), permite identificar sustratos de alta
afinidad intrinseca con las ITGs que senalizan la
adhesion y migracion en tipos celulares especificos
[20]. Mediante esta tecnologia, se demostré que las
secuencias GFOGER y GLOGEN (O = hidroxiprolina)
como sustrato son las de mayor afinidad para la
adhesion magnesio-dependiente de fibroblastos de S.
aurata, adhesion que es inhibida en presencia de EDTA
e inespecificamente incrementada en presencia de
ADN-bacteriano; mientras que en suspension,
GFOGER 'y GLOGEN inducen la expresion
transcripcional de moléculas pro-inflamatorias (i.e.
IL1B y COX2); efectos probablemente sefializados via
el dominio-I de la ITGB1 (Figura 3), segiin sugieren
los datos experimentales y el analisis in silico de
estabilidad electrostatica [1,8]. Estos estudios resaltan
las potenciales aplicaciones de las secuencias
especificas GFOGER y GLOGEN (presentes en varios
tipos de Colagenos fibrilares) para la regulacion de la
respuesta inflamatoria y de reparacion de heridas en
peces teledsteos, asi como su refinamiento a nivel de
la interaccion ligando-receptor via ITGs. Asimismo, se
destaca el potencial de las librerias de péptidos de
colagenos para el desarrollo de herramientas
biotecnolégicas, ya que permiten la identificacion de
secuencias funcionales especificas y su posterior



evaluaciéon con diferentes tipos celulares vy
condiciones, facilitando la prospeccion de potenciales
farmacos inspirados en secuencias de colagenos
fibrilares.

Figura 3. Modelo del complejo formado por la unién
del dominio tipo-I de la ITGB1a de Sparus auratay el
péptido derivado de colageno GFOGER de acuerdo
con la metodologia descrita en [1].

2.3. Potenciales aplicaciones de moléculas
asociadas a la MEC como herramientas
biotecnolégicas para la mejora de la
produccién acuicola de peces

Considerando la alta ocurrencia de dafios en los
tejidos de peces por factores fisicos, manipulacion en
acuicultura y enfermedades, y que la regeneracion y
reparacion de tejidos es un proceso complejo
pobremente descrito en peces [31]; la revision de
informacion existente sobre el entorno de la MEC, su
regulacion y potencial aplicaciéon como herramientas
de mejora de la salud animal en acuicultura es una
necesidad.

Probablemente el grupo de moléculas asociadas a
la MEC con mayor potencial de aplicacion es el de los
colagenos fibrilares y péptidos derivados, proteinas
altamente conservadas a lo largo de la filogenia
animal, que sin embargo mantienen rutas de
sefalizacion y reconocimiento ligando-receptor de
alta especificidad. Entre las propiedades de interés de
los colagenos esta su capacidad de activacion de
fagocitos y otras células inmuno-competentes de
forma diferenciada a la activacion via PAMPs o la
desencadenada  durante  procesos infecciosos
[1,9,10,16]. Ademas se conocen varios mecanismos de

modulaciéon de los efectos de algunos colagenos
fibrilares, desde aproximaciones basicas como el
ajuste de concentraciones (el nivel activacion
inmunitaria es dosis dependiente, con los mejores
resultados a 10 pg/ml en fagocitos de S. aurata) [9],
hasta la regulacion especifica y funcional por medio
de: 1) activacion/inhibicion de proteasas via
inhibidores especificos [9]; 2) enriquecimiento de
secuencias especificas (e.g. GFOGER, GLOGEN) [1]; 3)
presencia/ausencia de iones (e.g. Mg++) [1,20]; 4)
eleccion del tipo celular, tejido u 6rgano a estimular
[1,9-11]; 5) activaciéon/inhibicién de receptores de la
familia de las ITGs via inhibidores o sustratos
competitivos  [1,11,20]; 6) forma nativa vs.
desnaturalizada [9,15]; y 7) sustrato vs. estimulo en
suspension [1].

Cabe senalar que los colagenos fibrilares ademas
de activar la respuesta inmunitaria en peces cuando
son administrados como estimulos exdgenos; tienen
también una funcién inmunitaria como moléculas de
sefalizacion enddégena. Durante la respuesta
inmunitaria inicial en peces, las sintesis de novo de
COL1 es inducida de forma consistente en células
aisladas inmunocompetentes (granulocitos,
macroéfagos, fibroblastos, endoteliales) in vitro y en
tejidos especializados in vivo, segiin se demuestra en
procesos tan diversos como: activacion via PAMPs,
infecciones bacterianas, inflamaciéon inducida por
disrupcion endocrina e inmunoestimulantes [9,10,32] ;
lo cual en conjunto indica que funciona como una
molécula de senalizacion de dafio (DAMP) y un
intermediario en la sefalizacion de citoquinas
inflamatorias. Considerando el alto grado de
conservacion en las secuencias y superestructura de
los colagenos fibrilares COL1, COL2 y COL3 en
vertebrados, es factible extrapolar las evidencias
obtenidas sobre su capacidad estimulante de la
respuesta inmunitaria (i.e activacion de fagocitos,
incremento de la produccién de ROS y, sintesis de novo
de citoquinas y otras moléculas de la respuesta
inmune humoral) y de procesos de adhesion celular,
con miras al disefio de pruebas experimentales con
més especies de peces de interés acuicola, ya sea para
su aplicacion directa o en el desarrollo de
herramientas biotecnoldgicas para su uso a escala de
produccion.

Asimismo, la implicacion de MMP2, MMP9 vy
MMP13 en la respuesta inmunitaria ha sido
demostrada en numerosas especies de teledsteos
[9,10,12,15,31], lo cual las convierte en moléculas de
interés. Las MMPs podrian usarse como potenciadoras
de la respuesta inmunitaria; mientras que los
inhibidores de MMPs podrian ayudar a controlar
procesos inflamatorios exacerbados en casos de
patégenos inductores de necrosis y degradacion
tisular. En esta linea, el patron de induccion de
TIMP2b durante la activacion de la respuesta
inmunitaria y especialmente ante la infeccion con
Vibrio anguillarum [10], hace de este inhibidor un
candidato factible como modelo para el desarrollo de



herramientas biotecnoldgicas
actividad de las MMPs.

Entre las posibles aplicaciones de las moléculas de
la MEC analizadas (Colagenos, ITGs, MMPs y TIMPs)
para el desarrollo de herramientas moduladoras de la
capacitad inmunitaria y procesos afines en peces de
cultivo (Figura 4), se propone su uso como:

1) Aditivos moduladores de procesos de inflammacion,
para el mejoramiento de los tiempos y calidad en la
reparacion de tejidos por dafios fisicos, manipulacion,
parasitos externos; lo cual reduce el riesgo de
posteriores infecciones y de disminucion de la calidad
del producto final por aspecto o presencia de tejido
fibroso infiltrado en el masculo;

2) Adyuvantes para vacunas, como una alternativa
altamente biocompatible comparada con los métodos
existentes (e.g. aluminio, PAMPs) y, por lo tanto, con
menor probabilidad de producir efectos secundarios
negativos;

3) Aditivos inmuno-estimulantes en protocolos
profilacticos y durante tratamientos contra patégenos,
para disminuir las fluctuaciones en el nivel de
actividad inmunitaria del individuo, factor que
normalmente beneficia a los parasitos [32].

que modulen la

Potenciales
Aplicaciones

Moléculas Efectos
Candidatas I:> Inducidos :>
Moduladores de

Colagenos Actividad de 1
fibrilares (COL;) senales procesos

proinflamatorias inflamatorios

Adhesion cellular

Liberacion de Adyuvantes
especies reactivas para vacunas
de oxigeno (ROS)

Modulacion del

entorno de la Inmuno-
COL; matriz estimulantes para
fragmentados o extracelular profilaxis y
desnaturalizados (MEC) tratamientos.

Figura 4. Resumen del potencial de los colagenos
fibrilares y sus moléculas derivadas para su aplicacion
en el desarrollo de herramientas biotecnoldgicas para
la mejora de la acuicultura de peces.

Entre las principales ventajas que tendria el uso de
las moléculas de la MEC propuestas para su uso
farmacoldgico como inmuno-moduladoras estan: su
elevada biocompatibilidad y el alto nivel de precision
para la regulacion de su actividad, lo cual se traduciria
en una baja incidencia de efectos secundarios
negativos. Actualmente, las opciones de inmuno-
estimulantes usados en la acuicultura de peces son
limitadas; la mayoria se basa en derivados de
patogenos, aceites minerales o mezclas de éstos, que
con frecuencia tienen efectos secundarios indeseados
[34]. Asimismo, existe poca innovacion en el area, con
escasos estudios sobre aditivos y adyuvantes con
propiedades inmuno-moduladoras en acuicultura; la
busqueda en una importante base de publicaciones
(PubMed, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/)
arroja menos de 200 articulos en el tema durante los

ultimos 20 afios. Entre las opciones de inmuno-
estimulantes emergentes se ha propuesto el uso de
escualeno, ISCOMs (complejos inmuno-estimulantes,
bajo patente Matrix™) y aluminio [34-36],
principalmente como adyuvantes de vacunas para
peces. En un estudio comparativo de vacunacién
contra un ciliado (Philasterides dicentrarchi) en
rodaballo, el uso de Matrix-Q (un ISCOM) e hidréxido
de aluminio dieron resultados comparables, con
menores dafnos secundarios que los observados al usar
aceite mineral o quitosano (un PAMP); pero en todos
los casos se indujo angiogénesis en el area de depdsito
de la vacuna [35]. Otro estudio reporta que la mezcla
de hidréxido de aluminio y escualeno en vacunas
contra el Virus de Septicemia Hemorragica en
lenguado (Paralichthys olivaceus) no causaria efectos
secundarios [36]; sin embargo, una desventaja del
escualeno es que se extrae del higado de tiburones,
fuente que no es sustentable. Por su parte, las
moléculas del entorno de la MEC aqui propuestas, en
especial los colagenos fibrilares, son compuestos de
alta disponibilidad; ademas los estudios con células
endoteliales sugieren un potencial inhibitorio de
angiogénesis, mientras que acelerarian la reparacion
de tejidos regulando la actividad de fibroblastos [1,10].
Otros beneficios derivados del uso de farmacos
basados en moléculas asociadas a la MEC seria la
sustitucién, al menos parcial, del uso de sustancias
contaminantes o de uso restringido en animales para
consumo humano e.g. antibidticos, verde de
malaquita, violeta de genciana, etc. disminuyendo el
impacto ambiental de la produccién acuicola vy
mejorando la calidad del producto, lo cual tiene
ademas un efecto positivo en la percepcion del publico
consumidor.

Por otra parte, aunque los hallazgos sobre las
moléculas asociadas a la MEC y su implicacion en la
respuesta inmunitaria en peces son prometedores, se
debe profundizar los estudios para una mejor
comprension de sus mecanismos de accion. Asimismo,
se requieren investigaciones para determinar vias de
administracion adecuadas para su uso como farmacos
en acuicultura, e.g. bioencapsulacion, encapsulacion
para administracion oral, levaduras modificadas para
producir ~ fragmentos  especificos,  implantes
formadores de microparticulas in situ, transfeccion de
genes y dominios funcionales, etc., campo poco
estudiado en peces y organismos acuaticos en general.
Otro aspecto importante es el efecto de las
condiciones ambientales del cultivo, considerando que
numerosa moléculas asociadas a la MEC son
activadas por iones especificos (e.g. zinc para las
MMPs; calcio, magnesio y manganeso para las ITGs) y
que los peces estan sometidos a un intercambio idnico
constante con su medio; es esperable que Ia
disponibilidad de estos iones en el medio tenga un
papel clave en la dinamica del entorno de la MEC y en
la actividad de sus moléculas asociadas como
moduladoras de la respuesta inmune en peces.



3. Conclusiones y Perspectivas

Los estudios en varias especies de peces de interés
en acuicultura demuestran que en estos organismos,
al igual que en aves y mamiferos, las moléculas
asociadas a la MEC forman parte de la respuesta
inmunitaria innata, destacindose la induccion de la
expresion y actividad enzimatica de MMPs que actiian
sobre los colagenos y sus péptidos derivados.

Los colagenos fibrilares aparecen como excelentes
candidatos para el desarrollo de inmuno-estimulantes
en la acuicultura de peces, por su capacidad de
activacion de fagocitos profesionales y fibroblastos, los
diversos mecanismos viables para la modulacién de
esta activacion y su implicacion en la sefializacion de
la respuesta inflamatoria inicial. En peces, las
secuencias especificas GFOGER y GLOGEN modulan
procesos claves para la reparacion de tejidos, como son
la adhesion y activacion de actividad pro-inflamatoria
en fibroblastos de peces.

En conjunto, el presente trabajo resalta: 1) el valor
de los conocimiento existentes sobre las moléculas
asociadas al entorno de la MEC como fuente potencial
de farmacos alternativos; 2) la necesidad de transferir
estos conocimientos al desarrollo de nuevos farmacos
inspirados en los mecanismos de acciéon de estas
moléculas (como moduladores de la respuesta
inmunitaria en peces) y su uso como herramientas
biotecnolbgicas para la mejora de la produccion en
acuicultura; y 3) la idoneidad de los colagenos
fibrilares tipo I, Il y Il, y los péptidos sintéticos
GFOGER y GLOGEN para su uso en pruebas de
inmuno-modulacidn relevantes para la acuicultura de
peces, como el siguiente paso en la aplicacion de estos
conocimientos.

La acuicultura de peces es una actividad de alcance
global y en constante crecimiento, lo cual aumenta la
incidencia de enfermedades clasicas y emergentes, con
las subsecuentes pérdidas de produccién vy
econdmicas. Superar estos desafios implica desarrollar
tecnologias para la mejora del estado de salud vy
bienestar de los peces en cultivo. Se espera que el
presente trabajo sea un aporte a este desarrollo
tecnolégico, y que sirva como un enlace entre los
conocimientos generados en laboratorio — sobre la
relacion intrinseca de la MEC con la capacidad
inmunitaria de los peces — para generar herramientas
que respondan a las necesidades del sector productivo.
La innovacion hacia tecnologias eficientes de
prevencion y mitigacion en el area de salud animal
ayuda a mejorar el rendimiento y reducir costos de
produccion, lo cual a su vez es un factor clave para
alcanzar una soberania alimentaria a escala regional y
global.

Abreviaturas
BSA, albimina de suero bovino; CCL4,

quimioquina (motivo C-C) ligando 4; COL, colageno;
COX, ciclooxigenasa; DAMPs, patrones moleculares

asociados a dafio; MEC, matriz extracelular; EDTA,
acido etilendiaminotetraacético; IL, interleuquina;
ITG, integrina; MMP, metaloproteasa de la matriz;
PAMPs, patrones moleculares asociados a patdgenos;
PTGS, prostaglandina 2; ROS, especies intermediarias
de oxigeno; TIMP, inhibidor tisular de MMPs; TLR,
receptor tipo-Toll.
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